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“Our deepest fear is not that we are inadequate. Our deepest
fear is that we are powerful beyond measure. It is our light, not
our darkness that most frightens us. We ask ourselves, "Who am
[ to be brilliant, gorgeous, talented, fabulous?” Actually, who are
you not to be? [...] Your playing small does not serve the world.
There is nothing enlightened about shrinking so that other people
won't feel insecure around you. We are all meant to shine, as
children do. [...] It’s not just in some of us; it’s in everyone. And
as we let our own light shine, we unconsciously give other people
permission to do the same. As we are liberated from our own
fear, our presence automatically liberates others.”

- A Return to Love: Reflections on the Principles of “A Course in Miracles*

by Marianne Williamson -
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLE) und
Nicht-alkoholische Fettleberhepatitis (NASH)

Die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLE) ist aufgrund der rapiden Zunah-
me der Pravalenz von Adipositas haufiger als eine alkoholbedingte Lebererkrankung
und sie ist die haufigste Ursache fiir abnormale Leberfunktionstests [1]. Sie ist weltweit
verbreitet und liegt bei ungefdhr 20 % in der allgemeinen Bevolkerung, bis zu 70 %
der Patienten mit Typ-2-Diabetes mellitus sind betroffen [2]. Das erste erkennbare Sta-
dium der NAFLE ist die Lebersteatose, wenn der Fettgehalt 5 % des Lebervolumens
iibersteigt. Eine einfache Steatose ist in der Regel gutartig hinsichtlich des Risikos ei-
ner Progression zu einer fortgeschrittenen Lebererkrankung. Angesichts ihrer hohen

Pravalenz stellt sie trotzdem eine wichtige Ursache fiir Zirrhose dar [3].

Vor allem ist die NAFLE stark mit Insulinresistenz und Hyperglykédmie assoziiert und
daher eng mit dem Auftreten eines Typ-2-Diabetes verbunden. Die nicht-alkoholische
Steatohepatitis (NASH), das ndchste Stadium der NAFLE, entwickelt sich, wenn eine
hepatische Entziindung auftritt. Ihre Pravalenz in der Allgemeinbevolkerung wird auf
3-5 % geschétzt [2]. Patienten mit NASH besitzen ein viel hoheres Risiko fiir klinisch
signifikante und fortschreitende Leberfibrose, Zirrhose und hepatozelluldres Karzinom
(HCC, "Hepatocellular carcinoma”) [3, 4]. So entwickeln etwa 10 % bis 29 % der Pati-
enten mit NASH innerhalb von 10 Jahren nach Erstdiagnose eine Zirrhose. Etwa 4 %
bis 27 % dieser Patienten mit NASH bedingter Zirrhose entwickeln im Verlauf ein HCC
[5]. Es wird angenommen, dass die NASH aufgrund ihrer hohen Prévalenz die chroni-
sche Hepatitis C als Hauptindikation fiir eine Lebertransplantation bis zum Jahr 2020

iibertreffen wird.

Die Progression von NAFLE/NASH folgt einem Muster, das fiir alle Arten von Leber-
erkrankungen charakteristisch ist, unabhéngig von dem verursachenden Agens. Diese
Progression ist durch das Auftreten von Fettleber, Hepatozytennekrose und Apopto-
se, Entziindung, regenerierenden Knotchen, Fibrose und Zirrhose gekennzeichnet [6].
Die Entwicklung von Steatose, Inflammation, Fibrose und Zirrhose ist ein komplexer
Prozess, an dem sowohl parenchymale als auch nicht-parenchymale Zellen in der Leber
beteiligt sind. Auch die Rekrutierung anderer Zelltypen in die Leber ist eine Reaktion
auf Schiaden und Entziindungen [7].



Einleitung

1.1.1 Zelltypen, die zur Entwicklung einer NAFLE/NASH beitragen

Die Leber besteht aus zwei Hauptgruppen von Leberzellen, aus Parenchymzellen und
Nicht-Parenchymzellen. 70-85 % des Lebervolumens werden von parenchymalen Hepa-
tozyten eingenommen. Nicht-parenchymale Zellen machen bis zu 40 % der Gesamtzahl
der Leberzellen aus, aber nur 6,5 % ihres Volumens [8]. Die Lebersinusoide sind mit si-
nusoidalen Endothelzellen ausgekleidet [9]. Kupfferzellen sind nicht-parenchymale Zel-
len, die im Lumen des Sinusoids gefunden werden [8].

Die fettspeichernden hepatischen Sternzellen befinden sich im Disse “schen Raum und
sorgen unter anderem fiir die Synthese der extrazellularen Matrix [10]. Neben den
Kupfferzellen lassen sich in der Leber noch andere Immunzellpopulationen nachweisen,
darunter neutrophile Granulozyten, Lymphozyten und T-Zellen, die den verschiedenen
Untergruppen (NK-Zellen, regulatorische T-Zellen) zuzuordnen sind. Die fiir diese Ar-
beit wichtigen Aspekte der Hepatozyten, Kupfferzellen und neutrophilen Granulozyten
werden im folgenden Abschnitt aufgefiihrt.

1.1.1.1 Hepatozyten

Hepatozyten bilden mit 70-85 % den grofiten parenchymalen Anteil der Leber und sind
verantwortlich fiir die Verdauungs- und Stoffwechselleistung der Leber. Bei der systemi-
schen Immunitét spielen Hepatozyten eine zentrale Rolle in der Akute-Phase-Reaktion,
die bei verschiedenen Stressfaktoren wie Ischdmie, physischem Trauma und Sepsis den
Blutkreislauf mit Abwehrproteinen tiberfluten [11]. Dariiber hinaus gibt es Hinwei-
se, dass Hepatozyten zentrale Regulatoren einer systemischen Entziindungsreaktion
darstellen [12]. Hepatozyten reagieren auf Stimulation durch IL-6, IL-1f und andere
Zytokine im Serum und produzieren eine grofle Menge von Akut-Phase-Proteinen, die
Bakterien téten und die Immunantwort regulieren [12]. Neben den APPs produzieren
Hepatozyten verschiedene Chemokine (z.B. CCL2 und CXCL1), um Immunzellen (z.B.
Makrophagen und neutrophile Granulozyten) als Reaktion auf Leberschdden und In-
fektionen anzulocken [13-15].

CCL2 ist ein Chemokin, welches fiir die Rekrutierung von Monozyten/Makrophagen
eine wichtige Rolle spielt. Sowohl bei der alkoholischen Fettleber- als auch bei der nicht-
alkoholischen Fettlebererkrankung exprimieren unter anderen Hepatozyten CCL2 und
rekrutieren Monozyten/Makrophagen in die Leber. Dieser Effekt verschlimmert die
Steatose, die Leberschiadigung und die Entziindung [16, 17]. Dariiber hinaus sekre-
tieren Hepatozyten in bestimmten Situationen eine grofle Menge an CXCL1, das die
hepatische Neutrophileninfiltration induziert und hierdurch zu einer Aggravierung der
Leberschiadigung fithren kann. [18]. Ein weiteres Chemokin, das CXCL2, sorgt ebenfalls

fiir eine Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in die Leber.
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1.1.1.2 Relevanz von Kupfferzellen bei der Entwicklung einer
NAFLE/NASH

In der Leber befinden sich 80-90 % aller gewebsstidndigen Makrophagen des Korpers
[19, 20]. Dabei lassen sich nicht zuletzt im Hinblick auf ihren Ursprung in der Leber
verschiedene Makrophagenpopulationen voneinander abgrenzen. ”Lineage Tracing”-
Experimente konnten nachweisen, dass es sich bei Kupfferzellen um eine Zellpopulation
handelt, die sich selbst erneuern kann und von fetalen Lebermakrophagen abstammt
[21]. Letztere stammen wiederum von Makrophagenpopulationen ab, die aus dem Dot-
tersack in die Leber einwandern [22]. Hiervon abzugrenzen sind Makrophagenpopu-
lationen die im Rahmen von Leberschiddigung und Regenerationsprozessen aus der
Zirkulation in die Leber rekrutiert werden [23]. Wobei jiingere Daten darauf hinweisen,
dass auch rekrutierte Zellpopulationen in der Lage sind Kupfferzellpopulationen zu er-
setzen [24].

Im Hinblick auf die Funktion geht man nach derzeitigem Kenntnisstand davon aus,
dass Kupfferzellen eher ”Hausmeister”- bzw. Wachterfunktionen wahrnehmen und ei-
ne wesentliche Rolle fiir den Erhalt der Homdoostase spielen, wéhrend aus der Zir-
kulation in die Leber rekrutierte Makrophagenpopulationen fiir die Entstehung von
Entziindungsreaktionen relevant sind und damit in der Vermittlung von Schidigungs-
und Regenerationsprozessen von Bedeutung sind [25]. Lebermakrophagen sind ein Be-
standteil des mononukledren-phagozytischen Systems und sind sowohl fiir die hepati-
sche als auch fiir die systemische Reaktion auf Pathogene von zentraler Bedeutung. Da-
bei treten sie immer wieder als kritische Mediatoren von Leberschidden und -reparaturen
auf [26].

Die verschiedenen Makrophagenpopulationen der Leber weisen eine enorme Plastizitét
auf. In Abhéngigkeit von der lokalen metabolischen und immunologischen Umgebung
kénnen unterschiedliche Phénotypen exprimiert werden, vom proinflammatorischen
M1-Phénotyp bis zum alternativen M2-Phénotyp [27]. Damit spielen sie eine entschei-
dende Rolle bei der angeborenen Immunantwort. Das bis heute bestehende Problem
vorliegender Fachliteratur ist die Einteilung der Lebermakrophagen in verschiedene
Subpopulationen. Die Literatur verwendet zur Einteilung der Lebermakrophagen un-
ter anderem Oberflichenmarker wie F4/80, CD14 oder CD11b in unterschiedlicher
Weise. Beim Vergleich verschiedener Quellen wird oft nicht klar, welche Populati-
on der Lebermakrophagen momentan betrachtet wird. Daher hat sich der Terminus

”Lebermakrophage” etabliert.
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Da Kupfferzellen im Lebersinusoid lokalisiert sind, sind sie die erste Verteidigungslinie
gegen Pathogene und immunreaktive Substanzen, die aus dem Gastrointestinaltrakt
iiber die Pfortaderzirkulation in die Leber transportiert werden. Kupfferzellen spielen
somit eine wichtige entziindungshemmende Rolle, indem sie die Bewegung der aus dem
Darm stammenden immunreaktiven Substanzen daran hindern, sich an der Lebersinu-
soiden vorbeizubewegen. Eine Verdnderung der funktionellen Aktivitét von Kupfferzel-
len ist mit einer Vielzahl von Krankheitszustdnden verbunden. Wahrend Kupfferzel-
len im Krankheitsbild einer Arzneimittel-induzierten Leberschiddigung [28] und einer
Toxin-induzierten Fibrose [29] eine eher schiitzende Wirkung aufweisen, triagt eine Dys-
regulation der Kupfferzellen in der NAFLE/NASH-Entwicklung zu einer chronischen
Entziindung der Leber bei [30, 31].

Neue Studien weisen darauf hin, dass der Phénotyp reifer Gewebsmakrophagen sehr va-
riabel sein kann. Die funktionelle Aktivitdt kann dabei ganz verschieden sein, je nach
lokaler metabolischer und immunologischer Umgebung, die wéahrend der Makropha-
genentwicklung vorlag. Dabei ist das intrinsische Differenzierungsprogramm des Ma-
krophagen zweitrangig [32]. In der Leber resultiert die Plastizitét aus einer Anderung
der Aktivierung von residenten Makrophagen und/oder der Rekrutierung von peri-
pheren Monozyten/Makrophagen in die Leber. Ein grofler Teil unseres Verstidndnisses
der Makrophagenplastizitit stammt von residenten Makrophagen im Fettgewebe und
Nicht-Gewebemakrophagen [33, 34]. Jiingste Daten bestétigen jedoch, dass die Re-
gulation des funktionellen Phénotyps hepatischer Makrophagen mit der Progression
verschiedener Lebererkrankungen einhergeht, einschliefilich ALE, NASH, Fibrose und

hepatozelluldrem Karzinom [35-41].

Die phénotypische Aktivitdt von Makrophagen wird vom metabolischen Zustand des
Makrophagen beeinflusst. Besonders die Wahl zwischen Glukose und Fettsduren als
primére Energiequelle scheint einen Einfluss auf den Phénotyp des Makrophagen zu
haben [33]. Tatséchlich sind Regulatoren des Lipidstoffwechsels, wie die Mitglieder der
PPAR-Familie [42, 43] und Adiponektin [39], wichtige Moderatoren der Makrophagen-
polarisation. Mehrere Mitglieder der PPAR-Familie leisten unterschiedliche Beitréige
zur M2-Polarisation, wobei PPAR~y die oxidative Phosphorylierung erh6ht und PPARG
die Expression von Mustererkennungsrezeptoren und kostimulatorischen Molekiilen re-
guliert [43]. In dhnlicher Weise reguliert Adiponektin die Expression von PPAR~y und
PPARS [39].
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Diese doppelte Regulierung des Lipidstoffwechsels und der Makrophagenpolarisation
ist besonders interessant bei der Betrachtung der Beteiligung von Kupfferzellen und
anderen hepatischen Makrophagen zur Progression metabolischer Lebererkrankungen
wie ALE und NASH, die anfiéinglich durch eine Dysregulation im hepatischen Fettstoff-
wechsel gekennzeichnet sind. Weitere Hinweise deuten darauf hin, dass Kupfferzellen
auch an der Entwicklung von Insulinresistenz und der NAFLE bei Fettleibigkeit sowie

dem Auftreten des metabolischen Syndroms beteiligt sind [27].

Wiéhrend frithe Arbeiten auf dem Gebiet der Adipositas eine kritische Rolle fiir re-
sidente Makrophagen im Fettgewebe bei der Entwicklung des metabolischen Syndroms
charakterisierten, haben neuere Studien auch Kupfferzellen als kritische Mediatoren
von NAFLE/NASH identifiziert [43-46]. In einem fettreichen Didtmodell der Leber-
steatose bei Méausen fithrte die Depletion von Kupfferzellen mit Clodronat zur Umkeh-
rung der hepatischen Steatose [47]. Wéhrend mehrere Komponenten der angeborenen
Immunantwort an der Initiierung und Progression von NAFLE/NASH beteiligt sind,
sind Kupfferzellen besonders kritisch fiir den Beginn und die Chronifizierung von Le-
berschiaden [48, 49]. Neuere Studien haben belegt, dass fettreiche Didten die Kupffer-
zellaktivierung in einem zeitabhédngigen Mechanismus erhéhen, was zu einer erhéhten

Expression von inflammatorischen Zytokinen fiihrt [50].

Obstfeld et al. beschrieben, dass die CCR2/CCL2/-vermittelte Rekrutierung von mye-
loiden Zellen in die Leber in Mausmodellen von NAFLE/NASH zur Steatose beitréigt
[17]. Diese CCR2/CCL2/-Achse ist auch an der Fettgewebeentziindung in Modellen
didtetischer Adipositas beteiligt [51, 52], was die wichtigen Parallelen in der ange-
borenen Immunaktivitéit in Fettgewebe und Leber bei der Progression metabolischer
Leberschadigung verdeutlicht. Interessanterweise berichteten kiirzlich durchgefiihrte
Studien, dass, widhrend hepatische Makrophagen in den frithen Stadien einer fett-
reichen Erndhrung nach vielen Wochen eine nachteilige Wirkung hatten, die hepa-
tische Makrophagen-Depletion nicht ldnger vor der Entwicklung von Insulinresistenz
oder hepatischer Steatose schiitzt [46, 53]. Diese Unterschiede in der Kurzzeit- und
Langzeitdepletion von hepatischen Makrophagen auf die Entwicklung einer durch eine
Fettfiitterung induzierten Insulinresistenz kénnen Anderungen im phénotypischen Pro-
fil von Lebermakrophagen in verschiedenen Stadien der Progression des metabolischen
Syndroms und NAFLE/NASH widerspiegeln.
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1.1.1.3 Relevanz von neutrophilen Granulozyten bei der Entwicklung ei-
ner NAFLE/NASH

Neutrophile Granulozyten entwickeln sich im Knochenmark iiber einen Zeitraum von
14 Tagen und zirkulieren im peripheren Blut. Sie iiberleben anschliefend nur fiir
kurze Zeit mit einer Halbwertszeit von 12 bis 18 Stunden [54]. Der Granulozyten-
Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF) und der Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierender Faktor (GM-CSF) sind Zytokine, die dazu fiihren, dass neutrophile Gra-
nulozyten aus dem Knochenmark freigesetzt werden. Beide Zytokine erhohen die An-
zahl zirkulierender neutrophiler Granulozyten, férdern deren Reifung und Aktivierung

und verldngern ihre Lebensdauer [54].

Die aberrante Aktivierung und eine verlingerte Lebensdauer von Gewebe-infiltrieren-
den neutrophilen Granulozyten konnen die Wahrscheinlichkeit einer extrazelluldren
Schidigung erhéhen [55]. Obwohl eine Dysregulation der Lipidakkumulation im Spek-
trum der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung auftritt, zeigen sich Merkmale der
Leberzellschdadigung, wie ein Anschwellen von Hepatozyten, Zytoskelettverinderungen
und Hepatozytenapoptose, vorwiegend bei NASH und unterscheiden diese von einer

einfachen Steatose [56].

Ein markantes Merkmal der in NASH beobachteten Entziindung ist die Akkumu-
lation von neutrophilen Granulozyten. Myeloperoxidase aus diesen Zellen kann die
Makrophagen-Zytotoxizitat verstérken und die Neutrophilenaktivierung in einem NASH-
Mausmodell induzieren [57]. Die Neutrophilen-Dysfunktion war bei NASH mit Le-
berfibrose und Zirrhose assoziiert. In der Tat haben humane neutrophile Peptide die
Fahigkeit, die hepatische Fibrose bei Fettlebererkrankungen zu verstédrken, indem sie
die Proliferation hepatischer Sternzellen induzieren [58]. Dariiber hinaus war das Verhéltnis
von neutrophilen Granulozyten zu Lymphozyten bei Patienten mit NASH und fortge-
schrittener Fibrose hoher. Dieses Verhéltnis kann als neuer, nicht-invasiver Marker zur

Vorhersage fortgeschrittener Erkrankungen eingesetzt werden [59].

1.2 Diabetes und Insulinresistenz

Die Entwicklung von NAFLE/NASH ist stark mit Fettleibigkeit und dem metaboli-
schen Syndrom assoziiert. Das metabolische Syndrom ist durch ein erhéhtes Risiko fiir
chronische Erkrankungen wie Insulinresistenz und Typ-2-Diabetes, Dyslipiddmie und
kardiovaskuldre Erkrankungen sowie NAFLE/NASH gekennzeichnet [60]. Nicht alle
fettleibigen Personen weisen ein metabolisches Syndrom und/oder NAFLE/NASH auf,

was auf eine Rolle der Umwelteinfliisse und/oder genetische Beitrige zur Progression
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einer Leberschiddigung hindeutet [5]. Diabetes gilt heutzutage als eines der grofiten
Gesundheitsrisiken weltweit. 422 Millionen Menschen erkrankten 2014 im Vergleich zu
108 Millionen Patienten im Jahr 1980 [61]. Im gleichen Zeitraum hat sich die weltweite
Prévalenz von 4,7 % auf 8,5 % fast verdoppelt.

GeméB der Weltgesundheitsorganisation starben im Jahr 2015 1,6 Millionen Menschen
an Diabetes mellitus (DM) [61]. Diese Zahl hat sich seit dem Jahr 2000 fast verdop-
pelt. Der Anstieg der DM-Inzidenz begriindet sich hauptsichlich auf einer Zunahme
von Typ 2 Diabetes mellitus (T2DM). Alarmierend ist, dass sich die Prévalenz jiingerer
Diabetiker (44-65 Jahre) in den letzten 20 Jahren verdreifacht hat. In Kombination mit
der Tatsache, dass sich die Anzahl der Menschen (20 Jahre und élter) mit Préadiabetes
um etwa 8 % zwischen 2010 und 2012 (in den USA) erhsht hat, zeigt dies, dass sich

der Ausbruch der Krankheit mehr auf jingere Menschen verlagert [62].

Diabetes mellitus ist eine heterogene Erkrankung, die durch gemeinsame Elemente
der Hyperglykdmie und Glukoseintoleranz aufgrund von Defekten der Insulinwirkung
und/oder Insulinsekretion gekennzeichnet ist. Langfristige Folgen dieser Krankheit sind
Organschédden, Funktionsstorungen und das Versagen verschiedener Organe. Die Er-
krankung wird in Typ-1- und Typ-2-Diabetes eingeteilt. Typ-2-Diabetes (T2D) stellt
die vorherrschende Diabetesform dar, da diese mindestens 90 % aller Fille ausmacht
und mit Fettleibigkeit, Ubererndhrung und kérperlicher Inaktivitét verbunden ist. Die
Krankheit ist durch eine Stoffwechselstérung der Energiehomdostase gekennzeichnet.
Neben Hyperglykédmie und Dyslipiddmie kénnen erhchte endogene Glukoseproduktion,

Insulinresistenz und (-Zell-Dysfunktion auftreten [63].

Im insulinresistenten Zustand reagieren die (3-Zellen der Langerhanschen Inseln des
Pankreas auf einen Energieiiberschuss mit erhéhter Insulinproduktion und -sekretion,
die zur Erschopfung der 3-Zellen und schliellich zum Verlust der (3-Zellmasse fiihren
[64]. Die Manifestation eines Typ-2-Diabetes erfolgt schleichend und beginnt zunéchst
mit einem sog. Prédiabetes. Er charakterisiert sich durch einen beeintréchtigten Niich-
ternglukosespiegel im Blut und eine gestorte Glukosetoleranz. Dieser Zustand kann
iiber Jahre oder sogar Jahrzehnte ohne klinische Symptome auftreten und ist mit der
Inzidenz von T2D- und kardiovaskuléren Erkrankungen (CVD) assoziiert [65, 66]. Die
moglichen langfristigen Komplikationen von Typ-2-Diabetes sind eine Retinopathie,
Nephropathie, periphere Neuropathie sowie atherosklerotische kardiovaskuldare Erkran-

kungen [66].
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1.2.1 Bestimmung des T2DM und des metabolischen Syndroms

Auf den ersten Blick scheinen T1DM, T2DM und das metabolische Syndrom &hnliche
Symptome zu zeigen, wobei Hyperglykémie als eines der ersten Symptome messbar ist.
Ein Niichternblutzucker von mehr als 126 mg/dl (7 mmol/1) klassifiziert die Patienten
als diabetisch. Dieser Parameter allein ist veraltet und wird mit der Bestimmung von
Hémoglobin Alc (HbAlc) untermauert. Dabei ist die Langzeit-Blutzuckerbestimmung
der Goldstandard fiir die Diagnose eines Typ-2-Diabetes und wird ebenfalls zur The-

rapiekontrolle verwendet [67].

Der Begriff des metabolischen Syndroms wird sehr haufig unter pradiabetischen Bedin-
gungen verwendet. Ubersteigt der Niichternblutzucker 100 mg/dl, weist dies auf eine
gestorte Glukosetoleranz hin, die sich als pradiabetisch klassifiziert. Weiterhin miissen
zusétzliche Symptome vorhanden sein, um die Diagnose "Metabolisches Syndrom” zu
bestétigen. Dazu gehoren ein vergroflerter Bauchumfang, niedriges HDL-Cholesterin,
erhohtes LDL-Cholesterin, erhthte Plasmatriacylglyceride und Hypertonie [68, 69]. In
den frithen Stadien der Erkrankung zeigen T2-Diabetiker Hyperinsulindmie und hohe
C-Peptidspiegel. Langzeit-Plasmaglukose-Messungen sind jedoch der beste Beweis fiir
T2DM in Kombination mit dem allgemeinen Gesundheitszustand. Im Gegensatz zu
T1DM sind T2-Diabetiker iiberwiegend fettleibig, meist bevor sich der T2DM manifes-
tiert. Aus diesem Grund ist die Fettleibigkeit der Hauptrisikofaktor fiir die Entwicklung
von T2DM.

1.2.2 Ubergewicht und Fettleibigkeit

Ubergewicht und Adipositas sind die Hauptrisikofaktoren fiir Stoffwechselstérungen.
Viszerale Fettakkumulation ist mit einer Anzahl metabolischer Anomalien wie Gluko-
seintoleranz, niedrigerem HDL-Cholesterin, erhéhten Triacylglyceriden und Bluthoch-
druck assoziiert. Adipositas gilt als Hauptrisikofaktor fiir viele Krankheiten wie Herz-
Kreislauf-Erkrankungen (CVD), Diabetes mellitus und Muskelskelett-Erkrankungen
sowie fiir bestimmte Krebsarten wie Brust- oder Dickdarmkrebs [70-74]. Im Jahr 2014
waren 39 % der Erwachsenen weltweit iibergewichtig und 13 % per Definition fettleibig.
Diese Zahlen sind in den letzten Jahrzehnten gestiegen und haben sich sogar zwischen
1980 und 2014 (WHO) verdoppelt. Im Allgemeinen wird Fettleibigkeit als Ergebnis

einer komplexen Interaktion von Umweltfaktoren und Genen vermutet [75].

Neben dem modernen Lebensstil, der durch verminderte korperliche Aktivitdt und
erhohte Energieaufnahme gekennzeichnet ist, ist eine Reihe von Genen beteiligt, die

die Speicherung von Fett begiinstigen [75]. Fettleibigkeit ist mit einem Zustand chro-
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nischer, niedrig-gradiger Entziindung verbunden. Erste Untersuchungen belegen, dass
Entziindungen eine Verbindung zwischen Adipositas-induzierter Insulinresistenz und
den damit verbundenen Storungen darstellen [76, 77]. Eine Vielzahl von bioaktiven
Substanzen, zusammenfassend Adipokine genannt, wird durch das Fettgewebe freige-
setzt. Diese Adipokine bewirken unterschiedliche systemische Reaktionen, die sowohl
pro- als auch antiinflammatorisch sein konnen [78]. Viszerales Fett ist das aktive Fettde-
pot, welches die Adipokine freisetzt, denen eine wichtige Rolle bei den mit Fettleibigkeit

assozilerten Stérungen zugesprochen wird [79].

1.2.3 Fettgewebe

Fettgewebe kann in zwei verschiedene Gewebearten eingeteilt werden. Braunes Fettge-
webe ist ein hochaktives Gewebe, das Warme durch kélteinduzierte Thermogenese er-
zeugt [80]. Bis vor kurzem wurde angenommen, dass braunes Fettgewebe hauptséichlich
in Neugeborenen in signifikanten Mengen vorhanden ist und dass in den ersten Lebens-
jahren ein schneller Schwund dieses Gewebes stattfindet und so nur geringe Mengen
an braunem Fettgewebe bei gesunden menschlichen Erwachsenen vorkommen [81]. Al-
lerdings zeigen aktuelle Studien aktives braunes Fettgewebe in 7,3 % der erwachsenen

Frauen und 3,1 % der erwachsenen Ménner [82-84].

Die Aktivitat des braunen Fettgewebes scheint nicht nur geschlechtsabhéingig zu sein,
sondern auch BMI-abhéngig. Die Guppe von Ruth et al. zeigte eine reduzierte Akti-
vitét dieses Gewebes bei tibergewichtigen und adiposen Méannern [84]. Im Gegensatz zu
braunem Fettgewebe ist weifles Fettgewebe ein hocheffizienter Speicher fiir Energie in
Form von Triacylglyceriden und kann mehr als 45 % des Korpergewichts bei adiposen
Personen ausmachen [85]. Das Fettgewebe besteht aus einer Anzahl von heterogenen
Zellen, einschliefllich reifer Adipozyten, Praadipozyten, Fibroblasten, Endothelzellen,
Stromazellen sowie verschiedenen Immunzellen, wie Makrophagen, Killerzellen oder B-
und T-Lymphozyten [86-89].

Um die Energiehomdoostase aufrecht zu erhalten, reagiert das Fettgewebe auf Verén-
derungen des Energiebedarfs und der Energiezufuhr mit Adipozytenhypertrophie und
-hyperplasie. Dabei erfolgt ein relativ rascher und dynamischer Umbau des Gewebes
[90]. Adipozytenhypertrophie ist durch eine Zunahme der Adipozytengréfie aufgrund
einer erhohten Triacylglyceridakkumulation gekennzeichnet. In Situationen wie geneti-
scher Fettleibigkeit oder einer fettreichen Erndhrung haben Adipozyten die Fahigkeit,
ihr Volumen auf das 6-7fache zu erhohen [91]. Dagegen wird die Adipozytenhyperplasie

durch eine héhere Anzahl an Adipozyten beschrieben.
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Bekannt ist, dass die Adipozytengrofle sowohl mit der Insulinresistenz als auch mit
einem erhohten Risiko fiir die Entwicklung von T2DM positiv korreliert [92-94]. Durch
Untersuchungen des viszeralen Fettgewebes konnte gezeigt werden, dass dieses Gewe-
be schadliche Wirkungen im Bezug auf die Insulinresistenz, Glukosetoleranz, Dysli-
piddmie, Hypertonie und koronare Herzkrankheit aufweist [95-98]. Heutzutage wird
Fettgewebe als ein wichtiges endokrines Organ anerkannt, da 1987 Adipsin und spéter
im Jahr 1994 Leptin als Faktoren identifiziert wurden, die vom Fettgewebe exprimiert

und in ihre Umgebung sezerniert werden [99, 100].

Bis heute wurden zahlreiche Adipokine gefunden, die vom Fettgewebe freigesetzt wer-
den. Dabei werden nur Substanzen als Adipokine bezeichnet, welche von Adipozyten
freigesetzt werden und nicht von anderen Zelltypen des Fettgewebes [78]. Adipozyten
setzen erhebliche Mengen an Adipokinen frei, die entweder lokal auf autokrine oder pa-
rakrine Weise auf Adipozyten selbst wirken oder auf andere im Fettgewebe lokalisierte
Zelltypen wirken. Ein systemischer Effekt erfolgt, indem Adipokine in den Kreislauf
eintreten und Zellen des peripheren Gewebes beeinflussen [101]. Verschiedene Adipoki-
ne iiben unterschiedliche physiologische Funktionen aus, da sie an der Regulation des
Immunsystems, des Blutdrucks, der vaskuldren Hamostase, des Lipidstoffwechsels, der

Glukosehomoostase und der Angiogenese beteiligt sind [102].

1.2.4 Insulinresistenz

Die Insulin-Signalkaskade kann auf verschiedene Arten gestort werden. Hauptverursa-
cher sind Entziindungsmediatoren, wie CCL2, IL-1, IL-6 und TNF-«, die von Immun-
zellen und Adipozyten freigesetzt werden [103]. Wie im Fettgewebe unter Fettleibigkeit
beobachtet, sind NF-kB-abhéngige Mechanismen unter chronischer Entziindung fehlre-
guliert. Hier konnen Zytokine, die aus lokalen Zellen freigesetzt werden, wie Adipozyten
und Makrophagen, zur systemischen Rekrutierung und Aktivierung von Immunzellen
fithren, die den Zustand einer chronischen unaufgelosten Entziindung fordern [104].
Weiterhin ist die Lipolyse im viszeralen Fettgewebe erhoht. Dies trégt zu hohen zirku-

lierenden Mengen an freien Fettsduren (FFA) bei.

Dariiber hinaus ist die antilipolytische Aktivitat von Insulin im viszeralen Fettgewebe
beeintrachtigt, was darauf hindeutet, dass dieses Gewebe insulinresistenter ist als ande-
re Gewebe. Fettgewebe wird mit Immunzellen wie Makrophagen infiltriert. Die Menge
dieser Fettgewebs-infiltrierenden Makrophagen (ATM, ”adipose tissue macrophages”)
nimmt mit der Entwicklung einer Adipositas zu [105-107]. Die Fettgewebsinfiltration

von ATMs wird vermutlich durch verschiedene Mechanismen, einschlieBlich der Uber-
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produktion von Chemokinen, wie dem CCL-2, gefordert. Ebenso erfolgen die Mobili-
sierung von Makrophagen und die Aktivierung von Entziindungswegen als Reaktionen

auf eine erhohte Konzentration freier Fettsauren [108, 109].

Ebenso induziert vermehrter Zelltod von Adipozyten eine Makrophagenrekrutierung,
da Makrophagen tote Adipozyten umgeben, die als sog. ”kronenartige Strukturen”
(CLS) vermehrt im hypertrophen Fettgewebe gefunden werden [110]. Diese CLS wur-
den im Fettgewebe von mageren und adiposen Mausen und Menschen beobachtet, aber
die Anzahl von CLS war im Fettgewebe von adiptsen Individuen 30 mal héher als im
Fettgewebe von schlanken Individuen [91, 111, 112]. CLS sind nicht exklusiv im Fett-
gewebe vertreten, sondern bilden sich im Laufe der Entwicklung einer NAFLE/NASH
in der Leber [113].

Adipositas induziert einen phénotypischen Wechsel der Makrophagenpolarisation. Ma-
krophagen des Fettgewebes treten als alternativ aktivierter M2-Phéanotyp auf, der
entziindungshemmende Zytokine wie IL-10 und IL-1R«a produziert. Im Gegensatz da-
zu werden rekrutierte Makrophagen durch den klassisch aktivierten M1-Phéanotyp re-
prasentiert, der mit der Produktion proinflammatorischer Zytokine, einschliellich TNF-
o und I1-6, assoziiert ist [114, 115]. Erhohte ATM-Akkumulation und Adipozytenhy-
pertrophie sind mit einer Dysregulation der Fettgewebssekretion assoziiert, die eine
entziindliche Umgebung fordert. Eine Wechselwirkung zwischen Adipozyten und Ma-
krophagen spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Insulinresistenz [101, 114].
Eine Dysregulation der iiberwiegenden Mehrheit der Adipokine findet sich bei Adipo-
sitas, T2DM und dem Metabolischen Syndrom, da Entziindungs- und Insulinresistenz-
bezogene Adipokine hochreguliert sind, wihrend entziindungshemmende und insulin-

sensibilisierende Adipokine herabreguliert sind [77].

Neben der Beteiligung des NF-kB-Signalwegs spielen weitere intrazellulire Molekiile
eine wichtige Rolle in der Entwicklung einer Insulinresistenz. Dazu gehort SOCS3,
welches iiber eine negative Riickkopplung die Aktivierung verschiedener Rezeptoren
reguliert, wozu auch der Insulinrezeptor zahlt. SOCS3 ist dabei ein Schliisselprotein
zur Verringerung der Aktivitdt von inflammatorischen Zytokinen [116]. Einige Studi-
en konnten bereits belegen, dass die SOCS3-Expression in verschiedenen Geweben von
adiposen Mausen erhoht ist [117-120]. Dariiber hinaus deuten andere Ergebnisse darauf
hin, dass SOCS3 auch die Wirkung wichtiger Hormone hemmt, die an der Homd&ostase

des Energiestoffwechsels beteiligt sind, wie Leptin und Insulin [121-123].
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1.2.5 Gegenseitige Beeinflussung von Leber und Fettgewebe

Waéhrend Studien iiber die Kupfferzellfunktion in der Leber Erkenntnisse iiber die Rolle
von hepatischen Makrophagen bei der Entwicklung von NAFLE/NASH geliefert haben,
tragen Gewebemakrophagen im Fettgewebe ursidchliche Beitrige zu NAFLE/NASH
bei [33]. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Regulierung des Stoffwechsels und der
angeborenen Immunitét. Verdnderungen in den phénotypischen Eigenschaften von re-
sidenten Makrophagen im Fettgewebe bei Adipositas und Metabolischem Syndrom
tragen eindeutig zur Progression von NAFLE/NASH bei [33, 43]. Die parallele Rolle
von ATMs und Kupfferzellen bei der Entwicklung von NAFLE/NASH legt nahe, dass
Gewebe-residente Makrophagen in dhnlicher Weise auf den metabolischen Stress rea-

gieren, der bei metabolischen Lebererkrankungen hervorgerufen wird.

Trotz der differentiellen Anfangssignale, die Gewebemakrophagen in der Entwicklung
einer NAFLE/NASH aktivieren, haben diese beiden Zelltypen gemeinsame Zwischen-
mechanismen fiir chronische Entziindungserkrankungen, die zur Aktivierung von Ge-
webemakrophagen sowohl im Leber- als auch im Fettgewebe fithren [124, 125]. Eine
fettselektive Reduktion von GLUTH4 fiihrt zu Insulinresistenz in Muskeln und Leber,
obwohl GLUT4 in diesen Geweben erhalten bleibt [126]. Zusétzlich erfolgt eine spezi-
fische Uberexpression von GLUT4 im Fettgewebe, welche die insulinresistenten Effek-
te im Skelettmuskel kompensiert. Die NAFLE zeichnet sich durch eine pathologische
Zelllipid-Akkumulation in der Leber aus. Klinische Studien assoziieren dieses Krank-

heitsbild mit einer Insulinresistenz [127].

Die NAFLE ist eine sehr heterogene Erkrankung mit einem breiten Spektrum von
histologischen Indikationen und gilt als hepatische Manifestation des Metabolischen
Syndroms. Nach jiingsten Schiatzungen der WHO haben zwei Millionen Patienten ein
erhohtes Risiko fiir die Entwicklung einer Leberzirrhose als Folge einer NAFLE/NASH
[128]. In dieser Hinsicht werden Insulinresistenz, Adipositas und besonders Hypertri-
glyceriddmie als Hauptrisikofaktoren genannt. Der Anstieg von zellulirem Leberfett
kann auf Storungen der De-novo-Lipidsynthese beruhen. In diesem Zusammenhang ist
die Lipidbeseitigung mit zunehmendem Lipidgehalt angezeigt, um Zellschédden zu ver-
hindern. Dariiber hinaus kann die Hyperglykdmie die Insulinsensitivitdt verringern.
Eine Hypertriglyceriddmie kann die Leberfunktionsstorung und die Insulinsensitivitét

dariiber hinaus in ihrer pathologischen Wirkung negativ verstérken.
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1.3 Protease-aktivierte Rezeptoren

Protease-aktivierte Rezeptoren (PARs) gehoren zu den G-Protein gekoppelten Rezep-
toren, die in praktisch allen Geweben exprimiert werden. Pathophysiologische Me-
chanismen, einschlieBlich Gefaflverletzungen, akuter Entziindung oder Allergenexposi-
tion, verursachen die Freisetzung von Proteasen, die die Aktivierung von PARs ver-
mitteln [129, 130]. PARs wurden in den 1990er Jahren identifiziert und vier PAR-
Familienmitglieder, PAR1-4, bisher beschrieben. Alle PARs bestehen aus sieben trans-
membranen «-Helices und werden durch proteolytische Spaltung am N-Terminus durch
Proteasen wie Thrombin, Trypsin und Cathepsin G (CatG) aktiviert [131-136]. Throm-
bin gehort in die Gruppe der Serinproteasen. Die Protease Cathepsin G, welche vor
allem von neutrophilen Granulozyten sezerniert wird, spielt eine wichtige Rolle bei
Entziindungsreaktionen, reguliert {iber die Aktivierung von Protease-aktivierten Re-

zeptoren die Homoostase und ist Bestandteil pathophysiologischer Mechanismen [137].

1.3.1 Struktur und Funktion der PARs

PARI1 (FR2), PAR2 (F2RL1) und PAR3 (F2RL2) werden von Genen kodiert, die zu-
sammen auf Chromosom 5q13 liegen, wiahrend die Expression des bemerkenswert klei-
neren PAR4 (F2RL3) auf Chromosom 19p12 kodiert ist [134, 135]. Im Vergleich zu den
anderen Mitgliedern der PAR-Familie sind die Sequenzen der intra- und extrazelluléren
Doménen von PAR4 nur geringfiigig vergleichbar mit denen anderer PARs. Die gebun-
dene Ligandenbindungsstelle von PAR4 enthélt nur drei Aminosauren (ITTCHDV) der
Konsensussequenz, die in allen anderen bekannten PARs konserviert ist [135]. Dariiber
hinaus weisen alle Rezeptoren drei intra- und drei extrazelluldre Schleifen auf [138].
PARs werden durch proteolytische Spaltung an einer bestimmten Stelle der Sequenz
der extrazelluldren Doméne aktiviert. Dies fiihrt zu einer irreversiblen Eliminierung der
urspriinglichen aminoterminalen Doméne und zu einer Demaskierung einer neuen ami-

noterminalen Doméne, die als gebundener Ligand bezeichnet wird (siehe Abbildung 3)
[131, 138, 139].

Die gebundene Ligandensequenz interagiert intramolekular mit einer Bindungsstelle,
die sich auf der zweiten extrazelluldren Schleife befindet und eine Rezeptoraktivie-
rung verursacht. Die intrazelluldre Signaliibertragung erfolgt durch die Dissoziation
des gekoppelten G-Proteins und induziert physiologische Reaktionen, einschliefllich
Apoptose, Zellwachstum, Differenzierung und Entziindung [130, 138]. Fiir die Bin-
dung des Thrombins und der darauf folgenden Proteolyse enthalten PAR1 und PAR3
eine Hirudin-dhnliche Bindungsdoméne innerhalb des Aminoterminus. Aufgrund des

Fehlens einer Hirudin-dhnlichen Bindungsdoméne innerhalb des Aminoterminus hat
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Abbildung 1: Protease-aktivierter Rezeptor 4: Struktur. Die vorgeschlagene Struktur des
GPCR mit 300 Aminosduren, humanes PAR4. Ortsspezifische proteolytische Spaltung des
Rezeptor-Amino-Terminus (Thrombin-Spaltstelle, Arg4d7/Gly48; schwarzer Pfeil) weist einen
Neo-Amino-Terminus auf (gebundene Ligandensequenz; G48YPGQV; orange), der intramo-
lekular an die zweite extrazellulire Schleife des Rezeptors bindet (gebundene Ligandenbin-
dungsregion (griin). PAR4 enthilt zwei Regionen fiir eine verstirkte Thrombin-Interaktion:
die anionische Retentionsregion (pink), die mit Thrombin interagiert, und die PAPR-Sequenz
(grau), die an der aktiven Stelle des Thrombins mit hoher Affinitéit bindet, modifiziert nach
(139].

PAR4 nur eine geringe Affinitét fiir die Bindung von Thrombin. Stattdessen enthélt
die extrazellulire Doméne von PAR4 ein duales Prolin-Motiv, das PA5APR genannt
wird, und ein Motiv bestimmter anionischer Reste (D57, D59, E62 und D65), das fiir
die langsame Dissoziation durch Thrombin benétigt wird [140, 141].

1.3.2 Protease-aktivierter Rezeptor 4

PAR4 wurde 1998 sequenziert. Uber seine physiologische Rolle ist nur wenig bekannt
(134, 135]. Die Expression von PAR4 wurde in verschiedenen Zelltypen nachgewie-
sen. Die Zelltypen, welche PAR4 exprimieren, sind Thrombozyten [134, 135, 142],
Leukozyten [143], Endothelzellen [144], Adipozyten [145], glatte Muskelzellen (SM-
Cs) [146] und Spinalganglien (DRG) [147]. Unter bestimmten Bedingungen wurde eine

erhohte Expression des Rezeptors in diesen Zellen nachgewiesen. Hochregulierte PAR4-
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Expression und erhéhte Rezeptor-Sensitivitdat auf Thrombin wurden in SMCs unter
hyperglykidmischen Bedingungen beobachtet. Dies fithrte im Rahmen eines Diabetes

zu einem Fortschreiten der vaskuldren Schiaden [148].

In in-vitro-Studien wurden humane Monozyten mit dem Chemotaxismediator Sphin-
gosinl-phosphat behandelt, was zu einer erhohten Expression von PAR4 fithrte. Dies
wiederum erhohte die Thrombinantwort der Monozyten und erleichterte ihre Migra-
tion an den Ort der Entziindung [148]. Durch Stimulation der humanen Koronar-
arterie mit den proinflammatorischen Zytokinen IL-1x und TNF- wurde ebenfalls
erhohte PAR4-Expression beobachtet [146]. Dies wurde in einer Studie von Pavic et al.
bestétigt, die erhohte PAR4-Expression in Gefaflen von Patienten mit Typ-2-Diabetes
mellitus nachwies [149]. Die Expression von PAR4 wurde ebenfalls in Geweben von
Herz, Lunge, Skelettmuskel, Niere, Pankreas, Schilddriise, Hoden und Diinndarm analy-
siert [134, 135]. In diesen Organen weist eine Anderung im PAR4-Expressionsprofil auf
pathologische Mechanismen hin. Aggressives Lungenadenokarzinom und Osophagus-
Plattenepithelkarzinom sind mit verminderter Expression von PAR4 assoziiert [150,
151].

Fiir die Koagulation ist die Aktivierung von PAR4 durch Thrombin von entschei-
dender Bedeutung. In den letzten Jahren ist allerdings die gerinnungsunabhéngige
Wirkung von Thrombin iiber PAR4 in unterschiedlichen pathologischen Geschehen
in den Vordergrund geriickt. Brummel et al. konnten feststellen, dass ein Grofiteil des
Thrombins erst nach erfolgter Koagulation aktiviert wird [152]. Daher wird vermutet,
dass Thrombin weitere physiologische Funktionen erfiillt, die iiber das Koagulations-
system hinausgehen. Mihara et al. beobachteten, dass die Inhibition von Thrombin zu
einer verbesserten Insulinresistenz in diabetischen Méusen fithrte [153]. Weiterfithrende
Studien wiesen eine Beteiligung von PAR4 in der Entwicklung eines Diét-induzierten

Ubergewichts und Fettgewebsentziindung nach [145].

PAR4 wird durch Gerinnungsfaktoren und Entziindungsregulatoren, wie Thrombin
und Cathepsin G, aktiviert. Wie oben erwiahnt, spielt PAR4 eine Rolle in der Ge-
rinnungskaskade. Bei Stimulation mit hohem Thrombinspiegel induziert es die Throm-
bozytenaggregation [134, 151]. Dariiber hinaus induzierte die Aktivierung von PAR4
durch Thrombin die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten an die Stelle der
vaskuldren Verletzung in einem Mausmodell, bei dem das Endothel geschidigt wurde.
Diese Beobachtung weist auf eine wichtige Rolle des PAR4 bei vaskulérer Entziindung
hin [154].
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Aus Mastzellen sezerniertes Trypsin und von neutrophilen Granulozyten abgegebe-
nes Cathepsin G konnen PAR4 neben Thrombin ebenfalls aktivieren. In einer hu-
manen leukdmischen Mastzelllinie wurde durch eine Trypsin-Stimulation eine TNF-
a-Sekretion hervorgerufen [134, 155]. Cathepsin G-Stimulation von PAR4 16st eine
Kalzium-Mobilisierung in PAR4-transfizierten Fibroblasten, in PAR4-exprimierenden

Xenopus-Oozyten und in humanen Thrombozyten aus [136].

Neben physiologischen Mediatoren kann PAR4 auch durch Amidierung aktiviert wer-
den. Aktivierende Peptide (APs), die auf der nativen angebundenen Ligandensequenz
des Rezeptors basieren, kénnen synthetisch hergestellt werden und den Rezeptor ohne
proteolytische Spaltung durch eine Protease aktivieren. Bisher gibt es zwei PAR4-APs,
GYPGKF-NH; und AYPGKF-NH,, von denen AYPGKF-NH, eine hohere Spezifitat
zur Induktion der Plattchenaggregation aufweist [134, 156].

1.3.2.1 Phéinotyp der PAR4-defizienten Maus

Zur Untersuchung der physiologischen Schliisselfunktion von PAR4 wurde eine trans-
gene Knockout-Maus 2001 von Sambrano et al. generiert [157]. Thrombozyten dieser
Méiuse weisen keine Wirkung auf die Stimulation mit PAR4-AP auf. Im Gegensatz zu
humanen Thrombozyten, die PAR1 und PAR4 exprimieren, besitzen Mausplattchen
PARS3 anstelle von PAR1. Daher reagieren Thrombozyten von PAR4~/~-M#usen nicht
auf Thrombin und zeigen keine Verédnderungen der Plattchenform, der Kalzium-Mobi-
lisierung, der ATP-Sekretion oder der Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit

variierenden Konzentrationen der Koagulationsprotease [157].

Fiir die Bestimmung der Blutungszeit wird ein Teil der Schwanzspitze amputiert und
die Blutungszeit als Maf} fiir das Gerinnungsvermogen bewertet. In der Tat ist die
Blutungszeit von PAR4~/~-Miusen im Vergleich zu Wildtyp-Méusen verlingert [157].
Weiterhin wurden Mé&use mit einem PAR4-Antagonisten, dem Pepducin, behandelt
[134, 156]. Diese Mause zeigten ebenfalls eine verldngerte Blutungszeit und waren vor
einer Thrombozytenaggregation geschiitzt, dhnlich zu dem Phénotyp, den die PAR4-

defizienten M#use aufwiesen [158].

Zusammenfassend bestétigen diese Ergebnisse, dass PAR3 alleine nicht ausreicht, um
die Thrombozyten zu aktivieren, sondern dass PARA fiir die Aufrechterhaltung der nor-
malen Thrombozyten-Homdoostase notwendig ist. Dariiber hinaus scheint der PAR4™/~-
Phénotyp gegen Thromboseereignisse geschiitzt zu sein, da eine Verletzung der mesen-

terialen Arteriolen der Maus durch Exposition mit Eisenchlorid fiir einen Geféfver-
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schluss langer erfolgen muss als bei Wildtyp-Méusen [157]. Zusétzliche Beweise fiir den
Schutz vor Thrombose bei PAR4-Mangel wurden von Hamilton et al. berichtet, der eine
erhohte Uberlebensrate nach Thromboplastin-induzierter Lungenembolie in PAR4~/~-
Mausen, verglichen mit Wildtyp-M&ausen, beobachtete [159]. Auflerdem sind PAR4-
defiziente Méause vor Bildung von stabilen, thrombozytenreichen, okklusiven Throm-
ben nach elektrolytisch induzierter vaskuldrer Verletzung der Halsschlagader geschiitzt
[160].

Eine Studie bewies eine schiitzende Wirkung des PAR4-defizienten Phéanotyps im Rah-
men eines Acetoaminophen-induzierten Leberschadens [161]. In einem Streptozotocin-
induzierten Mausmodell des Typ-1-Diabetes mellitus waren PAR4-defiziente Mause ge-
gen eine verstirkte neointimale Hyperplasie nach Ligatur der Arteria carotis geschiitzt
[149]. Eigene Arbeiten konnten belegen, dass die PAR4-Expression in Gegenwart einer
hohen Glukosekonzentration erhoht ist. Dies wurde in kardialen Fibroblasten, welche in
niedrigen und hohen Glukosekonzentrationen gehalten wurden, und in M&usen festge-
stellt, welche mit einer hochkalorischen Diét gefiittert wurden. In beiden Féllen wiesen
die Zellen eine erhohte PAR4-Expression unter hoher Glukosekonzentration auf [162].
Dies ldsst vermuten, dass PAR4 eine Rolle in der Glukosehomdoostase spielt. Wird diese
wie bei einer Insulinresistenz, einer Fettgewebsentziindung oder einer NAFLE gestort,
konnte eine Deregulation der PAR4-Expression weitere Hinweise auf das Zusammen-
spiel zwischen Entziindung und der Kommunikation zwischen Leber und Fettgewebe

geben.

Aufgrund der beschriebenen Beteiligung des PAR4 an physiologischen und pathophy-
siologischen Geschehen, steht der PAR4 aktuell im Fokus der pharmakologischen Inter-
vention. In erster Linie sollen Substanzen, die eine Hemmung von PAR4 bewirken, als
neue Antikoagulanzien bei thrombotischen Ereignissen eingesetzt werden. Die dadurch
gehemmten gerinnungsunabhéngigen Effekte von PAR4 werden dadurch beeinflusst
und werden neben der Beeinflussung der Gerinnung sowohl in Mausmodellen als auch

bereits in klinischen Studien im Patienten untersucht [163, 164].
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1.4 Ziel dieser Arbeit

Wie zuvor erwéhnt, nehmen die Pravalenzen der Fettlebererkrankung und Insulinresis-
tenz in den néchsten Jahren zu. Die Folgeerkrankungen wie Zirrhose, Leberzellkarzinom
und die eingangs beschriebenen Folgen einer Insulinresistenz treten vermehrt auf. Diese
Arbeit beschiftigt sich daher mit der Kommunikation zwischen Leber- und Fettgewebe
in der Entwicklung einer NAFLE und Insulinresistenz und dem Einfluss des PAR4 in
dieser Entwicklung. Dieser Rezeptor wird von Thrombin und Cathepsin G aktiviert.
Thrombin ist hauptséchlich verantwortlich fiir die Gerinnungsaktivierung, wobei sich
diese Arbeit vor allem mit der gerinnungsunabhéngigen Aktivierung von PAR4 befasst.
Maf3geblich fiir diese Arbeit war die Entdeckung, dass der PAR4 als eine Art Sensor fiir
eine Umgebung beschrieben wurde, die eine hohe Glukosekonzentration aufweist [162].
Dariiber hinaus wiesen diabetische Probanden im Gegensatz zu Nicht-diabetischen Pro-
banden eine erhthte PAR4-Expression auf [149]. Daher wird vermutet, dass PAR4 eine
besondere Rolle in der Entwicklung einer Insulinresistenz und Fettgewebesentziindung

spielt und so auch einen Einfluss in der Entwicklung einer Fettlebererkankung hat.

Mit der vorliegenden Arbeit sollen der Einfluss des PAR4 auf die Entwicklung einer
NAFLE und einer Insulinresistenz in einem Mausmodell untersucht werden. Im Zuge
dessen stehen die davon besonders betroffenen Organe, wie Leber, weifles und braunes
Fettgewebe und Serum, im Fokus der Untersuchung. Ebenso werden mit dieser Arbeit
mogliche Nebenwirkungen einer pharmakologischen PAR4-Inhibierung aufgedeckt, die

fiir den Einsatz neuer Antikoagulantien von Bedeutung sind.

Folgende Fragestellungen sollen mit der vorliegenden Arbeit beantwortet werden:
- Einfluss des PAR4 auf die fiitterungsinduzierte Gewichtsentwicklung des Korperge-

wichts und betroffener Organe sowie auf die Entwicklung einer Insulinresistenz.

- Einfluss des PAR4 auf die Verdnderung der Serumparameter der Leber sowie von

Chemokinen und Zytokinen wahrend einer hochkalorischen Fettfiitterung.

- Einfluss des PAR4 auf die Zusammensetzung der Immunzellpopulation der Leber,
auf die Leberlipideinlagerung sowie auf die Fibroseentwicklung der Leber im Laufe ei-
ner hochkalorischen Fettfiitterung.

- Einfluss des PAR4 auf die Makrophagenrekrutierung in das weifle und braune Fett-

gewebe wihrend einer hochkalorischen Fettfiitterung.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

wt C57Bl/6J Wildtyp-Méause, méannlich, 8 Wochen alt (Janvier Labs, Le
Genest St. Isle, Frankreich)

PAR4~/~ C57Bl1/6J PARA4-defiziente Mause, ménnlich, 8 Wochen alt

(zur Verfiigung gestellt von Prof. Rauch, Universitétsklini-

kum Greifswald)

In der zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und Tierschutzaufgaben der Univer-

sitat Diisseldorf (ZETT) erfolgte die Zucht der Versuchstiere unter spezifisch-pathogen

freien Bedingungen, der Versuch wurde in offener Haltung durchgefiihrt. Die Mé&use
bekamen Standardfutter (SF) oder hochkalorisches Fettfutter (HFF) (beides ssniff
Spezialdidten GmbH, Soest) und Trinkwasser ad libitum. Der Tag-Nacht-Rhythmus
betrug 12h/12h, die Temperatur 22 °C und die relative Luftfeuchtigkeit 50 %. Alle
tierexperimentellen Arbeiten wurden durch das Landesamt fiir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV) genehmigt und entsprechend des
Tierschutzgesetzes unter folgenden Aktenzeichen durchgefiihrt: Az.84-02.04.2012.A366

und Az.81-02.04.2017.A406.

2.1.2 Chemikalien

Agarose Biozym LE

Calciumchlorid
Chloroform

D(+)-Glucose

Dulbecco's MEM FG 0415
Ethanol absolut

FCS

Roti-Histofix 4 % Formaldehyd

Glycerol
GoTaq® qPCR Master Mix, 2x

Biozym Scientific GmbH,
Oldendorf, Dtld.

Merck KGaA, Darmstadt, Dtld.
Merck KGaA, Darmstadt, Dtld.
Merck KGaA, Darmstadt, Dtld.
Merck KGaA, Darmstadt, Dtld.
VWR, Darmstadt, Dtld.

Gibco Life Technology, Karlsruhe,
Dtld.

Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe, Dtld.

Merck KGaA, Darmstadt, Dtld.
Promega, Madison, WI, USA
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Hématoxylin nach Mayer
Héamatoxylin nach Weigert, Losung A und B

Insuman® Rapid, humanes Insulin 40 IE/ml
Isopropanol

Kaliumchlorid

Ketavet® 100 mg/ml

Kollagenase CLSII

Leucoperm®

Natriumchlorid

Rompun® 2 %

Mowiol 40-88

0,9 % NaCl-Losung
Natriumhydroxid
Nuklease-freies Wasser
Olrot O

PBS (w/o Ca®T, w/o Mg?")
Penicillin /Streptomycin
Qiazol Lysis Reagent
Tissue-tek O.C.T. Compound
Xylol
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Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe, Dtld.

Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe, Dtld.

Sanofi, Paris, Frankreich

VWR, Darmstadt, Dtld.

Merck KGaA, Darmstadt, Dtld.
Pfizer, New York, USA
Biochrom, Berlin, Dtld.
Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Dtld.

VWR, Darmstadt, Dtld.

Bayer Healthcare, Leverkusen, Dtld.
Merck KGaA, Darmstadt, Dtld.
Braun, Melsungen, Dtld.

Merck KGaA, Darmstadt, Dtld.
Promega, Madison, WI, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Dtld.
Biochrom, Berlin, Dtld.

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, Dtld.
Qiagen, Hilden, Dtld.

Sakura, Japan, Dtld.

Merck KGaA, Darmstadt, Dtld.
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2.1.3 Antikorper

Tabelle 2: Verwendete Antikorper

’ Antigen (Methode) \ Konjugat \ Klon \ Hersteller
CD11b (FACS) PE M1/70 eBioscience
CD11c (FACS) PE N418 eBioscience
CD14 (FACS) PE Sa2-8 eBioscience
CD163 (FACS) unmarkiert | 2F8 Dianova
CD206 (FACS) FITC MR5D3 AbD Serotec

CD68 (FACS) FITC FA-11 Thermo Scientific
F4-80 (FACS) APC BMS eBioscience
Ly6G (FACS) APC RB6-8C5 eBioscience
MHCII (FACS) PE M5/114.15.2 | eBioscience
TLR4 (FACS) FITC 76B357.1 Abcam

Mac2 (Galectin-3) (IHC) | unmarkiert | M3/38 cedarlane

Ziege anti-Ratte Sek AK | HRP polyklonal Novus Biologicals
Esel anti-Ziege Sek AK Cy3 polyklonal R&D Systems

2.1.4 Kits

QuantiTect Reverse Transcription Kit
RedExtract-N-Amp™ Tissue PCR-Kit

RNeasy Mini Kit

Ultra Sensitive Mouse Insulin ELISA Kit

Procarta 10-Plex, Multiplex
Procarta 2-Plex, Multiplex

Teststreifen Klinische Chemie Liver [

Teststreifen Klinische Chemie Kenshin

Qiagen, Hilden, Dtld.
Merck KGaA, Darmstadt,
Dtld.

Qiagen, Hilden, Dtld.
Crystal Chem

Thermo Fisher

Thermo Fisher

arkay, Japan

arkay, Japan
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2.1.5 Verbrauchsmaterial

Abbocath

Feather Disposable Scalpel
Kryo-Reaktionsgefafie
Kulturschalen, 10 cm
Objekttriager Engelbrecht

Objekttrager Marienfeld

Parafilm
Reaktionsgefdfle 15 ml, 50 ml

Reaktionsgefdfle 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml
0,2 ml 8-Streifen PCR-Reaktionsgefafl

Schlauchpumpe

Spritzen fiir Kantilen
Sterican-Kaniile 23G
Sterilfilter (0,2 pm)
Stripetten 5 ml, 10 ml, 25 ml
Zellkulturflasche 75 cm?

Zellsieb (70 pm)

Venisystems Hospira, Miinchen, Dtld.
Feather Safety Razor Co, Osaka, Japan
Thermo Scientific, Roskilde, Denmark
Corning, Durham, USA

Engelbrecht Medizin- & Labortechnik,
Edermiinde, Dtld.

Paul Marienfeld GmbH & Co KG,
Lauda-Ko6nigshofen, Dtld.

Bemis, Neenah, WI, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Dtld.

Eppendorf, Hamburg, Dtld.

Starlab International GmbH, Hamburg,
Dtld.

[smatec Laboratoriumstechnik GmbH,
Wertheim-Mondfeld, Dtld.

B. Braun. Melsungen , Dtld.

B. Braun, Melsungen, Dtld.

Sarstedt, Niirnbrecht, Dtld.

Corning, Durham, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Dtld.

Greiner, Frickenhausen, Dtld.

2.1.6 Oligonukleotide fiir Genotypisierung

Tabelle 5: Verwendete Primer fiir die PAR4-Genotypisierung

| Gen | Orientierung | Sequenz [5-3’] |
GT mPAR4 r Reverse AGCACATGCTGCCAGGATCAG
GT mPAR4 Forward GGGGATGTTGTGGAGATTTG
GT mPAR4 lacZ r Reverse ATTCAGGCTGCGCAACTGTTGG
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2.1.7 Oligonukleotide

Die unten aufgefiihrten Oligonukleotide zur Expressionsanalyse mittels quantitativer
real time-PCR wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Dtld.) ge-

neriert.
Tabelle 6: Eingesetzte Primer fiir die quantitative PCR
| Gen | Orientierung | Sequenz [5’-3’] |

SDHA Forward TGGGGAGTGCCGTGGTGTCA
Reverse GTGCCGTCCCCTGTGCTGGT

Interleukin-6 (IL-6) Forward GTTGCCTTCTTGGGACTGAT
Reverse CAGGTCTGTTGGGAGTGGTA

Interleukin-10 (IL-10) Forward CCAAGCCTTATCGGAAATGA
Reverse TCCTGAGGGTCTTCAGCTTC

Tumornekrosefaktor-o¢ (TNF-«) Forward GCTGAGCTCAAACCCTGGTA
Reverse CGGACTCCGCAAAGTCTAAG

Interferon-f3 (IFN-B) Forward CCCTATGGAGATGACGGAGA
Reverse ACCCAGTGCTGGAGAAATTG

CXCL2 (MIP-2x) Forward GCCAAGGGTTGACTTCAAGA
Reverse GCCCTTGAGAGTGGCTATGA

CCL2 (MCP-1) Forward GGCTGGAGAGCTACAAGAGG
Reverse ATGTCTGGACCCATTCCTTC

SOCS3 Forward GCTCCAAAAGCGAGTACCAGC
Reverse AGTAGAATCCGCTCTCCTGCAG

PAR4 Forward GTACGCGCTATGTTGTGTCG
Reverse CCAGTCACAGAAGTGTAGAG

2.1.8 Puffer und Firbel6sungen

Blockierungslosung fiir Immunhistochemie

FACS-Puffer

Hanks-Puffer

10 % 10x TBS-Puffer
10 % FCS
1 % BSA

PBS (w/o Ca*", w/o Mg?")
2 % FCS

137 mM NaCl

5 mM KCI

15 mM Hepes

0,34 mM NayHPO,4 x 2H,0
0,44 mM KH5PO,

Ad aqua bidest auf 1 L
pH-Wert auf 7,4 einstellen,
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autoklavieren

1 % HCI-Losung 96,3 ml 70 % Ethanolosung
3,7 ml 37 % Salzsiurelésung

Olrot O Stocklésung 0,5 g Olrot O
100 ml Isopropanol
ca. 30 min bei 120 °C l6sen

Olrot O Gebrauchslésung 30 ml Stocklosung
20 ml destilliertes Wasser
10 min stehen lassen
Filtrieren durch Faltenfiter

Perfusionspuffer HANKS-Puffer
0,3 mg/ml Kollagenase
5 mM CaCls
phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) 140 mM NaCl
2,7 mM KCI

6,5 mM NaQHPO4 X 2 HQO
1,5 mM KH,PO,
pH 7.4 mit NaOH

Reagent G (wéssriges Eindeckmedium) 6 g Glycerol
2.4 g Mowiol 40-88
fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur
mischen
6 ml destilliertes Wasser hinzufiigen
fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur
mischen
12 ml 0,2M Tris/HCI pH 8,5
Inkubation iiber Nacht bei 4 °C
Inkubation fiir 30 Minuten bei 50 °C
Zentrifugieren bei 4000 rpm fiir
30 Minuten

Uberstand aliquotieren
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Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer)

TB-Puffer

TBS-Puffer (10x)

2.1.9 Gerate

Accu Chek mobile Glukosemessgerit
FACS Canto II

Gelkammer

Kolbenhubpipetten 1000 pl, 100 nl, 10 pl
Kryotom Cryostat Leica CM 30508,
Mastercycler gradient

Mikroskop Zeiss Axio

Mikrotom Leica Jung RM 2055
Mikrowelle

Multiplex

NanoDrop 1000

pH-Meter

Spotchem Messgerat
Sterilbank Hera Safe KS
UV-Kammer Vilber Lourmat

ViiA7 real time-PCR System
Vortex Genie 2

Waage 440-49N

Wasserbad TW 20

bei -20 °C lagern

40 mM TRIS
0,001 % (v/v) Eisessig
1 mM EDTA pH 8,0

0,05 M Tris, pH 7,6

200 mM Tris
1,37 M NaCl
pH bei 7,6 einstellen

Roche

BD Bioscience, San Diego, USA

peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Dtld.

Eppendorf, Hamburg, Dtld.

Leica ,Wetzlar, Dtld.

Eppendorf, Hamburg, Dtld.

Carl Zeiss, Jena, Dtld.

Leica, Wetzlar, Dtld.

Bosch, Stuttgart, Dtld.

Luminex 200, USA

peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Dtld.
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Zentrifuge GS-15 R Beckman Coulter, Krefeld
Zentrifuge 5424 R Eppendorf, Hamburg, Dtld.
Zentrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg, Dtld.

2.2 Methoden

2.2.1 Tierexperimente

2.2.1.1 Fiitterungsschema der Méause

Den zu untersuchenden Mausen wurde bis zu einem Maximum von 30 Wochen hochka-
lorisches Fettfutter (HFF) verabreicht (Fiitterungsschema siehe Abbildung 2), bei der
60 % der Kalorien aus Fett bestehen (Zusammensetzung siche Tabelle 9). Gleich alten
Kontrollméusen wurde das Standardhaltungsfutter der ZETT (SF) angeboten (Zusam-
mensetzung siche Tabelle 9). Fiir die Uberwachung der hochkalorischen Fettfiitterung
wurden die Méause wochentlich gewogen und der prozentuale Anteil der Mager- und
Fettmasse durch eine nukleare Magnetresonanz-Analyse (NMR) iiberpriift. Metaboli-
sche Verdnderungen wurden durch orale Glukosetoleranz- und intraperitoneale Insulin-

Sensitivitéitstests analysiert.

Tabelle 9: Zusammensetzung des hochkalorischen Fettfutters und des Kontrollfutters

Hochkalorisches Fettfutter (HFF) Standardfutter (SF)

Inhaltsstoff Gramm [%] | Inhaltstoff Gramm [%)]
Casein 22,8 Trockensubstanz 87,7
Maltodextrin 12 Rohprotein 19
Saccharose 24,02 Rohfett 3,3
Schweineschmalz 35,85 Rohfaser 4,9
Mineralien-Mix 4 Rohasche 6,4
Vitamin-Mix 1 N-freie Extraktstoffe 54,1
Cholinchlorid 0,13 Stérke 36,5
DL-Methionin 0,2 Zucker 4.7
| | kcal [%] | | keal [%] |
Kohlenhydrate 26 o8

Protein 15 33

Fett 59 9
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C57BL/6), ', 8 Wochen alt, Standardfutter (SF) oder hochkalorisches Fettfutter (HFF)
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| Organentnahme | GTT | 15T | NMR Fitterungszeit in Wochen

Abbildung 2: Fiitterungsschema mit hochkalorischem Fettfutter (HFF) und Stan-
dardfutter (SF)

Ménnliche Wildtyp-Méuse des Stammes C57B1/6J erhielten iiber einen Zeitraum von bis
zu 30 Wochen Standardfutter oder hochkalorisches Fettfutter. Nach 0, 8, 12, 16, 20,
26 und 30 Wochen wurden Proben entnommen. Minnliche PAR4-defiziente Méiuse wur-
de iiber eine Zeitraum von bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfutter gefiittert.
Nach 8, 16 und 30 Wochen wurden Proben entnommen. Nach 6, 12 und 18 Wochen nach
Fiitterungsbeginn wurden orale Glukosetoleranztests durchgefiihrt, nach 7, 14 und 20 Wo-
chen nach Fiitterungsbeginn wurden Insulinsensitivitéitstest durchgefiihrt. Nach 5, 11 und 17
Wochen nach Fiitterungsbeginn wurde die Fettmasse mittels NMR-Messung analysiert.

2.2.1.2 NMR-Messung

Die Zunahme der Fettmasse wihrend der Fiitterung wurde mit Hilfe des minispec
NMR analyzer (Bruker Corporation, Billerica, MA, USA) zu den Zeitpunkten 5, 11 und
17 Wochen nach Fiitterungsbeginn iiberwacht. Die Ermittelung des Korperfettanteils

wurde durch Division der Fettgewebsmasse durch das Gesamtgewicht berechnet.

2.2.1.3 Glukose- und Insulintoleranztest

Zur Uberwachung des Glukosestoffwechsels wurden Glukosetoleranz- (GTT) und In-
sulinsensitivitétstest (IST) zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefithrt. Zu Beginn des
Tests wurde den Méusen fiir 6 Stunden das Futter entzogen und anschlieend die ba-
sale Blutglukosekonzentration gemessen. Danach erhielten die Méause eine Dosis von
1 g/kg KG Glukose per os oder 0,75 U/kg KG Insulin intraperitoneal. Nach 5 (nur
poGTT), 15, 30, 60 und 120 Minuten wurde erneut die Blutglukosekonzentration ge-
messen. Der Blutstropfen fiir die Messung wurde durch einmaliges Anschneiden der
Schwanzspitze gewonnen. Fiir die Messung wurde das Accu-Chek Mobile Blutzucker-
messgerit (Roche Diagnostics, Mannheim) in Einfachbestimmung verwendet. Fiir die
Quantifizierung der metabolischen Toleranz wurden die absoluten Werte nach der Zeit
aufgetragen und die AUC ("area under the curve”) als Mafl der Elimination des Wirk-

stoffes aus dem Blut berechnet.
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2.2.2 PARA4-Genotypisierung

Die Genotypisierung der PAR4-defizienten M&use erfolgte mit Schwanzspitzen-Biopsien
und dem RedExtract-N-Amp Tissue PCR-Kit. Zunéchst wurde die genomische DNA
isoliert. Dafiir wurden pro Biopsie 100 pl Extraction solution mit 25 pl Tissue Pre-
paration Solution gemischt und zur Biopsie pipettiert. Die Losung wurde gemischt
und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zwischendurch wurde noch zweimal
gemischt. Der Verdau wurde bei 95 °C fiir 3 Minuten gestoppt und 100 pl Neutraliza-
tion Solution B zu jeder Probe gegeben. Die Volumina der Reaktionsbestandteile sind
in Tabelle 10 aufgefiithrt. Die Proben wurden gemischt und 2 Minuten bei 16360 xg
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefif
iiberfithrt und fiir die nachfolgende PCR eingesetzt. Das PCR-Programm ist in Tabel-
le 11 beschrieben.

Die fertigen PCR-~Produkte wurden anschliefend auf ein 1,5 % Agarose-TAE-Gel auf-

getragen und mit 120 Volt fiir 50 Minuten aufgetrennt. Die Wildtyp-Bande besitzt eine
Grofe von 350 bp, wihrend das veréinderte PAR4-Gen eine Grofie von 510 bp aufweist.

Tabelle 10: PCR-Reaktionsansatz

| Reagenz | Volumen [p]] |
H,O 3
RedExtract-N-Amp PCR Reaction Mix 10
GT mPar4 r [10 pM] 1
GT mPar4 f [10 pM] 1
GT mPar4 lacZ r [10 pM] 1
genomische DNA 4
Tabelle 11: PCR-Programm
| Schritt | Temperatur [°C] | Zeit [s] | Zyklen |
Initiale Denaturierung 95 120 1
Denaturierung 95 90
Primerbindung 60 45 40
Elongation 72 30
Finale Elongation 72 300 1
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Abbildung 3: A Nachweis des Einsatzes des lacZ-Gens in das Par4-Gen, modifiziert nach
[157]. B Gelelektrophorese des PCR-Produkts der PAR4-Genotypisierung,.

2.2.3 Organisolierung

Den zu untersuchenden Méusen wurde fiir 6 Stunden das Futter entzogen, da ne-
ben den Organen auch Serumparameter untersucht wurden. Die Méuse wurden mit
10 mg/100 g KG Ketamin (Ketavet®) und 0,5 mg/100 g KG Xylazin (Rompun®) in
0,9 % Natriumchlorid-Losung narkotisiert. Sobald der Zwischenzehenreflex ausgeschal-
tet war, wurden die Mause fixiert, das Abdomen geéfinet und die Leber, die Pfortader
und die Vena cava inferior freigelegt. Mit einer Kaniile wurden iiber die Vena cava infe-
rior mindestens 500 pl Blut entnommen. Nachdem die Pfortader angeschnitten worden
war, wurde eine Kaniile eingefiihrt, die an ein Schlauchsystem angeschlossen war. Uber
dieses Schlauchsystem wurde kalte PBS-Losung durch die Leber gepumpt (8 ml/min),
um das Blut iiber die gedffnete Vena cava inferior abflieen zu lassen. Nach ca. einer

Minute wurde die Perfusion gestoppt und die Leber entnommen. Uberschiissiges Ge-

31



Material und Methoden

webe wurde entfernt und die gewogene Leber in vier Lappen geteilt. Ein Teil des linken
Leberlappens wurde in 4 % Formaldehyd und anschliefiend in Paraffin fixiert. Die an-
deren Leberlappen wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.
Das epididymale Fettgewebe wurde ebenfalls zum Teil in fliilssigem Stickstoff einge-
froren oder in 4 % Formaldehyd fixiert. Das interskapuldre braune Fettgewebe wurde
ebenfalls herausprapariert, von weilem Fettgewebe befreit und in fliissigem Stickstoff

eingefroren oder in 4 % Formaldehyd fixiert.

2.2.4 Gewinnung von Serum

Das entnommene Blut wurde bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten koaguliert und an-
schlieend fiir 10 Minuten bei 9390 xg bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Serum
wurde in ein neues Reaktionsgefafl iiberfiihrt und nochmals zentrifugiert. Das Serum
wurde wiederum in ein neues Reaktionsgefafl iiberfiihrt und bis zur weiteren Verwen-

dung bei -80 °C eingefroren.

2.2.5 RNA-Isolierung aus Lebergewebe

Die RNA-Isolierung erfolgte nach Herstellerangaben mit dem QIAGEN RNeasy Mini
Kit. Dafiir wurde ein kleines Stiick des bei -80 °C gefrorenen rechten Leberlappens ver-
wendet. Dieses wurde in 600 pl RLT-Puffer mithilfe eines Sté8els homogenisiert. Die
Probe wurde anschlieBend bei 16360 xg fiir 2 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt, in welchem 600 nl 70 % Ethanol vorge-
legt wurde. Durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wurden die Losungen vermischt
und direkt ein Teil auf eine Sdule des Herstellers gegeben. Die Sdule wurde bei 16360 xg
fiir mindestens 15 Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und der 2.
Teil des Homogenats wurde auf die Sdule pipettiert, wonach eine weitere Zentrifuga-
tion analog zur Ersten erfolgte. Die Sdule wurde mit 700 pl RW1-Puffer gewaschen
(Zentrifugation bei 16360 xg fiir mindestens 15 Sekunden) und der Durchfluss ver-
worfen. Anschliefiend erfolgten zwei weitere Waschschritte mit RPE-Puffer (je 500 pl).
Beim zweiten Mal wurde 2 Minuten zentrifugiert. Die Sdule wurde in ein sauberes
Auffangrohrchen gesetzt und erneut 1 Minute bei 16360 xg trocken zentrifugiert. Die
RNA wurde mit 40 pul RNase-freiem Wasser von der Séule in ein neues Reaktionsgefiafl
eluiert (16360 xg fiir 1 min). Alle Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. Die isolierte
RNA wurde anschliefend mittels NanoDrop 1000 spektralphotometrisch auf Reinheit

und Konzentration untersucht.
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2.2.6 RNA-Isolierung aus Fettgewebe

Die Isolierung der RNA aus epididymalem weiflem Fettgewebe und interskapulédrem
braunem Fettgewebe erfolgte mit der Trizol-Methode. Dazu wurde ein Teil des mit
fliilssigem Stickstoff eingefrorenen Organs in 1 ml Qiazol Reagent gelegt und mit einem
StoBel homogenisiert, bis keine Gewebestiicke mehr sichtbar waren. Nach 5 Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben bei 12000 xg fiir 10 Minuten bei
4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefifl iiberfiithrt, in dem
200 nl Chloroform vorgelegt waren. Beide Phasen wurden gut gemischt und 10 Minuten

bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Phasentrennung erfolgte anschlielend bei 16360 xg fiir 15 Minuten bei 4 °C. Die
obere wéssrige Phase wurde vorsichtig abgenommen und mit 400 nl Isopropanol in
einem neuen Reaktionsgefafl gemischt. Die RNA-Féllung erfolgte iiber Nacht bei 4 °C.
Die Proben wurden bei 16360 xg fiir 45 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Das Isopropa-
nol wurde vorsichtig abgenommen und die RNA mit 1 ml 75 % Ethanol gewaschen.
Anschlieflend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 16360 xg fiir 30 Minuten bei 4 °C.
Das Ethanol wurde vorsichtig abgenommen und die RNA im offenen Reaktionsgefaf3
fiir 5 Minuten bei 37 °C getrocknet. Die RNA wurde in 20 pl RNAse-freiem Wasser
aufgenommen und bei 65 °C fiir 5 Minuten gelost. Die Konzentation der RNA wurde

mit Hilfe des NanoDrop 1000 gemessen und fiir die cDNA-Synthese eingesetzt.

2.2.7 cDNA-Synthese durch Reverse Transkription der RNA

Fiir die quantitative PCR-Analyse muss die, wie unter Punkt 2.2.5 bzw. unter Punkt
2.2.6 beschrieben, isolierte RNA in cDNA umgeschrieben werden. Dies erfolgte mit Hilfe
des QuantiTect Reverse Transcription Kits von Qiagen nach Angaben des Herstellers.
Pro Probe wurden 1000 ng RNA in ¢cDNA umgeschrieben. Die in 12 ul RNase-freiem
Wasser verdiinnte RNA wurde mit 2 pl des gDNA wipeout Reagent fiir 2 Minuten
bei 42 °C inkubiert. AnschlieBend wurden pro Probe 4 pul RT-Puffer, 1 pl Primer Mix
und 1 pl Reverse Transkriptase hinzu pipettiert. Die cDNA-Synthese erfolgte bei 42 °C
fiir 30 Minuten. Die Reaktion wurde gestoppt, indem die Proben fiir 3 Minuten bei
95 °C erhitzt wurden. Die so gewonnene cDNA wurde mit dem fiinffachen Volumen
des RNase-freien Wassers verdiinnt und in der nachfolgenden quantitativen PCR ein-

gesetzt.
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2.2.8 Quantitative Echtzeit-PCR

Mit Hilfe der Real-Time PCR-Technik kann die RNA-Expression von Genen zu ver-
schiedenen Zeitpunkten quantitativ analysiert werden. Damit ist es moglich, die Regu-
lierung von Genen wahrend eines Experiments zu verfolgen. Dies ermoglicht der Einbau
eines interkalierenden Farbstoffes wahrend der PCR, in diesem Fall wurde SYBR Green
verwendet. Durch die Amplifikation des PCR-~-Produktes kommt es zu einer Zunahme
des Fluoreszenzsignals wéhrend der PCR, das direkt verfolgt werden kann. Ab einem
bestimmten Wert, dem Ct-Wert, steigt das Fluoreszenzsignal exponentiell an. Dieser
Wert wird anschlieBend zum Vergleich der Proben herangezogen. Fiir den Ansatz einer
quantitativen PCR (qPCR) wurden 1,2 pl ¢cDNA (10 ng/1), 12,5 nl SYBR Green PCR
Mastermix (Promega), 9,3 nl Nuklease-freies Wasser und je 1 ul des entsprechenden
Forward- und Reverse-Primers (10 pmol/l) eingesetzt. Die Analyse erfolgte am ViiA7
Real Time System in 96-Loch-Mikrotiterplatten. Folgendes Programm wurde fiir die
qPCR verwendet:

Tabelle 12: qPCR-Programm

Schritt Temperatur [°C] | Zeit [s] | Zyklen |
50 120 1
Initiale Denaturierung 95 600 1
Denaturierung 95 15
Primerbindung und Elongation 60 60 40

AnschlieSlend wurde iiber eine Schmelzkurven-Analyse iiberpriift, ob das richtige PCR-
Produkt gebildet wurde. Dafiir wurden die Proben 15 Sekunden bei 95 °C denaturiert,
dann auf 60 °C fiir eine Minute fiir die Primerbindung und Elongation erhitzt. An-
schliefend erfolgte eine Temperaturerhohung bis 95 °C fiir 15 Sekunden in 0,05 °C/sec-
Schritten. Bei jedem Temperaturschritt wurde das Fluoreszenzsignal analysiert. Bei
einer spezifischen Temperatur fillt das Fluoreszenzsignal rapide ab, da der Farbstoff
nicht mehr binden kann, da das PCR-Produkt getrennt wird. Diese Temperatur ist
dann die spezifische Schmelztemperatur des PCR-Produkts. Die Temperatur ist dabei
abhéangig von der Liange des PCR-Produktes und somit spezifisch fiir jedes analysierte
Gen. Fiir die Auswertung wurden die Ct-Werte der einzelnen gemessenen Gene von dem
Ct-Wert eines Referenzgens abgezogen. In diesem Fall wurden als Referenzgen SDHA
(Succinat-Dehydrogenase-Komplex, Untereinheit A) verwendet. Die relative Expressi-
on wurde aus dem potenzierten negativen ACt-Wert berechnet (ACt-Methode nach
[165]).
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2.2.9 Histologie

Die in 4 % Formaldehyd fixierten Leberproben wurden iiber Nacht entwissert und
in Paraffin eingebettet. Am Mikrotom wurden 5 pm dicke Schnitte angefertigt (Leica
Jung RM 2055). Anschliefend wurden die Schnitte iiber Nacht bei 37 °C fixiert und
bei Raumtemperatur bis zur Farbung gelagert. Die Deparaffinisierung erfolgte kurz vor
der Farbung. Dazu wurden die Schnitte dreimal fiir je 15 Minuten in Xylol getaucht.
Anschlielend erfolgte die Wisserung mit einer absteigenden Alkoholreihe: 2 Minuten
100 % Ethanol, 2 Minuten 95 % Ethanol, 2 Minuten 70 % Ethanol. Die Schnitte wurden
vollstandig mit destilliertem Wasser 2 Minuten gewéssert und anschlieBend mit H&E,

Pikro-Sirius Red oder mit Mac2-Antikérpern gefirbt bzw. markiert.

Das epididymale weifle Fettgewebe wurde analog zu den Leberproben in Paraffin ein-
gebettet. Die Anfertigung der Schnitte erfolgte nach folgendem Schema: Die Proben
des weiflen Fettgewebes wurden so angeschnitten, dass ein vollstéandiger 5 pm dicker
Schnitt aufgenommen werden konnte. Danach wurde 300 pm tiefer der néchste Gewe-
beschnitt vorgenommen. Anschlieend erfolgte der letzte Schnitt weitere 300 pm tiefer
im Gewebe. Als Ergebnis wurden Objekttriger generiert, die jeweils drei Tiefen eines
Organs einschlossen. Bei einigen Proben waren drei Schnitte nebeneinander zu breit
fiir einen Objekttrager. Von diesen Proben wurden 2 Schnitte in einem Abstand von
500 pm auf Objekttrager aufgezogen. Das braune Fettgewebe wurde wie die Leberpro-
ben so angeschnitten, dass das komplette Organ freigelegt wurde und davon Schnitte

auf Objekttrager aufgezogen werden konnten.

Fiir die Olrot O Féarbung wurde ein Teil des rechten Leberlappens als Gefrierschnitt
am Kryotom geschnitten. Dazu wurden die Gewebestiicke im Kryotom bei -20 °C mit
O.C.T. Medium auf den Objekthalter geklebt. Nachdem das O.C.T. Medium aus-
gehértet war, wurden 8 nm dicke Schnitte auf Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte
wurden fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und entweder bei -20 °C gela-

gert oder direkt fiir die Olrot O Fiarbung verwendet.

2.2.9.1 Mac2-Farbung

Nach der Wisserung wurden die Schnitte dreimal je 5 Minuten mit PBS gewaschen.
Anschlielend erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindestellen fiir 1 Stunde mit
TBS-Puffer, der 10 % FCS und 1 % BSA enthielt. Der Primérantikorper Mac-2 wur-
de 1:600 in PBS, welches 1 % BSA enthielt, verdiinnt. Die Fliissigkeit rund um den
Gewebeschnitt wurde entfernt und der Bereich mit einem Fettstift markiert. Je Gewe-

beschnitt wurden je nach Grofle 35-40 pl der Antikérperverdiinnung aufgetragen. Die
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Inkubation erfolgte im Dunkeln {iber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer. Der

Primarantikorper wurde dreimal je 5 Minuten mit PBS entfernt.

Um eine endogene Peroxidase-Reaktion zu verhindern, wurden die Schnitte mit Was-
serstoffperoxid-Losung behandelt. Dafiir wurde eine 3 % HyO,-Losung in PBS herge-
stellt und die Schnitte 5 Minuten inkubiert. Anschlieend wurde das Wasserstoffperoxid
dreimal je 5 Minuten mit PBS weggewaschen. Der Sekundérantikorper (anti-rat IgG2a
HRP) wurde 1:600 in PBS verdiinnt und analog zum Primérantikorper auf die Gewe-
beschnitte aufgetragen. Die Inkubation erfolgte im Dunkeln bei Raumtemperatur fiir
1 Stunde in einer feuchten Kammer. Der Sekundéarantikorper wurde dreimal je 5 Mi-
nuten mit PBS entfernt. Die Detektion erfolgte mit DAB-Reagenz, welches durch die
am Sekundérantikérper gebundene HRP zu einem braunen unloslichen Farbstoff um-

gesetzt wurde.

Dazu wurden die Schnitte zunédchst 10 Minuten mit TB-Losung behandelt, bevor fiir
exakt 120 Sekunden das DAB-Reagenz aufgetragen wurde. Nach erfolgter Reaktion
wurden die Schnitte fiir 5 Minuten mit TB-Losung und anschliefend 1 Minute mit de-
stilliertem Wasser gewaschen. Die Kernfarbung erfolgte mit Hamatoxylin-Losung nach
Mayer fiir 1 Minute. Uberschiissiger Farbstoff wurde mit Leitungswasser abgewaschen,
bevor die Farbung mit 1 % HCl-Losung in 70 % Ethanol fiir 10 Sekunden differenziert
wurde. Zum Blauen wurden die Schnitte fiir 10 Minuten unter flieBendes Leitungswas-
ser gestellt. Danach wurden die Schnitte 1 Minute mit destilliertem Wasser gewaschen.
Fiir die Konservierung wurden die Schnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (2 Mi-
nuten 70 % Ethanol, 2 Minuten 95 % Ethanol, 2 Minuten 100 % Ethanol) und Xylol
fiir 5 Minuten behandelt. Die Schnitte wurden mit Deckglédsern und dem VectaMount

Permanent Mounting Medium versiegelt.

Fiir die Auswertung des epididymalen weiflen Fettgewebes wurden aus 6 zufillig aus-
gewéhlten Bildausschnitten die Anzahl der CLS (”Crown-like structure”) bestimmt
und auf die Anzahl der Adipozyten bezogen. Die Anzahl der Adipozyten wurde be-
stimmt, indem pro Bild die Fldche von 10 Adipozyten gemessen und fiir jedes Tier
ein mittlerer Wert fiir die durchschnittliche Adipozytenfliche ermittelt wurde. Dieser
Wert wurde auf die Gesamtfliche bezogen und so die Anzahl der Adipozyten bestimmt.
Analog erfolgte die Auswertung fiir die Leberschnitte, allerdings wurde hier die Anzahl

der Mac2t-Zellen auf die mittlere Hepatozytenanzahl normiert.
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2.2.9.2 Olrot O Fiarbung

Die getrockneten Gefrierschnitte wurden eine Stunde in 4 % Formaldehyd fixiert und
danach 10 Minuten mit flieBendem Leitungswasser gewaschen. Die Schnitte wurden
fiir 15 Sekunden mit 60 % Isopropanol gespiilt und anschlieend fiir 15 Minuten mit
der Olrot-O-Gebrauchslosung gefirbt. Uberschiissiger Farbstoff wurde mit 60 % Iso-
propanol entfernt. Die Kernfarbung erfolgte fiir 1 Minute mit Hamatoxylin-Lésung
nach Mayer und dem abschlielenden Abspiilen mit destilliertem Wasser. Da eine auf-
steigende Alkoholreihe das gefirbte Fett herauslosen wiirde, wurden die Schnitte mit

wassrigem Reagent G und Deckglésern versiegelt.

2.2.9.3 HE-Fiarbung

Die in destilliertem Wasser vollsténdig gewésserten Schnitte wurden 1 Minute in der
Himatoxylin-Farbelosung nach Mayer gefiarbt. Uberschiissiger Farbstoff wurde mit Lei-
tungswasser abgespiilt. AnschlieBend wurden die Schnitte mit 1 % HCI-Losung fiir
10 Sekunden differenziert. Danach erfolgte das Blduen fiir 10 Minuten mit flieBendem
Leitungswasser. Die Gegenfiarbung erfolgte fiir eine Minute mit Eosin-Losung (1 %).
Danach wurden die Schnitte entwissert, zunédchst fiir 2 Minuten mit 70 % Ethanol.
Danach wurden die Schnitte fiir 2 Minuten mit 96 % Ethanol und 1 Minuten mit ab-
solutem Ethanol behandelt, bevor sie fiir 5 Minuten mit Xylol vollsténdig entwéssert
wurden. Anschliefend wurden die Schnitte mit VectaMount Permanent Mounting Me-

dium und Deckgléasern verschlossen.

2.2.9.4 Pikro-Sirius Red Fiarbung

Fiir die Pikro-Sirius Red Farbung wurden zunéchst die Kerne der Gewebeschnit-
te nach der Wisserung mit Hamatoxylin-Losung nach Weigert gefirbt. Fiir die Ge-
brauchslosung wurden Losung A und Loésung B in einem Verhéltnis von 1:1 vermischt.
Die Kerne wurden mit Hilfe der Gebrauchslosung 8 Minuten gefirbt. Anschlieend
wurde der Farbstoff mit destilliertem Wasser fiir 10 Minuten entfernt. Nach 5 Minuten
wurde das destillierte Wasser einmal gewechselt. Danach erfolgte der erste Schritt der
Pikro-Sirius Red Farbung, indem die Schnitte fiir 2 Minuten mit Losung A (0,2 %
Phosphomolybdénséure) behandelt wurden. Anschlielend wurden die Schnitte mit de-
stilliertem Wasser fiir 1-3 Minuten zweimal gewaschen. Der zweite Schritt der Farbung
erfolgte in Losung B (Pikro-Sirius Red Losung) fiir 60 Minuten, an die sich die Differen-
zierung mit Losung C (0,4 % HCl-Losung) fiir 2 Minuten direkt anschloss. Die Schnit-
te wurden mit einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert (1 Minute 70 % Ethanol,
5 Minuten 90 % Ethanol, 5 Minuten 100 % Ethanol). Vollstindig entwéssert wurden
die Schnitte fiir 5-10 Minuten mit Xylol und anschlieBend in VectaMount Permanent

Mounting Medium und Deckglédsern verschlossen.
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2.2.10 Identifikation von Zellpopulationen mittels FACS

Fiir die Analyse der unterschiedlichen Makrophagen-Populationen und zur Untersu-
chung von Verdnderungen der neutrophilen Granulozyten wurden die nicht-parenchy-
malen Zellen von den parenchymalen Zellen der Leber getrennt und mit Hilfe der
FACS-Technik untersucht. Die Gewinnung der nicht-parenchymalen Zellen erfolgte zum
Ende des jeweiligen Fiitterungszeitraums. Das verwendete Protokoll war angelehnt an
die von Allen et al. beschriebene Vorgehensweise [166]. Die Mause wurden wie unter
2.2.3 angegeben, narkotisiert. Nach Ausbleiben des Zwischenzehenreflexes wurden die
Méuse auf dem Riicken fixiert und das Abdomen gedffnet. Durch zur Seite schieben

des Darms wurden die Pfortader und die Vena cava inferior freigelegt.

Durch einen kleinen Einschnitt wurde die Pfortader gedffnet und eine Kaniile ein-
gefiihrt. Die Kaniile war an ein Pumpensystem angeschlossen, welches Perfusionspuffer
I mit 8 ml/min durch die Leber pumpte. Eine erfolgreiche Perfusion war an der sofor-
tigen Farbverinderung der Leber zu erkennen. Um den Perfusionsdruck zu mindern,
wurde anschlieBend die Vena cava inferior durchtrennt, so dass Blut und Puffer ab-
flielen konnten. Nachdem ca. 45 ml Perfusionspuffer durch die Leber gelaufen waren,
wurde iiber einen Dreiwegehahn Perfusionspuffer II in die Leber geleitet. Dieser enthielt
Kollagenase, welche den Zellverband l6ste und die Gewinnung einer Einzelzellsuspensi-
on ermdglichte. Von dem Perfusionspuffer II wurden ca. 45 ml durch die Leber geleitet

und die Perfusion beendet.

Die Leber wurde ohne Verletzung der Kapsel entfernt und in 10 ml kaltem DME-
Medium bis zur weiteren Bearbeitung auf Eis gelagert. Die verdaute Leber wurde in
10 cm Schalen samt Medium {iberfiithrt und mit zwei spitzen Pinzetten dissoziiert. Da-
bei wurden die Gewebestiicke so weit verkleinert, dass sie mit einer 10 ml-Stripette
aufgenommen werden konnten. Die nun gewonnene Zellsuspension wurde iiber ein
70 pm-Zellsieb in ein 50 ml-Reaktionsgefafl {iberfiithrt. Dabei wurden noch vorhandene
Gewebereste mehrmals mit frischem DME-Medium gemischt und durch mehrmaliges
Pipettieren weiter zerkleinert, bis die Zellsuspension ein Volumen von ca. 50 ml auf-
wies. Das Reaktionsgefafl wurde vorsichtig invertiert und anschliefend bei 54 xg und

4 °C fiir 2 Minuten zentrifugiert.

Der Uberstand wurde vorsichtig in ein frisches Reaktionsgefif8 {iberfithrt und noch-
mals bei gleichen Bedingungen zentrifugiert. Dieser Schritt wurde noch zweimal wie-
derholt. Der Uberstand wurde erneut in ein frisches ReaktionsgefaB iiberfithrt und bei

300 xg und 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Die oben schwimmende Fettschicht wur-
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de zuniichst abgesaugt, bevor der Uberstand komplett bis zum Zellpellet abgesaugt
wurde. Die Zellen wurden mit 50 ml DME-Medium resuspendiert und erneut dreimal
bei 54 xg und 4 °C fiir 2 Minuten zentrifugiert, wobei jedes Mal der Uberstand in ein
frisches Reaktionsgefif iiberfithrt wurde. AnschlieBend wurde der Uberstand bei 300 xg
und 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen
wurden in 5 ml FACS-Puffer resuspendiert.

In FACS-Ro6hrchen wurde 1 ml FACS-Puffer vorgelegt und die Zellsuspension auf die
zu messenden FACS-Rohrchen verteilt. Die Zellen wurden bei 405 xg und 4 °C fiir
5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Die vorbereiteten, in FACS-
Puffer verdiinnten Antikorper wurden zu den Zellen gegeben und auf Eis im Dunkeln
inkubiert. Die mit einem Fluorophor markierten Antikérper wurden fiir eine Stunde in-
kubiert. Fiir die Markierung von CD68 und CD206 mussten die Zellen vor der Farbung
permeabilisiert werden. Dafiir wurden die Zellen in 100 pl FACS-Puffer und 100 pl Re-
agent A des Leucoperm-Kits resuspendiert und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliefend wurden je 3 ml FACS-Puffer hinzugegeben und erneut, wie
oben beschrieben, zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Die Antikorper fiir
CD68 und CD206 wurden in Reagent B des Leucoperm-Kits verdiinnt und auf die zu
farbenden Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur im Dunkeln
fiir 30 Minuten.

Zellen, die mit einem nicht-markierten Antikorper gefarbt worden waren, wurden zu-
nédchst mit dem Primérantikérper fiir 30 Minuten inkubiert, mit 3 ml FACS-Puffer
gewaschen und anschlieflend fiir 30 Minuten mit dem Sekundéarantikorper geféarbt. Die
Inkubation erfolgte dabei im Dunkeln auf Eis. Nach der Inkubation wurden die Zellen
zweimal mit 2 ml FACS-Puffer gewaschen und in 200 pl FACS-Puffer resuspendiert.
Die Messung erfolgte am FACS Canto II von der Firma BD. Pro Probe wurden 50.000
Zellen erfasst. Dabei wurde die zu untersuchende Population durch die Verwendung von
Vorwirtslichtstreuung (Zellgrofie) und Seitwirtslichtstreuung (Zellgranularitéit) sowie
die Expression des Pan-Leukozytenmarkers CD45 eingegrenzt. Durch die Verwendung
von PE-; APC- und FITC-markierten Antikérpern konnten verschiedener Differenzie-
rungsmarker fiir Makrophagen-Subpopulationen und neutrophile Granulozyten identi-

fiziert werden. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der FlowJo-Software.

2.2.11 Klinische Chemie

Fiir die Analyse von Leberwerten aus dem Serum wurden die Teststreifen Liver I und

Kenshin II der Firma akray verwendet und im zugehorigen Messgerit (Spotchem, akray,
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Japan) gemessen. Es wurden folgende Parameter untersucht: GPT (ALT), GOT (AST),
totales Bilirubin, totales Protein, Albumin, Triacylgylceride, HDL-Cholesterin, totales

Cholestern, LDH. Die Daten wurden in Einfachbestimmung erhoben.

2.2.12 Multiplex

Fiir die Analyse von Zytokinen und Chemokinen in Mauseserum wurde die Multiplex-
Technik angewendet. Mit Hilfe dieser Technik war es moglich, aus einem geringen Se-
rumvolumen mehrere Analyte gleichzeitig quantitativ zu erfassen. Dies erfolgte durch
den Einsatz magnetischer Beads, welche zwei unterschiedliche Fluoreszenz-Farbstoffe
in verschiedenen Mischungsverhéltnissen enthalten. So konnten die Beads durchfluss-
zytometrisch eindeutig identifiziert werden. Beads mit dem gleichen Farbstoff-Misch-
ungsverhéltnis waren mit spezifischen Antikérpern gekoppelt, die den jeweiligen Seru-
manalyten banden. Wihrend der Inkubation des Serums und der magnetischen Beads
kam es zu Antigen-Antikorperbindung. Die Detektion erfolgte mit biotinylierten Detek-
tionsantikorpern und der Zugabe von Streptavidin. Der verwendete Multiplex wurde
nach Anwenderangaben zusammengestellt. Dabei wurden folgende Analyten in einem
Procarta-Plex untersucht: 1L-6, 1L-10, I1L-17/IL-25, Leptin, MCP-1 (CCL2), MIP-1«
(CCL3), MIP-13 (CCL4), MIP-2x (CXCL2). In einem weiteren Procarta-Plex wur-
den Adiponectin und CRP ebenfalls analysiert. Die Anwendung des Kits erfolgte nach

Herstellerangaben.

2.2.13 Insulin-ELISA

Zur Analyse der Insulin-Konzentration im Méuseserum wurde das Ultra Sensitive Mou-
se Insulin ELISA Kit der Firma Crystal Chem verwendet. Die Anwendung erfolgte nach
Herstellerangaben, die hier kurz beschrieben wird. Die Serumproben wurden verdiinnt
und auf die mitgelieferte Platte pipettiert. Die daran konjugierten Antikérper banden
das Insulin aus dem Serum. Danach wurde das Serum durch Waschen entfernt und
das gebundene Insulin mit einem zweiten l6slichen Antikorper inkubiert. Dieser An-
tikorper war an ein Enzym gebunden. Dieses Enzym wandelte ein zugegebenes Molekiil
in einen Farbstoff um. Die Intensitdt des Farbstoffs wurde photometrisch gemessen und

war proportional zur Insulinkonzentration.

2.2.14 Statistische Auswertung

Fiir die Darstellung der erhobenen Daten wurde jedes Replikat aufgefithrt sowie der
jeweilige Median einer Gruppe bestimmt. Identische oder &hnliche Werte wurden ii-

bereinander bzw. iiberlappend dargestellt. Fiir die statistische Auswertung wurde das
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Programm Graph Pad Prism in der Version 6.01 (La Jolla, USA) verwendet. Signifi-
kante Unterschiede (p<0,05) der PAR4*/* HFF-Gruppe zur PAR4"/* Standardfutter-
Gruppe wurden mit * markiert. Signifikante Unterschiede (p<0,05) der PAR4~/~ HFF-
Gruppe zur PAR4Y/* HFF-Gruppe wurden mit # markiert. Ermittelt wurden die
Unterschiede durch Verwendung der einfacher Varianzanalyse (one-way ANOVA) mit
Tukey post hoc Test.
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3 Ergebnisse

Zur Untersuchung der Bedeutung von PARA4 fiir die Entwicklung einer Fettleberer-
krankung und einer Insulinresistenz wurden Mé&use mit hochkalorischem Fettfutter
gefiittert. Im Laufe der Fiitterung wurde zur Charakterisierung der Entwicklung der
Krankheitsbilder Kérper- und Organdaten erfasst, um den Verlauf und Schweregrad zu
beurteilen. Dazu wurde die HFF-Wildtyp-Gruppe mit der Kontrollfutter-Gruppe ver-
glichen. Fiir die Untersuchung der Rolle des PAR4 wurde eine Gruppe PAR4-defizienter
Mause mit HF-Futter gefiittert und analog zur HFF-Wildtyp-Gruppe vergleichbare Da-
ten erfasst. Durch den Vergleich der Daten soll ein Beitrag des PAR4 zur Entwicklung
einer nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung (NAFLE) und einer durch Fiitterung

induzierten Insulinresistenz aufgedeckt werden.

3.1 Wird die PAR4-Transkription durch eine hochkalorische

Fettfiitterung beeinflusst?

Um den Einfluss des PAR4 auf die Entwicklung einer NAFLE und einer fiitterungs-
induzierten Insulinresistenz néher zu charakterisieren, wurde zunéchst die PAR4-Ex-
pression in der Leber, im epididymalen weiflen Fettgewebe und im interskapuléren
braunen Fettgewebe mittels qPCR untersucht. Dazu wurden Wildtyp-Méause bis zu
30 Wochen mit einem hochkalorischen Fettfutter gefiittert und die zu untersuchenden
Organe zu Beginn, nach 8, 16 und 30 Wochen analysiert. Zur Kontrolle der hochkalo-
rischen Fettfiitterung wurden Wildtyp-M&ause mit Standardfutter behandelt.

Die PAR4-Expression in der Leber der fettgefiitterten Méause wies keinen Unterschied
im Vergleich zur Standardfutter-Gruppe auf, bis auf eine signifikante Herunterregula-
tion in Fiitterungswoche 30. Im epididymalen weiflen Fettgewebe fiihrte eine hochka-
lorische Fettfiitterung zu einem signifikanten Anstieg der relativen PAR4-Expression
nach 8 und nach 30 Wochen Fiitterung. Im interskapuléren braunen Fettgewebe konnte
kein signifikanter Anstieg der relativen RNA-Expression von PAR4 festgestellt werden
(sieche Abbildung 4). Eine hochkalorische Fettfiitterung scheint demnach nur zu einem
spaten Zeitpunkt der Fettfiitterung einen Einfluss auf die PAR4-Expression in der Le-

ber zu haben.

Im epididymalen weilen Fettgewebe kam es zu einer systematischen Hochregulation
der PAR4-Expression unter einer hochkalorischen Fettfiitterung. Die PAR4-Expression
im interskapuldren braunen Fettgewebe wird durch die hochkalorische Fettfiitterung

nur tendenziell beeinflusst. Interessanterweise war die relative PAR4-Expression in der
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Leber deutlich niedriger als im Fettgewebe. Der Grund hierfiir liegt vermutlich in den
unterschiedlich groflen Zellpopulation von Leber und Fettgewebe, die PAR4 exprimie-
ren konnen. Aus diesem Grund sind die Schwankungen der Messwerte in der Leber

deutlich grofler als die Schwankungen der Messwerte im Fettgewebe.
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Abbildung 4: PAR4-Expression wird in der Leber und im weiflen Fettgewebe
durch eine hochkalorische Fettfiitterung beeinflusst.

Wildtyp-Méause wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfutter (HFF) gefiittert,
eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardtierfutter gefiittert (SF). Zu den angegebenen Zeit-
punkten wurden die Leber, das epididymale weifie und das interskapulidre braune Fettgewebe,
wie unter 2.2.3 beschrieben, entnommen. Die RNA wurde, wie unter 2.2.5 und 2.2.6 beschrie-
ben, isoliert, in cDNA umgeschrieben (siehe 2.2.7) und die relative RNA-Expression von PAR4
in der qPCR gemessen (siehe 2.2.8). Als Kontrollgen wurde SDHA verwendet. Die relative
Expression wurde aus dem negativen potenzierten Ct-Wert berechnet, nachdem der Ct-Wert
des Kontrollgens vom Ct-Wert des zu untersuchenden Gens abgezogen wurde. Dargestellt ist
jedes Replikat mit Median (n = 4-7). Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle
Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveaus: *:p <
0,05 fiir PAR4T/* SF zu PAR4T/* HFF.
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3.2 Beeinflusst PAR4 die Gewichtszunahme wihrend einer
hochkalorischen Fettfiitterung?

Fiir die Analyse der Entwicklung einer nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung und
einer Insulinresistenz wurden Wildtyp-Mé&use bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem
Fettfutter (HFF) gefiittert. Als Kontrollgruppe wurden Wildtyp-Méuse mit Standard-
haltungsfutter (SF) gefiittert. Zur Untersuchung des Einflusses von PAR4 wurden
PARA4-defiziente Méause ebenfalls mit hochkalorischem Fettfutter gefiittert.

Sowohl PAR4-kompetente als auch PAR4-defiziente Méuse nahmen wéhrend der ge-
samten Fiitterungszeit kontinuierlich an Gewicht zu, wohingegen die Mause, die Kon-
trollfutter enthielten, nur gering zu Beginn zunahmen und dieses Gewicht im weiteren
Beobachtungszeitraum hielten. Auffillig war, dass die PAR4-defizienten Méause bis zur
Fiitterungswoche 16 signifikant weniger an Gewicht zugenommen hatten als die HFF-
Wildtyp-Mause. Ab Fiitterungswoche 16 nahmen die PAR4-defizienten Mause deut-
lich mehr an Gewicht zu als die HFF-Wildtyp-Méuse, so dass beide Gruppen nach

Fiitterungswoche 16 keinen signifikanten Unterschied mehr aufwiesen.

Zusatzlich zum Gewicht wurde die Zunahme der Fettmasse untersucht. Dazu wur-
den die Méause in einem NMR-Gerét analysiert. Alle drei Gruppen wiesen im Ver-
suchszeitraum eine Zunahme der Fettmasse auf. Die Kontrollméduse nahmen lediglich
aufgrund von physiologischem Wachstum etwas an Fettmasse zu. Die Zunahme der
Fettmasse der PAR4-defizienten Mause war nach 5 und 11 Wochen einer hochkalo-
rischen Fettfiitterung signifikant niedriger als jene der HFF-Wildtyp-Mé&use. In Fiit-
terungswoche 17 unterschieden sich die Fettmassen der fettgefiitterten Gruppe nicht
mehr signifikant voneinander. Spétere Zeitpunkte der Fiitterung konnten aufgrund der
ausgepragten Adipositas der Mause und der baulichen Enge des NMR-Geréts nicht

ohne Gefahr fiir die Méuse analysiert werden.

Zur Uberpriifung der Diabetesentwicklung wurde zu verschiedenen Zeitpunkten die
Niichternblutglukosekonzentration bestimmt. Die hochkalorische Fettfiitterung fiihrte
ab Fiitterungswoche 12 zu einem signifikanten Anstieg der Niichternblutglukosekonzen-
tration (siehe Abbildung 5 und 23). Dabei konnte kein Unterschied zwischen den PAR4-
defizienten und PAR4-kompetenten Méausen festgestellt werden. Die hier zusammenge-
fassten Daten lassen somit annehmen, dass eine PAR4-Defizienz keinen signifikanten
Einfluss auf die Niichternblutglukosekonzentration und somit auf die Entwicklung eines
Diabetes hat.
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Die Untersuchungen belegten, dass eine hochkalorische Fettfiitterung zu einer signi-
fikanten Gewichtsteigerung fiihrte. Dies ging mit einer erh6hten Fettmasse sowie ei-
nem erhohten Niichternglukosespiegel im Vergleich zur Kontrollfutter-Gruppe einher.
Auffallig war, dass der PAR4-Einfluss eher zu Beginn der Fiitterung auftrat und es
dadurch unter PAR4-Defizienz zu einer Verzogerung der Gewichts- und Fettmassenzu-
nahme kam. Daraus ldsst sich schliefen, dass PAR4 zu Beginn einer hochkalorischen
Fettfiitterung die Entwicklung eines Ubergewichts, das den Hauptrisikofaktor fiir die
nicht-alkoholische Fettlebererkrankung und der fiitterungs-induzierten Insulinresistenz

darstellt, beeinflusst. Dieser Einfluss nahm aber im weiteren Verlauf der Fiitterung ab.
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Abbildung 5: PAR4 beeinflusst die Gewichtszunahme im frithen Verlauf einer
hochkalorischen Fettfiitterung und reguliert die Zunahme des Fettgewebes.

Wildtyp- und PAR4-defiziente Mause wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fett-
futter (HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardtierfutter gefiittert (SF).
(A) Die Méause wurden wihrend der Fiitterung einmal wochentlich gewogen (n = 5-26).
(B) Die Fettmasse der behandelten Miuse wurde zu den Zeitpunkten 5, 11 und 17 Wo-
chen nach Fiitterungsbeginn in einem NMR-Gerit untersucht (n = 6). (C) Zu den an-
gegebenen Zeitpunkten wurde den Mausen fiir 6 Stunden das Futter entzogen und die
Niichternblutglukosekonzentration mit einem Glukosemessgerét (accu Chek mobile, Roche)
analysiert. Dafiir wurde einmalig die Schwanzspitze mit einem Skalpell angeritzt und ein
Blutstropfen auf das Messfeld gegeben (n = 6-7). Dargestellt ist jedes Replikat mit Median.
KG = Korpergewicht. Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle Varianzanaly-
se (One-way ANOVA) mit Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveaus: *p < 0,05 fiir
PAR4T/* SF zu PAR4"/* HFF und #p < 0,05 fiir PAR4~/~ HFF zu PAR4*"/* HFF.
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3.3 Beeinflusst PAR4 das Gewicht von Leber und Fettgewebe

im Verlauf einer hochkalorischen Fettfiitterung?

Zur ndheren Untersuchung der Auswirkung einer hochkalorischen Fettfiitterung auf das
Gewicht von Leber und epididymalen weiflen Fettgewebes sowie des braunen Fettgewe-
bes wurden diese im Verlauf bestimmt. Ergénzend wurden diese Untersuchungen auch
in PAR4-defizienten Mause durchgefiihrt, um den Einfluss von PAR4 auf den Verlauf
dieser Parameter zu erfassen. Das Lebergewicht stieg aufgrund der Fettakkumulation
in den Hepatozyten im Laufe der Fiitterung in den HFF-Gruppen an (siche Abbil-
dung 6 und 23) und war nach 12 Wochen Fettfiitterung signifikant unterschiedlich zur
Standardfutter-Gruppe. Beim Vergleich der absoluten Lebergewichte zwischen PARA4-
defizienten Mausen und HFF-Wildtyp-M&ausen konnte kein Einfluss von PAR4 festge-
stellt werden. Wird das Lebergewicht auf das jeweilige Korpergewicht bezogen, ergaben
sich jedoch signifikante Unterschiede zwischen PAR4-defizienten und -kompetenten Le-
bern in Fiitterungswoche 16 (sieche Abbildung 6).

Ahnlich zum Lebergewicht reagierten das epididymale weiBe Fettgewebe und das in-
terskapulédre braune Fettgewebe auf die hochkalorische Fettfiitterung. Eine signifikante
Zunahme des Gewichtes beider Organe konnte bereits ab der 8. Fiitterungswoche fest-
gestellt werden. Interessanterweise beeinflusste eine PAR4-Defizienz eine Gewichtszu-
nahme beider Organe bis zur 16. Fiitterungswoche, indem bis zu diesem Zeitpunkt das
Organgewicht weniger zunahm. Zum Zeitpunkt der 30. Fiitterungswoche konnte kein
Unterschied zwischen den HFF-Gruppen beobachtet werden (siche Abbildung 6).

Um auszuschlieien, dass die PAR4-defizienten Mause moglicherweise eine verédnderte
Korpergrofle oder eine verdnderte Futteraufnahme im Vergleich zu den HFF-Wildtyp-
Méusen besaflen, wurden die Futteraufnahme und die Korpergrofie der Méause im Laufe
der Fiitterung tiberpriift (sieche Abbildung 22). Sowohl KorpergroBe als auch Futter-

aufnahme waren in beiden Gruppen iiber den gesamten Versuchszeitraum gleich grof3.

Die vorangehend ausgefiihrten Ergebnisse der Untersuchungen lassen annehmen, dass
PAR4 insbesondere wihrend fritherer Zeitpunkte fiir die vermehrte Akkumulation von
weilem wie auch braunem Fettgewebe im Rahmen einer hochkalorischen Fettfiitterung
von Bedeutung ist. Im Hinblick auf die Zunahme des Lebergewichtes scheint PAR4

hingegen weniger relevant zu sein.
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Abbildung 6: PAR4 beeinflusst die Gewichtszunahme der Leber und des Fettge-
webes

(A-D) Wildtyp- und PAR4-defiziente Méiuse wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem
Fettfutter (HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardtierfutter gefiittert
(SF). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Leber, das epididymale weifle Fettge-
webe und das interskapuldre braune Fettgewebe, wie unter Punkt 2.2.3 beschrieben, isoliert
und gewogen. Zusitzlich wurde das Lebergewicht auf das zum Zeitpunkt der Organentnahme
gemessene Korpergewicht bezogen (B). Dargestellt ist jedes Replikat mit Median (A-B: n =
4-7, C-D: n = 6). KG = Korpergewicht. Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle
Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveaus: *p <
0,05 fiir PAR4T/* SF zu PAR4™/* HFF und #p < 0,05 fiir PAR4~/~ HFF zu PAR4*/*
HFF.
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3.4 Beeinflusst PAR4 die Glukosetoleranz und Insulinsensiti-

vitat im Laufe einer hochkalorischen Fettfiitterung?

Die Expression von PAR4 wird in verschiedenen Zellen in einer Umgebung, in der ei-
ne hohe Glukosekonzentration vorliegt, hoch reguliert. Bisher wurde dies fiir murine
kardiale Fibroblasten und humane Adipozyten belegt ([145, 162]). Eine hochkalorische
Fettfiitterung beeinflusst unter anderem auch den Glukosemetabolismus. Wie in Abbil-
dung 5 dargestellt, kommt es im Verlauf einer hochkalorischen Fettfiitterung zu einer

erhohten Glukosekonzentration im Blut.

Um eine genaue Charakterisierung der Glukosetoleranz wihrend einer hochkalorischen
Fettfiitterung und eine Beteiligung von PAR4 festzustellen, wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten der Fettfiitterung ein Glukosetoleranztest durchgefiihrt. Dazu wurden
Wildtyp-Méausen und PARA4-defizienten Méausen fiir 6 Stunden das Futter entzogen
und die Glukosekonzentration im Blut gemessen. Durch Gabe einer gewichtsbezoge-
nen Menge Glukoselsung und der wiederholten Messung der Blutglukosekonzentration

nach einer vorgegebenen Zeit wurde die Reaktion auf den Glukosebolus beobachtet.

Eine hochkalorische Fettfiitterung fithrte bei Wildtyp-M&ausen nach 6, 12 und 18 Wo-
chen zu einer verminderten Glukosetoleranz. Nach Glukosegabe stieg der Blutglukose-
spiegel sprunghaft an und der Organismus der fettgefiitterten Wildtyp-Méuse benétigte
mehr Zeit, um den Blutglukosespiegel wieder auf Normalniveau zu senken. Die zu-
gehorigen AUC-Werte beschreiben wie schnell der Metabolit, in diesem Fall die Glu-
kose, aus dem Serum wieder entfernt wird. Ein hoher AUC-Wert spricht fiir eine ver-

minderte Glukosetoleranz.

Ein Einfluss von PAR4 wurde beobachtet, wenn der Glukosetoleranztest nach 6 und
12 Wochen durchgefiihrt wurde. Unter PAR4-Defizienz war die Glukosetoleranz zu Be-
ginn einer hochkalorischen Fettfiitterung im Gegensatz zu den HFF-Wildtyp-M&ausen
verbessert, wohingegen zum spéteren Zeitpunkt (18 Wochen Fiitterung) kein Einfluss
von PAR4 mehr detektiert wurde (siche Abbildung 7). Das heifit, dass PAR4 zu Beginn
einer hochkalorischen Fettfiitterung dazu beitrug, die Toleranz gegeniiber Glukose zu

vermindern, dessen Wirkung aber im weiteren Versuchsverlauf abnahm.
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Abbildung 7: Zu einem frithen Zeitpunkt einer hochkalorischen Fettfiitterung be-
einflusst PAR4 die Glukosetoleranz.

Wildtyp- und PAR4-defiziente Miuse wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fett-
futter (HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardtierfutter gefiittert (SF).
Zum angegebenen Zeitpunkt wurde den Miusen fiir 6 Stunden das Futter entzogen. Die
Niichternblutglukosekonzentration wurde durch Anritzen der Schwanzspitze und durch Auf-
nahme eines Bluttropfens mit einem Glukosemessgeriit (accu Chek mobile, Roche) analysiert.
Anschliefend wurde den Méusen 1 g/kg Korpergewicht Glukoselosung per os gegeben und
die Blutglukosekonzentration nach 5, 15, 30, 60 und 120 Minuten gemessen. Als Maf} fiir
die Glukosetoleranz wurde die Flache unter der Konzentration-Zeit-Kurve, welche als area
under the curve (AUC) angegeben wird, berechnet. Dieser Wert beschreibt, wie schnell der
Metabolit aus dem System eliminiert wird. Dargestellt ist jedes Replikat mit Median (n =
6). Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle Varianzanalyse (One-way ANOVA)
mit Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveaus: *p < 0,05 fiir PAR41/* SF zu PAR41/+
HFF und #p < 0,05 fiir PAR4~/~ HFF zu PAR4"/* HFF.
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Analog zur Glukosetoleranz sollte festgestellt werden, wie sich eine hochkalorische
Fettfiitterung auf die Insulinsensitivitit auswirkt und ob PAR4 auch in diesem Kon-
text einen Einfluss hat. Dazu wurden Wildtyp-Méausen und PAR4-defizienten Méusen
fiir 6 Stunden das Futter entzogen und die Blutglukosekonzentration bestimmt. An-
schlieBend erhielten die Méause eine gewichtsabhéngige Gabe einer Insulinlosung intra-
peritoneal. Deren Wirkung wurde durch Messung der Blutglukosekonzentration iiber
2 Stunden verfolgt. Wie in Abbildung 8 zu sehen, kommt es im Rahmen einer hoch-
kalorischen Fettfiitterung zu einer Verringerung der Insulinsensitivitdat und damit zu
einer Zunahme der Insulinresistenz. Ein hoher AUC-Wert spricht in diesem Test fiir

eine zunehmende Insulinresistenz.

Bereits nach 7 Wochen einer hochkalorischen Fettfiitterung wiesen die HFF-Wildtyp-
Mause eine beeintriachtigte Insulinsensitivitéit auf, die iiber den gesamten Versuchs-
zeitraum erhalten blieb. Ahnlich zum Ergebnis der Glukosetoleranz hatte PAR4 nur
zu Beginn der hochkalorischen Fettfiitterung einen Einfluss auf die Insulinsensitivitét.
Dabei wirkte sich eine PAR4-Defizienz zunéchst schiitzend auf die Entwicklung einer
Insulinresistenz aus. Wie zu Woche 7 und 14 der hochkalorischen Fettfiitterung zu se-
hen, verhielt sich zu diesen Zeitpunkten bei PAR4-defizienten M&usen die Reaktion auf
die Insulingabe dhnlich zur Wildtypgruppe, die Kontrollfutter erhielt. Dieser Effekt lies
sich nach 20 Wochen Fettfiitterung nicht mehr nachweisen (siche Abbildung 8).
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Abbildung 8: Zu einem frithen Zeitpunkt einer hochkalorischen Fettfiitterung be-
einflusst PAR4 die Insulinsensitivitit

Wildtyp- und PAR4-defiziente Miuse wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fett-
futter (HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardtierfutter gefiittert (SF).
Zum angegebenen Zeitpunkt wurde den Miusen fiir 6 Stunden das Futter entzogen. Die
Niichternblutglukosekonzentration wurde durch Anritzen der Schwanzspitze und durch Auf-
nahme eines Bluttropfens mit einem Glukosemessgerit analysiert. Anschliefend wurde den
Mausen 0,75 U/kg Korpergewicht Insulinlosung intraperitoneal gespritzt und die Blutgluko-
sekonzentration nach 15, 30, 60 und 120 Minuten gemessen. Als Maf fiir die Insulinsensitivitit
wurde die Fliche unter der Konzentration-Zeit-Kurve, welche als area under the curve (AUC)
angegeben wird, berechnet. Dieser Wert beschreibt, wie schnell der Metabolit aus dem System
eliminiert wird. Dargestellt ist jedes Replikat mit Median (n = 6). Signifikante Unterschiede
wurden durch einfaktorielle Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit Tukey post-Test ermit-
telt. Signifikantsniveaus: *p < 0,05 fiir PAR4™/* SF zu PAR41/* HFF und #p < 0,05 fiir
PAR4~/~ HFF zu PAR41/* HFF.
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3.5 Beeinflusst PARA4 klinische Parameter der Leber wihrend

einer hochkalorischen Fettfiitterung?

Eine hochkalorische Fettfiitterung beeinflusst die Organfunktion der Leber in zuneh-
mendem Mafle. Durch die Einlagerung der iiberméflig aufgenommenen Lipide in Hepa-
tozyten wird die Funktion dieser Zellen beeintrichtigt. Dariiber hinaus kommt es im
spateren Verlauf der hochkalorischen Fiitterung zu einer Zellschdadigung der Hepato-
zyten [167]. Dabei werden Zellbestandteile ins Blut abgegeben, die analysiert werden
kénnen und einen Hinweis auf das Mafl der Leberschadigung geben. Zu diesen Parame-
tern gehoren die Enzyme GOT, GPT und LDH. Eine weitere Funktion der Leber, die
vor allem durch eine hochkalorische Fettfiitterung beeinflusst wird, ist die Cholesterin-
verwertung. Dafiir wurde sowohl das totale Cholesterin als auch das arterioprotektive
HDL-Cholesterin sowie die Triacylglycerole im Serum bestimmt. Die Bestimmung der
Protein- und Albuminkonzentration im Serum kann Hinweise auf eine Funktionsstorung
der Syntheseleistung der Leber geben, wobei bei diesen Parametern auch eine Maldi-

gestion bzw. Malabsorption zu erniedrigten Serumspiegeln fiihrt.

Die hochkalorische Fettfiitterung fiihrte zu einer signifikanten Erhchung der totalen
Cholesterinkonzentation im Blut. Dabei lag auch das HDL-Cholesterin zum Teil ten-
denziell erhoht vor. Interessanterweise wurde eine erniedrigte Albuminkonzentration im
Serum nach 8 Wochen Fiitterung gemessen, welche zu spéateren Zeitpunkten nicht mehr
beobachtet werden konnte. Die Serumparameter GPT und GOT wiesen im Verlauf der
hochkalorischen Fettfiitterung einen tendenziellen Anstieg auf, wobei die Zunahme der
GPT-Konzentration erst nach 16 Wochen Fettfiitterung signifikant war. Dies weist
darauf hin, dass im Laufe einer hochkalorischen Fettfiitterung Hepatozyten geschadigt
wurden und daher vermehrt GPT im Serum gemessen wurde. Alle anderen gemessenen

Parameter wurden durch die hochkalorische Fettfiitterung nicht signifikant beeinflusst.

Wie in Abbilung 9 dargestellt, waren die medianen GPT-Konzentrationen im Serum
PARA4-defizienter Mause zu allen Zeitpunkten tendenziell niedriger als in entsprechen-
den Kontrollméusen, die mit hochkalorischem fettreichen Futter behandelt wurden.
Statistische Signifikanz erreichte dieser Effekt jedoch nur zu Woche 8 des Versuches.
Diese Befunde legen nahe, dass PAR4 fiir die Entstehung eines Leberschadens in Folge
einer hochkalorischen Fettfiitterung eine gewisse Rolle spielt. Hiermit iibereinstimmend
ist die Serumkonzentration der GOT nach 30 Wochen Fettfiitterung tendenziell auch

in M&ausen niedriger, die iiber den PAR4 nicht mehr verfiigen.
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Dariiber hinaus bewirkte PAR4, dass der totale Cholesterinspiegel nach 8 Wochen
Fettfiitterung signifikant geringer war als ohne PAR4 (siehe Abbildung 9). Die Serum-
parameter totales Bilirubin, LDH und Triacylglycerol wurden nicht von der hochkalo-
rischen Fettfiitterung beeinflusst, und auch die PAR4-Defizienz spielte keine Rolle bei
der Regulation dieser Parameter (siche Abbildung 24).
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Abbildung 9: PARA4 fiihrt zu einer Erh6hung von GPT und senkt Gesamtcholes-
terin im Serum nach 8 Wochen einer hochkalorischen Fettfiitterung.

Wildtyp- und PARA4-defiziente Méuse wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfut-
ter (HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardtierfutter gefiittert (SF). Zu
den angegebenen Zeitpunkten wurden die Méuse, wie unter 2.2.3 beschrieben, narkotisiert.
Durch Punktion der Vena cava inferior wurden mit einer Kaniile mindestens 500 pl Blut ent-
nommen. Das Serum wurde, wie unter 2.2.4 beschrieben, gewonnen. Die Serumkonzentration
der dargestellten Analyte wurde mit Hilfe von Teststreifen und der anschliefenden Auslesung
im Messgeriit (Spotchem, akray) analysiert. Dargestellt ist jedes Replikat mit Median (n = 4-
7). Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle Varianzanalyse (One-way ANOVA)
mit Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveaus: *p < 0,05 fiir PAR4*/* SF zu PAR4T/*
HFF und #p < 0,05 fiir PAR4~/~ HFF zu PAR4"/* HFF.
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3.6 Beeinflusst PAR4 die Zytokinexpression im Serum

wihrend einer hochkalorischen Fettfiitterung?

Ahnlich wie die Serumparameter der Leber werden Botenstoffe wie Chemokine und
Zytokine von Zellen ins Serum abgegeben. Die Analyse dieser Botenstoffe kann Auf-
schluss iiber den Verlauf einer Entziindungsreaktion im Rahmen von Schédigungs- und
Regenerations- bzw. Reparaturprozessen geben, die systemisch den gesamten Orga-
nismus betreffen. Fiir die Analyse der Chemokine und Zytokine im Serum wurden
Wildtyp-Mause und PAR4-defiziente Mause bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem
Fettfutter gefiittert und das Serum, wie unter 2.2.4 beschrieben, gewonnen. Mit Hilfe
der Luminex-Methode wurden die in Abbildung 10 aufgefithrten Chemokine und Zy-

tokine gemessen.

Die hochkalorische Fiitterung bewirkte insbesondere zu spéiten Zeitpunkten einen An-
stieg verschiedener Chemokine und Zytokine im Serum. So kam es unter hochkalorischer
fettreicher Fiitterung in Wildtyp-Méusen mit zunehmender Dauer zu einem Anstieg
von Insulin und tendenziell auch von Leptin. Parallel hierzu lies sich eine Zunahme
der Serumkonzentrationen fiir die Chemokine CCL2, CCL4 und tendenziell CXCL2
verzeichnen. Im Gegensatz hierzu kam es in Wildtyp-M&ausen im Verlauf einer hochka-
lorischen Fettfiitterung allenfalls zu einer marginalen Anderung der Serumkonzentra-
tionen von IL-6, IL-10, I1-25/IL-17, Adiponektin oder CRP. Interessanterweise kam es
im Vergleich zu Kontrollméusen in Méausen, bei denen das PAR4-Gen deletiert ist, im
Verlauf einer hochkalorischen Fettfiitterung zu einem zusétzlichen Anstieg der Serum-
konzentrationen fiir die Zytokine IL-6, IL-10, IL-25/IL-17 und das Chemokin CXCL2.

Diese Verdnderungen waren am eindrucksvollsten zu spéaten Zeitpunkten und insbeson-
dere zu Woche 30 nachweisbar und zu diesem Zeitpunkt fiir IL-10 und IL-25/IL-17 auch
signifikant. Wie oben bereits beschrieben, erfolgte der Anstieg der Insulin-Konzentration
im Serum von PAR4-defizienten Méusen hingegen verzogert und lag zu Woche 8 noch
signifikant niedriger unter dem Wert der entsprechenden Kontrollméuse. Eine weitere
interessante Beobachtung war, dass es in PAR4-defizienten Mausen unter hochkalori-
scher Fettfiitterung im Verlauf zu einem transienten Abfall der Serumkonzentration
von Adponectin kam (siche Abbildung 10).

In fettgefiitterten Wildtyp-Méausen wurde ein tendenzieller Anstieg der CRP-Serum-
konzentration beobachtet. Dieser Trend wurde in einem etwas geringeren Ausmaf
auch in den PAR4-defizienten Méausen beobachtet, wobei in diesen Mausen die CRP-

Serumkonzentration von Fiitterungswoche 16 zu Fiitterungswoche 30 stagnierte.
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Die Ergebnisse der Untersuchung weisen darauf hin, dass im Verlauf einer hochkalori-
schen Fettfiitterung PAR4 die Sezernierung verschiedener Chemokine und Zytokine ins
Serum dampft bzw. gidnzlich verhindert. Weder I11-6 noch 1L-25/11-17 stiegen im Laufe
einer hochkalorischen Fiitterung unter PAR4-Einfluss an. Lediglich die Serumkonzen-
tration von IL-10 wies eine tendenzielle Erhohung unter PAR4-Einfluss auf. Fehlt der
Einfluss von PAR4, ist die Sezernierung dieser Molekiile deutlich erhtht und stieg
kontinuierlich im Laufe des Fiitterungszeitraumes an. Uberraschenderweise waren die
meisten der untersuchten Adipokine, zu denen Insulin und Adiponectin zédhlen, nur
wenig durch die hochkalorische Fettfiitterung beeinflusst. Leptin schien im Laufe der
hochkalorischen Fettfiitterung tendenziell weiter anzusteigen, wobei nach 30 Wochen
Fettfiitterung der Unterschied noch nicht signifikant war (siche Abbildung 10).
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Abbildung 10: PARA4 beeinflusst wiéhrend einer hochkalorischen Fettfiitterung die
Serumkonzentration von IL-10, IL-25/IL-17, CCL4 und Insulin.

Wildtyp- und PARA4-defiziente Miuse wurden bis zu 30 Wochen mit einem hochkalorischen
Fettfutter (HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardtierfutter gefiittert
(SF). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Méuse wie unter 2.2.3 beschrieben narko-
tisiert. Durch Punktion der Vena cava inferior wurden mit einer Kaniile mindestens 500 pul
Blut entnommen. Das Serum wurde, wie unter 2.2.4 beschrieben. gewonnen. Die Konzen-
tration der Analyten wurde, wie unter 2.2.12 beschrieben, mit Hilfe einer Multiplex-Platte
(Procarta Plexr, Thermo Fisher) gemessen. Dargestellt ist jedes Replikat mit Median (n =
4). Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle Varianzanalyse (One-way ANOVA)
mit Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveaus: *p < 0,05 fiir PAR41/* SF zu PAR4/*
HFF und #p < 0,05 fiir PAR4~/~ HFF zu PAR4+/* HFF.
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3.7 Beeinflusst PAR4 die transkriptionelle Regulation ver-
schiedener Zytokine und Chemokine im weiflen oder brau-

nen Fett- bzw. im Lebergewebe?

Eine hochkalorische Fettfiitterung bewirkt eine Anderung im Gleichgewicht der Zyto-
kin- und Chemokinproduktion in verschiedener Ausprégung in unterschiedlichen Or-
ganen. Die davon betroffenen Organe sind hierbei unter anderem die Leber, das epi-
didymale weifle und das interskapulire braune Fettgewebe [168]. In der Leber kommt
es durch Einlagerung von Lipiden zu einer Stérung der Kommunikation zwischen He-
patozyten und Nicht-parenchymalen Zellen. Dabei werden Zytokine und Chemokine

sezerniert, die an der entstehenden Enziindung beteiligt sind.

In den nachfolgend ausgefiihrten Untersuchungen wurde die relative RNA-Expression
unterschiedlicher Zytokine und Chemokine in Leber und Fettgewebe untersucht, um
festzustellen, inwieweit es unter einer hochkalorischen Fettfiitterung in den verschiede-
nen Geweben zu einer Verdanderung der transkriptionellen Expression derselben kommt.
Dariiber hinaus sollte untersucht werden, ob PAR4 in Abhéngigkeit vom untersuchten

Gewebe einen Einfluss auf die Expression dieser Zytokine und Chemokine hat.

Zu diesem Zweck wurden Wildtyp-Mause und PAR4-defiziente Méuse bis zu 30 Wo-
chen mit hochkalorischem Fettfutter gefiittert und die RNA aus der Leber, dem epi-
didymalen weilen und interskapulédren braunen Fettgewebe, wie unter 2.2.5 und 2.2.6

beschrieben, isoliert. Die quantitative Analyse erfolgte mit Hilfe der qPCR-Methode.

Eine hochkalorische Fettfiitterung wirkte sich nicht ausgepragt auf die IL-6-Expression
in den drei beobachteten Organen aus. Sowohl die IL-6- als auch die IL-10-Expression
wurden in der Leber und in beiden Fettgeweben nur marginal induziert. Im weiflen
und braunen Fettgewebe konnte lediglich ein Trend fiir die IL-10-Expression beobach-

tet werden, der eine Zunahme im Verlauf der hochkalorischen Fiitterung beschreibt.

PAR4 schien in der Leber und im braunen Fettgewebe die Expression von IL-10 zu
fordern, wohingegen in der Leber die IL-6-Expression durch PAR4 eher gehemmt wurde
(sieche Abbildung 11). Bemerkenswert ist, dass weder die hochkalorische Fettfiitterung
noch eine PAR4-Defizienz einen Einfluss auf die IL-6- und IL-10-Expression im epidi-

dymalen weiflen Fettgewebe im gesamten Versuchszeitraum hatte.
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Zusammenfassend fiihrte sowohl die hochkalorische Fettfiitterung als auch die PARA4-
Defizienz nur zu einer marginalen Induktion der IL-6 und IL-10-Expression. PAR4
scheint daher in diesem Kontext keinen systematischen Einfluss auf die Zytokinexpres-
sion in den analysierten Geweben zu haben. Bei der Beurteilung der Daten ist allerdings
zu beachten, dass das Gewebe als Ganzes untersucht wurde und nicht einzelne Zellpo-

pulationen.
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Abbildung 11: PAR4 beeinflusst die Expression von IL-6 und IL-10 in der Leber
und im Fettgewebe.

Wildtyp-Méuse und PAR4-defiziente Méause wurden bis zu 30 Wochen mit einer hochkalo-
rischen Fettfiitterung (HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardtierfutter
gefiittert (SF). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Leber, das epididymale weifle
Fettgewebe und das interskapulédre braune Fettgewebe, wie unter 2.2.3 beschrieben, entnom-
men. Die RNA wurde, wie unter 2.2.5 und 2.2.6 beschrieben, isoliert, in cDNA umgeschrieben
(siehe 2.2.7) und die relative RNA-Expression von IL-6 und IL-10 wurde in der qPCR ge-
messen (siehe 2.2.8). Als Kontrollgen wurde SDHA verwendet. Die relative Expression wurde
aus dem potenzierten negativen Ct-Wert berechnet, nachdem der Ct-Wert des Kontrollgens
vom Ct-Wert des zu untersuchenden Gens abgezogen wurde. Dargestellt ist jedes Replikat
mit Median (n = 4-7). Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle Varianzana-
lyse (One-way ANOVA) mit Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveaus: *p < 0,05 fiir
PAR41/* SF zu PAR4T/* HFF und #p < 0,05 fiir PAR4~/~ HFF zu PAR4*/* HFF.
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Die Chemokine CCL2 und CXCL2 sind besonders fiir die Rekrutierung von Makropha-
gen und neutrophilen Granulozyten von zentraler Bedeutung [13-15]. Die Untersuchung
der relativen RNA-Expression dieser Chemokine kann Aufschluss dariiber geben, wann
und in welchen Organen es wéhrend einer hochkalorischen Fiitterung zu einem Rekru-
tierungssignal kommt und ob PAR4 diesen Entziindungsmechanismus beeinflusst. Die
hochkalorische Fettfiitterung fithrte nach 16 Wochen Fettfiitterung zu einem Anstieg
der CCL2-Expression sowohl in der Leber und im epididymalen weiflen Fettgewebe als

auch im interskapulédren braunen Fettgewebe.

In der Leber konnte die erhohte CCL2-Expression bereits ab der 12. Woche bis zur
20. Woche der Fettfiitterung festgestellt werden (siehe Abbildung 25). Die erhohte
CCL2-Expression konnte auch noch nach 30 Wochen Fettfiitterung im epididymalen
weiflen Fettgewebe beobachtet werden und wies einen tendenziell ansteigenden Ver-
lauf auf. PAR4 beeinflusste im besonderen Mafle die CCL2-Expression im epididyma-
len weiflen Fettgewebe von Fiitterungswoche 8 an bis zur 30. Woche. Dabei fiihrte
eine PAR4-Defizienz zunéichst nach 8 Wochen Fettfiitterung zu einer erhohten CCL2-
Expression, wohingegen nach 16 und 30 Wochen Fettfiitterung eine signifikant nied-
rigere CCL2-Expression im Vergleich zur HFF-Wildtypgruppe beobachtet wurde. In
Fiitterungswoche 16 fithrte PAR4 zu einer Hochregulation von CCL2 in der Leber.

Die CXCL2-Expression wurde vor allem in der Leber durch die hochkalorische Fett-
fiitterung bereits nach 8 Fiitterungswochen hochreguliert. Diese blieb {iber den ge-
samten Versuchszeitraum erhoht. Im interskapuléren braunen Fettgewebe konnte nur
nach 16 Wochen Fettfiitterung ein signifikanter Anstieg der CXCL2-Expression be-
obachtet werden. Eine PAR4-Defizienz wirkte sich nur in der Leber zu einem frithen
Zeitpunkt der Fettfutterung (8 Wochen) aus. Zu diesem Zeitpunkt lag die CXCL2-
Expression in der Leber signifikant niedriger vor als in der HFF-Wildtyp-Gruppe (siehe
Abbildung 12). Die hier aufgefiihrten Daten legen nahe, dass die CCL2-Expression im
epididymalen weiflen Fettgewebe unter hochkalorischer Fettfiitterung PAR4-abhéngig
erfolgt. Zusatzlich wiesen die CCL2- und CXCL2-Expression in allen drei untersuchten
Organen unter einer hochkalorischen Fiitterung einen tendenziellen Anstieg auf, der

zum Teil signifikant war.
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Abbildung 12: PARA4 beeinflusst die Expression von CCL2 und CXCL2 zu in der
Leber und im Fettgewebe.

Wildtyp-Miuse und PAR4-defiziente Miuse wurden bis zu 30 Wochen mit einer hochkalo-
rischen Fettfiitterung (HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardtierfutter
gefiittert (SF). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Leber, das epididymale weifle
Fettgewebe und das interskapuléire braune Fettgewebe, wie unter 2.2.3 beschrieben, entnom-
men. Die RNA wurde, wie unter 2.2.5 und 2.2.6 beschrieben, isoliert, in cDNA umgeschrieben
(siehe 2.2.7) und die relative RNA-Expression von CCL2 und CXCL2 wurde in der qPCR ge-
messen (siehe 2.2.8). Als Kontrollgen wurde SDHA verwendet. Die relative Expression wurde
aus dem potenzierten negativen Ct-Wert berechnet, nachdem der Ct-Wert des Kontrollgens
vom Ct-Wert des zu untersuchenden Gens abgezogen wurde. Dargestellt ist jedes Replikat
mit Median (n = 4-7). Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle Varianzana-
lyse (One-way ANOVA) mit Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveaus: *p < 0,05 fiir
PARA4T/* SF zu PAR41/* HFF und #p < 0,05 fiir PAR4~/~ HFF zu PAR41/* HFF.
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Die Zytokine TNF- und IFN-f3 werden im Rahmen von Entziindungsgeschehen vor
allem durch Makrophagen sezerniert [114, 115]. Daher wurden sie auch im Kontext
der Entstehung einer nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung und einer Insulinresis-
tenz in davon betroffenen Organen untersucht. Die TNF-a-Expression wurde durch die
hochkalorische Fettfiitterung nach 16 Wochen Fiitterung in der Leber und nach 30 Wo-
chen im epididymalen weiflen Fettgewebe hochreguliert. PAR4 beeinflusste die TNF-«x-
Expression nach 8 Wochen Fettfiitterung in der Leber und fiihrt zu einer TNF-o-
Expression, die dhnlich zur Standardfutter-Gruppe ist. Im interskapulédren braunen
Fettgewebe wies die TNF-a-Expression durch die hochkalorischen Fettfiitterung eine
tendenziell steigende Expression auf, wobei diese aber zu keinem Zeitpunkt signifi-
kant war. Die PAR4-defizienten M&ause wiesen diese tendenzielle Induktion der TNF-o-
Expression nicht auf (siehe Abbildung 13).

In der Leber wurde eine tendenziell gesteigerte Induktion der IFN-B-Expression fest-
gestellt. Gleichzeitig konnte beobachtet werden, dass eine PAR4-Defizienz zu diesem
Zeitpunkt zu einer dhnlichen IFN-B-Expression fiihrte, welche die Wildtypkontroll-
Méause aufwiesen, die mit Standardfutter gefiittert wurden. Das gleiche Phénomen
betraf das epididymale weifle Fettgewebe zur Fiitterungswoche 16, bei dem eine hoch-
kalorische Fettfiitterung und ein PAR4-Einfluss zu einer gesteigerten IFN-{3-Expression
fithrten. Besonders in diesem Organ scheint PAR4 einen systematischen Einfluss zu ha-
ben, da im gesamten Versuchsverlauf die PAR4-defizienten M&use auf dem Niveau der
Standardfutter-Méause blieben. Die IFN-3-Expression im interskapuléren braunen Fett-
gewebe wurde durch die hochkalorische Fiitterung oder durch PAR4 nicht beeinflusst
(sieche Abbildung 13).

Beim Vergleich der Zytokin- und Chemokin-Expressionen in den unterschiedlichen Or-
ganen fiel auf, dass der Unterschied der relativen RNA-Expression zwischen den Orga-
nen sehr grof§ war. Wihrend in der Leber relativ wenig RNA vorlag, war die relative
RNA-Expression der untersuchten Zytokine und Chemokine im epididymalen weiflen

Fettgewebe und im interskapulédren braunen Fettgewebe deutlich hoher.

Im Hinblick auf letzteres muss beriicksichtigt werden, dass Hepatozyten etwa 70 %
der Zellpopulationen in der Leber ausmachen. Unter anderem, noch unveréffentlichte,
Untersuchungen der Arbeitsgruppe belegen, dass hoch aufgereinigte murine Hepatozy-
ten in Abhéngigkeit vom Stimulus zwar Chemokine exprimieren kénnen, jedoch keine
Zytokine wie TNF-«, IFN-3, IL-6 oder IL-10. Entsprechend ist die relativ niedrige

Transkriptexpression fiir Zytokine in der Leber darauf zuriickzufiihren, dass Immun-
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zellpopulationen in der Leber im Hinblick auf die Gesamtzellmasse nur einen vergleichs-
weise geringen Anteil ausmachen. Entsprechend sind Transkripte, die aus diesen Zell-

populationen stammen, relativ gering.
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Abbildung 13: PARA4 beeinflusst die Expression von TNF-« und IFN-f3 in der
Leber und im Fettgewebe.

Wildtyp-Miiuse und PAR4-defiziente Miuse wurden bis zu 30 Wochen mit einer hochka-
lorischen Fettfiitterung (HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter
gefiittert (SF). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Leber, das epididymale weifle
Fettgewebe und das interskapulire braune Fettgewebe, wie unter 2.2.3 beschrieben, entnom-
men. Die RNA wurde, wie unter 2.2.5 und 2.2.6 beschrieben, isoliert, in cDNA umgeschrieben
(siehe 2.2.7) und die relative RNA-Expression von TNF-o und IFN-f3 wurde in der qPCR ge-
messen (siehe 2.2.8). Als Kontrollgen wurde SDHA verwendet. Die relative Expression wurde
aus dem potenzierten negativen Ct-Wert berechnet, nachdem der Ct-Wert des Kontrollgens
vom Ct-Wert des zu untersuchenden Gens abgezogen wurde. Dargestellt ist jedes Replikat
mit Median (n = 4-7). Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle Varianzana-
lyse (One-way ANOVA) mit Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveaus: *p < 0,05 fiir
PAR4T/* SF zu PAR41/* HFF und #p < 0,05 fiir PAR4~/~ HFF zu PAR4*/* HFF.
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Wie eingangs erwahnt, reguliert SOCS3 iiber eine negative Riickkopplung die Akti-
vierung des Insulinrezeptors (IR), d.h. eine Hochregulation der Expression von SOCS3
fiihrt zu einer Inhibition des Insulinrezeptors [122, 169]. Daher sollte iiberpriift werden,
ob es im Fettgewebe zu einer verstirkten Expression von SOCS3 durch die hochkalo-
rische Fettfiitterung kommt und ob PAR4 einen Einfluss darauf hat. Dazu wurden
Wildtyp-Mause und PAR4-defiziente Méause bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem
Fettfutter gefiittert und die relative RNA-Expression von SOCS3 aus dem epididyma-

len weilen und interskapulidren braunen Fettgewebe gemessen.

In beiden Fettgewebsarten wurde durch die hochkalorische Fettfiitterung ein tendenziel-
ler Anstieg der SOCS3-Expression beobachtet. Lediglich im braunen Fettgewebe fiihrte
eine hochkalorische Fettfiitterung nach 30 Wochen zu einem signifikanten Anstieg der
SOCS3-Expression. Interessanterweise schiitzte eine PAR4-Defizienz vor einer Hoch-
regulation der SOCS3-Expression im gesamten Versuchsverlauf. Die Ergebnisse legen
nahe, dass eine hochkalorische Fettfiitterung in Abhéngigkeit von der Zeit mit einer
Zunahme der Expression von SOCS3 im weiflen wie auch im braunen Fettgewebe ein-
hergeht. Interessanter Weise scheint diese Hochregulation nur im braunen Fettgewebe

PARA4-abhéngig zu erfolgen.
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Abbildung 14: Die Hochregulation der Expression von SOCS3 wird im braunen,
nicht jedoch im weiflen Fettgewebe iiber PAR4 vermittelt.

Wildtyp-Méause wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfutter (HFF) gefiittert,
eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter gefiittert (SF). Zu den angegebenen Zeit-
punkten wurde das epididymale weifle und das interskapulire braune Fettgewebe, wie unter
2.2.3 beschrieben, entnommen. Die RNA wurde, wie unter 2.2.6 beschrieben, isoliert, in ¢D-
NA umgeschrieben (sieche 2.2.7) und die relative RNA-Expression von SOCS3 wurde in der
qPCR gemessen (siehe 2.2.8). Als Kontrollgen wurde SDHA verwendet. Die relative Expres-
sion wurde aus dem negativen potenzierten Ct-Wert berechnet, nachdem der Ct-Wert des
Kontrollgens vom Ct-Wert des zu untersuchenden Gens abgezogen wurde. Dargestellt ist je-
des Replikat mit Median (n = 4-6). Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle
Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveaus: *p <
0,05 fiir PAR4/* SF zu PAR4"/* HFF und #p < 0,05 fiir PAR4~/~ HFF zu PAR4*/+
HFF.

71



Ergebnisse

3.8 Beeinflusst PAR4 die Immunzellpopulationen der Leber

wihrend einer hochkalorischen Fettfiitterung?

Eine hochkalorische Fettfiitterung fithrt dem Organismus in einem Uberma$ iiberschiis-
sige Energie in Form von Lipiden zu. Durch verschiedene Regulationsmechanismen ver-
sucht der Organismus, dieser Flut von Néahrstoffen gerecht zu werden, und lagert unter
anderem Lipide in den Hepatozyten ein, um die Lipide aus dem Kreislauf zu entfer-
nen. Dabei kommt es zu einem verénderten interzelluliren Kommunikationsverhalten
der Zellen in der Leber, welche zeitabhéngig erfolgen, und es werden unter anderem
Signalstoffe sezerniert, die dafiir sorgen, dass Zellen von auflerhalb der Leber in die

Leber einwandern und so zum Entziindungsgeschehen beitragen [170].

Die nachfolgend ausgefiihrten Untersuchungen sollen kléaren, ob es im Verlauf einer
hochkalorischen Fettfiitterung in Abhéngigkeit von der Zeit zu einer Verdnderung der
Immunzell-Population der Leber, besonders der Makrophagen und neutrophilen Gra-
nulozyten, kommt und ob PAR4 diese Verdnderung mafigeblich beeinflusst. Neutro-
phile Granulozyten exprimieren Ly6G auf ihrer Oberfliche und kénnen so mit einem
passenden Antikorper markiert und gemessen werden [171]. Nahezu alle Makropha-
gen exprimieren F4/80 [172]. Dazu gehoren sowohl die sessilen Gewebsmakrophagen
als auch die aus der systemischen Zirkulation bzw. dem Knochenmark eingewanderten

Monozyten/Makrophagen.

Weitere Makrophagenmarker sind Ly6C, CD68 und CD11b, wobei diese Molekiile nicht
ausschlielich auf Makrophagen exprimiert werden [171, 173-175]. Kupfferzellen expri-
mieren beispielsweise im Gegensatz zu anderen Makrophagen nahezu kein CD11b [176].
CD11c charakterisiert fithrend dendritische Zellen, wurde aber auch auf Makrophagen
nachgewiesen [177]. Ly6C gilt als Marker, der vorrangig auf rekrutierten Makrophagen
und von Monozyten verstiarkt exprimiert wird [171]. Daher wurde fiir die meisten un-
tersuchten Marker F4/80 ko-gefiarbt, damit sichergestellt war, dass nur Makrophagen

analysiert wurden.

CD163 ist ein selektives Markermolekiil, welches von sessilen Gewebsmakrophagen ex-
primiert wird [178]. Sowohl der Mannose-Rezeptor CD206 als auch der MHCII wird
von sessilen Makrophagen gebildet. Diese Molekiile werden vermehrt von Kupfferzel-
len in der Leber exprimiert [178]. CD14 wird vermehrt von Makrophagen exprimiert,
welche aus dem Knochenmark stammen [179]. Daher tragen sessile Lebermakrophagen
dieses Molekiil in geringerem Mafle auf ihrer Oberflache als Makrophagen, die aus der

systemischen Zirkulation bzw. dem Knochenmark in die Leber eingewandert sind.
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Zur Beantwortung der oben gestellten Frage, wurden Wildtyp-Méause und PAR4-de-
fiziente M&ause bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfutter gefiittert. Aus der
blutleeren und verdauten Leber wurde anschliefend eine Einzelzellsuspension herge-

stellt, mit spezifischen Antikorpern gefarbt und im FACS-Messgerét analysiert.

Eine hochkalorische Fettfiitterung fithrt zu einem Anstieg der Fluoreszenzintensitét
der CD45"Ly6G-Population nach 16 Wochen Fiitterung. Die Fluorezenzintensitit der
F4/807CD11b*-Population wurde durch die hochkalorische Fettfiitterung ab der 20.
Woche erhoht und behielt diesen signifikanten Unterschied bis zum Ende des Versuchs-
zeitraumes bei. Die hochkalorische Fettfiitterung fithrte aber auch zu einer Verringerung
des Fluoreszenzsignals von Zellpopulationen im Vergleich zur Standardfutter-Gruppe.
Dazu gehorten die F4/80TMHCIIT-Population, welche in den Wochen 12 und 16 ver-
ringert vorlag, und die F4/80*TLR4"-Population, welche zu den Zeitpunkten 12 und

26 Wochen signifikant verringert vorlag.

Der Einfluss von PAR4 betraf die meisten untersuchten Zellpopulationen. Eine PAR4-
Defizienz bewirkte dabei stets eine Verringerung der Fluoreszenzintensitéaten der Zellpo-
pulation im Vergleich zur HFF-Wildtypgruppe. Die CD45TLy6G™-, die F4/80TCD163 -
und die F4/807CD11c¢t-Population wiesen bei 16 Wochen Fettfiitterung eine signifikant
verringerte Fluoreszenzintensitéit auf. Die F4/80TCD11b"-Population war in Woche 8
der Fettfiitterung unter PAR4-Defizienz signifikant verringert. Die F4/80TCD68™- und
die F4/807CD206"-Population wiesen in den Wochen 8 und 16 des Versuchs ein signi-

fikant verringertes Fluoreszenzsignal auf.

Die F4/80"CD14"-Population wies zwar keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Versuchgruppen auf, jedoch konnte beobachtet werden, dass eine hochkalorische Fett-
fiitterung zu tendenziell hoheren Fluoreszensignalen dieser Population fithrte. Bei den
PARA4-defizienten Tieren konnte diese Erhohung der F4/807CD14"-Population nicht

beobachtet werden.

Interessanterweise wurden alle Unterschiede nach 8 bzw. 16 Wochen Fettfiitterung fest-
gestellt. Im spéten Versuchszeitpunkt von 30 Wochen konnte kein PAR4-Einfluss auf
die Immunzell-Populationen festgestellt werden. Zudem fiel auf, dass die Fluoreszenzin-
tensitdten der verschiedenen Oberflichenmarker der Standardfutter-Gruppe iiber den
Versuchszeitraum ebenfalls mitunter erheblich variierte. Dies weist darauf hin, dass
auch das Alter der Mause einen, zum Teil erheblichen, Einfluss auf die Zusammenset-

zung bzw. Polarisierung der untersuchten Zellpopulationen in der Leber hatte.
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Zur weiteren Beurteilung der Immunzellpopulationen wurde der relative Anteil der Sub-
population an der Gesamtpopulation bestimmt. Auffillig war, dass die Standardfutter-
Méuse zum Zeitpunkt von 0 Wochen hohere relative Anteile in allen untersuchten Popu-
lationen aufwiesen. Interessanterweise folgten alle analysierten Subpopulation wéihrend
der hochkalorischen Fettfiitterung dem gleichen Trend. In den PAR4-defizienten Mausen
waren die relativen Anteile der Subpopulationen nach Fiitterungswoche 8 am grofiten
und unterschieden sich signifikant von den relativen Anteilen der Subpopulationen der
HFF-Wildtyp-Mause. Im weiteren Fiitterungsverlauf wiesen die relativen Anteile der
Subpopulationen der PAR4-defizienten Méuse einen tendenziell sinkenden Verlauf auf.
Der relative Anteil der Subpopulationen der HFF-Wildtyp-M&ause war zu Beginn der
Fettfiitterung in Woche 8 am kleinsten, wurde grofer (Fiitterungswoche 16) und wurde

danach wieder kleiner bzw. stagnierte.
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F4/80*CD163* [MFI] CD45*Ly6G* [MFI]

F4/80*CD206™ [MFI]
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CD45*Ly6C* [MFI]

F4/80*TLR4" [MFI]

CD45*CD11b* [MFI]

Abbildung 15: PARA4 beeinflusst verschiedene Immunzellpopulationen in der Le-

ber.

Wildtyp- und PAR4-defiziente Miuse wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fett-
futter (HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter gefiittert (SF). Zu
den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen, wie unter 2.2.10 beschrieben, isoliert und
ihre mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) und der relative Anteil der Subpopulation an der
Gesamtpopulation im FACS Canto II der Firma BD gemessen. Dargestellt ist jedes Replikat
mit Median (n = 4-6). Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle Varianzana-
lyse (One-way ANOVA) mit Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveaus: *p < 0,05 fiir
PAR4H/* SF zu PAR4AT/*+ HFF und #p < 0,05 fiir PAR4~/~ HFF zu PAR4*/* HFF.
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3.9 Beeinflusst PAR4 die Einwanderung von Mac2"-Zellen in
die Leber?

Wie vorangehend ausgefiihrt, beeinflusst eine hochkalorische Fettfiitterung die Zusam-
mensetzung bzw. Polarisierung der Makrophagenpopulationen der Leber mitunter er-
heblich. Um néher zu kldren, ob PAR4 einen Einfluss auf die Grofle der Makropha-
genpopulationen hat, wurde in diesem Teil untersucht, ob PAR4 einen Einfluss auf die

Einwanderung von Makrophagen hat.

Fiir die Beantwortung der Frage wurden Wildtyp-Méuse und PAR4-defiziente Méuse
bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfutter gefiittert. Zu Beginn sowie nach 8, 16
und 30 Wochen wurden die Lebern immunhistochemisch mit einem Mac2-Antikérper
untersucht. Mac2 ist ein Synonym fiir Galectin-3, ein Molekiil, welches vor allem in Ma-
krophagen synthetisiert wird. Eine hochkalorische Fettfiitterung fithrte ab 16 Wochen
Fiitterung zu einer signifikanten Zunahme Mac2*-Zellen in der Leber (vgl. Abbildun-
gen 16 und 28).

Wie den in Abbildung 16 dargestellten Daten zu entnehmen ist, ist die Makrophagenpo-
pulation in PAR4-defizienten Mausen zu Woche 8 einer hochkalorischen Fettfiitterung
signifikant geringer als in entsprechenden Wildtyp-Méausen. Diese Differenz verschwin-
det im Verlauf der spéteren Zeitpunkte. Interessanterweise konnte im Versuchsverlauf
ferner beobachtet werden, dass die Mac2"-Zellen eine andere Organisation aufwie-
sen. Lagen sie zu Beginn vereinzelt zwischen den Hepatozyten vor, lagerten sie sich
vor allem zu spéteren Versuchszeitpunkten zu sogenannten kronenartigen Strukturen
(" crown-like structures”, CLS) zusammen. PAR4 scheint auf dieses Phénomen keinen
Einfluss zu haben, da diese Strukturen auch in PAR4-defizienten Lebern beobachtet

werden konnten.
Zusammenfassend fithrt PAR4 zu Beginn einer hochkalorischen Fettfiitterung zu ei-

ner Zunahme von Mac2'-Zellen, hat aber im weiteren Verlauf keinen Einfluss auf die

Zunahme dieser Zellen.
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Abbildung 16: PAR4 beeinflusst die Akkumulation von Mac2"-Zellen im friihen
Verlauf einer hochkalorischen Fettfiitterung.
Wildtyp- und PAR4-defiziente Méuse wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfut-
ter (HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter gefiittert (SF). Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde die Leber, wie unter 2.2.3 beschrieben, entnommen und Par-
affinschnitte, wie unter 2.2.9 beschrieben, angefertigt. Die Leberschnitte wurden dann, wie
unter 2.2.9.1 beschrieben, mit einem Mac2-spezifischen Antikérper gefirbt und im Durch-
lichtmikroskop aufgenommen. Die Abbildung zeigt zu jedem Zeitpunkt ein reprisentatives
Bild. Die quantitative Auswertung Mac2*-Zellen stellt jedes Replikat mit Median dar (n =
4-7). Der MaBstab entspricht 100 pm. Pfeile zeigen auf ausgewihlte CLS. Signifikante Unter-
schiede wurden durch einfaktorielle Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit Tukey post-Test
ermittelt. Signifikantsniveaus: *p < 0,05 fir PARAT/* SF zu PAR4T/* HFF und #p < 0,05
fiir PAR4~/~ HFF zu PAR4*/* HFF.
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3.10 Hat PARA4 einen Einfluss auf die Lipidakkumulation in

der Leber?

Wiéhrend einer hochkalorischen Fettfiitterung kommt es zu einer sogenannten ektopen
Lipidakkumulation in Geweben, die nicht dem Fettgewebe zuzuordnen sind. Das Or-
gan, in dem zuerst Lipide eingelagert werden, ist die Leber. Die Leber sorgt somit
dafiir, dass iiberschiissige Lipide aus dem Kreislauf entfernt werden. Die Lipide wer-
den in der Leber in Hepatozyten in Form von Vakuolen eingelagert. Da PAR4 einen
Einfluss auf den Glukosemetabolismus und auf das Gleichgewicht im Fettgewebe hat,
wurde untersucht, ob PAR4 die Lipidakkumulation in der Leber beeinflusst.

Fiir die Untersuchung wurden Wildtyp-Méause und PAR4-defiziente Méause bis zu 30 Wo-
chen mit hochkalorischem Fettfutter gefiittert. Zu Beginn und nach 8, 16 und 30 Wo-
chen wurde die Leber histologisch mit Hilfe der Olrot O-Firbung auf eine Lipidanrei-
cherung im Hepatozyten untersucht. Eine hochkalorische Fettfiitterung fithrte ab 8 Wo-
chen zu einer verstérkten Lipideinlagerung in den Hepatozyten (sieche Abbildungen 17
und 29). Eine PAR4-Defizienz sorgte dafiir, dass nach 8 und 16 Wochen signifikant we-
niger Lipide eingelagert wurden. Die Ergebnisse legen nahe, dass PAR4 zu Beginn und
im mittleren Verlauf einer hochkalorischen Fettfiitterung dafiir sorgt, dass vermehrt

Lipide aus dem Kreislauf in die Leber eingelagert werden.

Nach 30 Wochen Fettfiitterung lief§ sich auf Basis der verwendeten Methodik zur Quan-
tifizierung der Fetteinlagerung im Lebergewebe kein signifikanter Unterschied zwischen
Wildtyp-Mausen und Méusen mit PAR4-Defizienz unter hochkalorischer Fettfiitterung
nachweisen. Die Auswertung der histologischen Schnitte und hierbei insbesondere der
H&E Farbung (Abbildung 18) legen jedoch nahe, dass in Mausen, in denen das PAR4-
Gen deletiert ist, auch zu Woche 30 im Vergleich zu entsprechenden Wildtyp-Mé&usen
noch deutliche Unterschiede bestehen. So ldsst sich bei PAR4-defizienten Mausen auch
nach 30 Wochen Fettfiitterung ein zu Woche 16 vergleichbares histologisches Bild
nachweisen, in welchem, anders als in Wildtyp-Mé&usen, die Fetteinlagerung zunéchst
iiberwiegend in den periportalen Hepatozyten zu erfolgen scheint, wihrend perizentrale
Hepatozyten in den meisten Leberldppchen kaum Fetteinlagerungen aufweisen.

Im Gegensatz hierzu scheint in den Wildtyp-M&ausen die Fettleinlagerung hingegen
von perizentral nach periportal fortzuschreiten, so dass im Lebergewebe von Wildtyp-
Mé&usen, die iiber 30 Wochen hochkalorisches Fettfutter erhielten, keine eindeutigen
regionalen Unterschiede mehr nachweisbar waren. Dariiber hinaus wiesen die Hepato-
zyten der PAR4-defizienten M&use eine kleinere Grofle auf und enthielten feintropfigere
Lipidvakuolen als die Hepatozyten der HFF-Wildtyp-Méuse.
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Abbildung 17: PAR4 beeinflusst die Fettakkumulation in der Leber nach 8 und
16 Wochen einer hochkalorischen Fettfiitterung.

Wildtyp- und PAR4-defiziente Miuse wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fett-
futter (HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter gefiittert (SF). Zu
den angegebenen Zeitpunkten wurde die Leber, wie unter 2.2.3 beschrieben, entnommen und
Paraffinschnitte, wie unter 2.2.9 beschrieben, angefertigt. Die Leberschnitte wurden dann,
wie unter 2.2.9.2 beschrieben, gefirbt und im Durchlichtmikroskop aufgenommen. Die Ab-
bildung zeigt zu jedem Zeitpunkt ein reprisentatives Bild. Die quantitative Auswertung der
Olrot O-positiven Fliche stellt jedes Replikat mit Median dar (n = 4-7). Der MafBstab ent-
spricht 100 pm. Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle Varianzanalyse (One-
way ANOVA) mit Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveaus: *p < 0,05 fiir PAR4*/* SF
zu PAR4H/* HFF und #p < 0,05 fiir PAR4~/~ HFF zu PAR4*/* HFF.
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PAR4/* SF

]

PAR4*/* HFF PAR4- HFF

30w

Abbildung 18: Himatoxylin-Eosin-Fiérbung von Leberschnitten zu verschiedenen
Zeitpunkten einer hochkalorischen Fettfiitterung.

Wildtyp- und PAR4-defiziente Miusen wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fett-
futter (HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter gefiittert (SF). Zu
den angegebenen Zeitpunkten wurde die Leber, wie unter 2.2.3 beschrieben, entnommen und
Paraffinschnitte, wie unter 2.2.9 beschrieben, angefertigt. Die Leberschnitte wurden dann, wie
unter 2.2.9.3 beschrieben, gefarbt und im Durchlichtmikroskop aufgenommen. Die Abbildung
zeigt zu jedem Zeitpunkt ein reprisentatives Bild. Der Mafistab entspricht 100 pm.
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3.11 Beeinflusst PAR4 die Kollageneinlagerung und damit die
Fibrosebildung in der Leber?

Durch die erhohte Aufnahme von Lipiden im Rahmen einer hochkalorischen Fett-
fiitterung kommt es zu einer Schiadigung der Leber. Die dafiir verantwortlichen No-
xen sind die eingelagerten Lipide in den Hepatozyten. Erfolgt diese Schiadigung iiber
einen langeren Zeitraum, sind mehr und mehr Hepatozyten betroffen und es kommt
zu einer niedrig-gradigen Entziindung, bei der der Gewebeverband zum Teil zerstort
wird. Bei dieser Entziindung spielen eine grofle Anzahl unterschiedlicher Signalstoffe
und Zelltypen eine Rolle. Unter anderem kommt es zur Aktivierung von Fibroblas-
ten und hepatischen Sternzellen, die vermehrt interstitielles Bindegewebe produzieren,
um den geschidigten Gewebeverband zu reparieren. Dieses neue Gewebe kann aber
die Organfunktion nicht erfiillen und ist ein Maf§ fiir die zunehmende Schéadigung und

Funktionseinschrankung des betroffenen Organs [180].

Da PAR4 nach 8 und 16 Wochen einer hochkalorischen Fettfiitterung einen Einfluss
auf die Lipidakkumulation aufwies, wurde vermutet, dass PAR4 ebenso Reparatur-
vorgéinge, wie die Bildung von Bindegewebe und die Entstehung von Fibrose, beein-
flussen konnte. Fiir diese Untersuchung wurden Wildtyp-Méause und PAR4-defiziente
Mause bis zu 30 Wochen lang mit hochkalorischem Fettfutter gefiittert und die Lebern
zu Beginn sowie nach 8, 16 und 30 Wochen histologisch mit einer Pikro-Sirirusrot-
Féarbung behandelt.

Wie in Abbildung 19 zu sehen ist, fiihrte eine hochkalorische Fettfiitterung ab 8 Wochen
zu einem Anstieg des Kollagengehaltes in der Leber (vgl. hierzu die Abbildungen 19
und 30). PAR4 wirkte sich dabei nicht auf das Ausmafl des Kollagengehaltes aus, da
kein Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden konnte, die mit der hoch-
kalorischen Fettfiitterung behandelt wurden. PAR4 scheint daher keinen Einfluss auf

Signale oder Zellen zu haben, die mit einer vermehrten Kollagenbildung assoziiert sind.
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Abbildung 19: PAR4 hat keinen Einfluss auf die Fibrosebildung wihrend einer
hochkalorischen Fettfiitterung.

Wildtyp- und PAR4-defiziente Méuse wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fett-
futter (HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter gefiittert (SF). Zu
den angegebenen Zeitpunkten wurde die Leber, wie unter 2.2.3 beschrieben, entnommen und
Paraffinschnitte, wie unter 2.2.9 beschrieben, angefertigt. Die Leberschnitte wurden dann,
wie unter 2.2.9.4 beschrieben, gefarbt und im Durchlichtmikroskop aufgenommen. Die Ab-
bildung zeigt zu jedem Zeitpunkt ein reprisentatives Bild. Die quantitative Auswertung der
Pikro-Siriusrot-positiven Fliche stellt jedes Replikat mit Median dar (n = 4-7). Der MaB-
stab entspricht 100 pm. Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle Varianzana-
lyse (One-way ANOVA) mit Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveaus: *p < 0,05 fiir
PAR4+/* SF zu PAR4*/* HFF und #p < 0,05 fir PAR4~/~ HFF zu PAR4*/* HFF.
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3.12 Beeinflusst PAR4 die Homoostase des Fettgewebes

wihrend einer hochkalorischen Fettfiitterung?

Wiéhrend einer hochkalorischen Fettfiitterung wird dem Organismus vermehrt Fett zu-
gefiithrt. Dieses wird im Fettgewebe und in ektopen Lipidspeichern wie der Leber an-
gereichert [181]. Wie in vorangegangenen Ergebnissen gezeigt, beeinflusst PAR4 den
Glukosemetabolismus im Verlauf der hochkalorischen Fettfiitterung. In diesem Ab-
schnitt wurde der Einfluss von PAR4 auf das Fettgewebe untersucht, da besonders das

Fettgewebe empfindlich auf eine Storung des Glukose- und Lipidhaushalts reagiert.

Fiir die Untersuchung des Fettgewebes wurden Wildtyp-Méuse und PAR4-defiziente
Ma&use bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfutter gefiittert. Zu Beginn und
nach 8, 16 und 30 Wochen wurden das epididymale weifle und das interskapulére brau-
ne Fettgewebe immunhistochemisch mit einem spezifischen Antikorper fiir Mac2, einem

Makrophagenmarker, untersucht.

Eine hochkalorische Fettfiitterung bewirkte eine Vergréflerung der mittleren Adipo-
zytengrofle im epididymalen weilen Fettgewebe im gesamten Versuchszeitraum, wo-
bei eine PAR4-Defizienz zunéchst eine Vergrofierung verzogerte (8 Wochen in Abbil-
dung 20), aber nach 16 und 30 Wochen Fiitterung keinen Einfluss auf die mittlere
Adipozytengréfie hatte. Die Mac2t-Zellen, welche in Braun dargestellt sind, fanden
sich vermehrt im epididymalen weiflen Fettgewebe im Rahmen einer hochkalorischen
Fettfiitterung in Form von kronenartigen Strukturen (”crown-like structures”, CLS).
Eine PARA4-Defizienz fithrte allerdings dazu, dass die Akkumulierung dieser Zellen ins
epididymale weifle Fettgewebe geringer war und weniger CLS vorlagen als in der fett-

gefiitterten Wildtyp-Gruppe.

Der Einfluss von PAR4 im interskapuldren braunen Fettgewebe fiihrte zu einer Ver-
groflerung der mittleren Adipozytengrofle ab 8 Wochen Fettfiitterung. Fehlte dieser
Einfluss, war diese Vergréflerung im gesamten Fiitterungszeitraum signifikant kleiner.
Ahnlich wie im epididymalen weiBen Fettgewebe bewirkte PAR4 eine Zunahme Mac2+-
Zellen, welche auch in diesem Fettgewebe als CLS angeordnet vorlagen. Fehlte PARA4,

fanden sich deutlich weniger CLS im braunen Fettgewebe.

Zusammenfassend weisen die Beobachtungen darauf hin, dass PAR4 Einfluss darauf
nimmt, in welchem Mafle die Adipozyten Lipide aufnehmen. Auch die Einwanderung
von Mac27"-Zellen sowohl im epididymalen weiflen als auch im interskapuldren braunen

Fettgewebe werden von PAR4 mafigeblich beeinflusst.
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Abbildung 20: PAR4 beeinflusst anfangs die Adipozytengrifle im epididymalen
weiflen Fettgewebe und bewirkt eine Akkumulation von Mac2"-Zellen im Verlauf
einer hochkalorischen Fettfiitterung.

Wildtyp- und PARA4-defiziente Méuse wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfut-
ter (HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter gefiittert (SF). Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde das epididymale weile Fettgewebe, wie unter 2.2.3 beschrie-
ben, entnommen und Paraffinschnitte, wie unter 2.2.9 beschrieben, angefertigt. Die Schnitte
wurden dann, wie unter 2.2.9.1 beschrieben, mit einem Mac2-spezifischen Antikoérper gefiarbt
und im Durchlichtmikroskop aufgenommen. Die Abbildung zeigt zu jedem Zeitpunkt ein re-
prasentatives Bild. Die quantitative Auswertung der CLS stellt jedes Replikat mit Median
dar (n = 4-7). Der Mafistab entspricht 200 pm. Pfeile zeigen auf ausgewihlte CLS. Signifikan-
te Unterschiede wurden durch einfaktorielle Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit Tukey
post-Test ermittelt. Signifikantsniveaus: *p < 0,05 fiir PAR41t/* SF zu PAR41/* HFF und
#p < 0,05 fiir PAR4~/~ HFF zu PAR4*/* HFF.
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Abbildung 21: PAR4 beecinflusst die Adipozytengréfie im interskapuliren brau-
nen Fettgewebe und bewirkt eine Akkumulation von Mac2"-Zellen im Verlauf
einer hochkalorischen Fettfiitterung.

Wildtyp- und PAR4-defiziente M#iusen wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fett-
futter (HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardtierfutter gefiittert (SF).
Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde das interskapulidre braune Fettgewebe, wie unter
2.2.3 beschrieben, entnommen und Paraffinschnitte, wie unter 2.2.9 beschrieben, angefertigt.
Die Schnitte wurden dann, wie unter 2.2.9.1 beschrieben, mit einem Mac2-spezifischen An-
tikorper gefdarbt und im Durchlichtmikroskop aufgenommen. Die Abbildung zeigt zu jedem
Zeitpunkt ein reprisentatives Bild. Die quantitative Auswertung der CLS stellt jedes Replikat
mit Median dar (n = 4-7). Der Mafistab entspricht 200 pm. Pfeile zeigen auf ausgewiihlte CLS.
Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit
Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveaus: *p < 0,05 fir PAR4T/% SF zu PAR47/+ HFF
und #p < 0,05 fiir PAR4™/~ HFF zu PAR4T/* HFF.
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4 Diskussion

Ubergewicht, Insulinresistenz und das Auftreten einer Fettleber kénnen entstehen,
wenn der Organismus iiber einen langeren Zeitraum hinweg zu viel Energie {iber die
Erndhrung erhélt. Dabei kommt es zu einem Ungleichgewicht verschiedener Systeme,
die sich {iber die Organgrenzen hinweg gegenseitig beeinflussen. Dazu gehoéren unter
anderem die beteiligten Zellen und Molekiile, die fiir eine Entziindung verantwortlich
sind, sowie die Glukose-, Fett- und Insulinsignalwege und das Gerinnungssystem. In
klinischen und epidemiologischen Studien wurde bereits beschrieben, dass eine Verbin-
dung zwischen Ubergewicht und thromboembolischen Ereignissen besteht [182]. Eben-
so steht die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLE) in Verbindung mit einem
erhohten Risiko fiir Herz-Kreislauf-Erkrankungen [183].

Verschiedene Untersuchungen deuten darauf hin, dass die héhere Inzidenz von Mor-
biditdt und Mortalitat bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen bei Patienten mit NAFLE
unabhéngig von herkémmlichen kardiometabolischen Risikofaktoren (z. B. Adipositas,
Insulinresistenz und Diabetes mellitus) ist [184-186]. Die genauen Mechanismen sind
nicht vollstindig verstanden und spiegeln wahrscheinlich mehrere koexistierende Si-

gnalwege wider [186].

Jiingste Studien lassen annehmen, dass ein hyperkoagulierbarer Zustand fiir das erhohte
Risiko von Thrombose bei Patienten mit NAFLE verantwortlich ist. Erhéhte Plasma-
spiegel von verschiedenen pro-thrombotischen Faktoren (z. B. Fibrinogen, Faktor VIII
und PAI-1) wurden bei Patienten mit NAFLE beschrieben [187-190]. Ebenso wird
vermutet, dass die Hyperaktivitdt der Thrombozyten einen Beitrag zum erhchten Risi-
ko fiir Herz-Kreislauf-Erkrankungen bei Patienten mit metabolischem Syndrom leistet
[191-193]. Dessen Rolle im Rahmen einer NAFLE bleibt aber weiterhin unklar.

Die hier vorliegende Arbeit untersuchte den Einfluss von PAR4 im Rahmen einer nicht-
alkoholischen Fettlebererkrankung im Zusammenhang mit einem fiitterungsinduzierten
Ubergewicht und dem Einhergehen einer Insulinresistenz. Die PAR4-Expression wur-
de bisher fiir Thrombozyten, Adipozyten und einer Subpopulation von Makrophagen
nachgewiesen [142, 145, 148, 194]. Als thrombinsensitiver Rezeptor ist dieser Rezep-
tor vor allem in die Regulation der Gerinnung involviert, aber er ist auch, wie ein-
gangs beschrieben, an der Regulation anderen physiologischer und pathophysiologi-
scher Vorginge involviert. Uber die Beteiligung des PAR4 an der Entwicklung einer
nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung und Insulinresistenz liegen bis dato keine Da-

ten vor. Die hier vorliegende Arbeit liefert erstmals einen Beleg dafiir, dass PAR4 in
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der Entwicklung einer nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung sowie der Entstehung

einer Insulinresistenz involviert ist.

4.1 Einfluss des PAR4 auf die Entwicklung von Ubergewicht

Fiir die Untersuchung wurden Wildtyp- und PAR4-defiziente Méuse bis zu 30 Wochen
mit hochkalorischem Fettfutter gefiittert und verschiedene Parameter beobachtet, um
einen Einfluss von PAR4 aufzuzeigen. Die Korpergewichtszunahme, die Gewichtszu-
nahme des Fettgewebes und der Leber durch die hochkalorische Fettfiitterung wurden
durch eine PAR4-Defizienz nicht aufgehoben. Allerdings wurde wéhrend der frithen
Zeitpunkte eine deutlich verzogerte Zunahme des Korpergewichts in PAR4-defizienten
Méusen beobachtet. Ein Unterschied, der sich im weiteren Verlauf der Fiitterungsver-

suche jedoch ausglich, und zu Woche 30 nicht mehr nachweisbar war.

Die Gewichtszunahmen der oben angesprochenen Parameter sind vergleichbar mit den
Beobachtungen einer vorangegangenen Studie [195]. Kopec et al. fiitterten Wildtyp-
Mé&use mit einem hochkalorischen Fettfutter und einem Kontrollfutter iiber 20 Wochen
und konnten einen Zunahme des Gewichts, der Fettmasse und des Lebergewichts ver-
zeichnen. Ein Vergleich mit der vorliegenden Arbeit kann gezogen werden, da in dieser
Publikation ein vergleichbares hochkalorisches Fettfutter verwendet wurde, bei dem,
wie in der vorliegenden Arbeit, 60 % der Kalorien Fett ausmacht. Einzig das Kontroll-
futter der Publikation enthielt mit 13 % Fettkalorien einen hoheren Anteil im Vergleich
zu 9 % des Standardfutters, welches in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde. Ein
Vergleich der Gewichtsdaten der PAR4-defizienten Gruppe mit der Literatur kann nicht

erfolgen, da hierzu bislang keine Daten erhoben wurden.

4.2 Einfluss des PAR4 auf die Entwicklung einer Insulinresis-

tenz

Wie eingangs erwéhnt, konnte bereits in einer vorangegangenen Studie festgestellt wer-
den, dass die PAR4-Expression vom Glukosegehalt der Umgebung der exprimierenden
Zelle abhéngig ist [162]. Dabei induziert eine hohe Glukosekonzentration eine hohere
PAR4-Expression. Dies wurde bislang allerdings nur in kardialen Fibroblasten und hu-
manen vaskuldren glatten Muskelzellen untersucht [149, 162, 196]. Die Frage, ob PAR4
einen Einfluss auf die Entwicklung einer Insulinresistenz im Verlauf einer hochkalo-
rischen Fettfiitterung hat, wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals untersucht. Bei
der alleinigen Betrachtung der Niichternblutglukosekonzentration scheint PAR4 keinen

Einfluss auf den Glukosemetabolismus zu haben. Wird der Organismus allerdings ent-
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weder mit einem Glukose- oder Insulinbolus belastet, konnte belegt werden, dass PAR4
insbesondere wéhrend fritherer Zeitpunkte fiir die Entstehung einer verminderten Glu-
kosetoleranz und iibereinstimmend damit zu einer reduzierten Insulinsensitivitéat von
Bedeutung ist. Dieser Einfluss ist wihrend spéterer Zeitpunkte nicht mehr nachweis-
bar, so dass anzunehmen ist, dass PAR4 nur im Rahmen kurzzeitiger metabolischer
Belastungen von pathogenetischer Bedeutung fiir die Entstehung einer Insulinresistenz
ist, wihrend im Rahmen chronischer, lang anhaltender Belastungssituationen andere
PAR4-unabhéngige Mechanismen fiir den weiteren Progress und die Entwicklung eines

Diabetes mellitus relevant sind.

Der Verlauf der Glukosetoleranz- und Insulinsensitivitéitstests der Wildtyp-Gruppen
ist vergleichbar mit schon verdffentlichten Daten [195]. Kopec et al. wiesen fiir die
fettgefiitterten Wildtyp-Méause ebenfalls eine verminderten Glukosetoleranz und In-
sulinsensitivitdt im Vergleich zu den Standardfutter-M&usen nach. Auch wurden hier
vergleichbare Versuchsbedingungen wie in der vorliegenden Arbeit gewé#hlt. Der Un-
terschied bestand lediglich in der Durchfithrung des Glukosetoleranztests, in welchem
Dextrose anstatt Glukose verwendet wurde und eine anderes Glukosemessgerét ver-
wendet wurde. Dies konnte auch ein Grund sein, warum die Niichternblutglukose-
konzentrationdaten stédrker von jenen in der Literatur genannten Daten abweichen.
Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Messgerat misst alle Zuckerarten im Blut,
was die im Vergleich zur Literatur gemessenen héheren Werte der vorliegenden Arbeit

erklaren konnte.

4.3 Einfluss von PAR4 im Serum

Die Messung der Serumparameter der Leber und im Serum zirkulierender Zytokine
und Chemokine kann Hinweise {iber den Grad der Entziindung geben, welche mit der
hochkalorischen Fettfiitterung induziert wurde. Die iiberméfiige Zufuhr von Energie
und freien Fettsduren fiihrt zu einer verdnderten Kommunikation zwischen den Or-
ganen und ihren unterschiedlichen Zelltypen [170]. Dabei kommt es zur Sezernierung
verdnderter Zytokin- und Chemokinprofile aus den Organen, welche im Serum analy-

siert werden konnen.

Die gemessenen Serumparameter deuten auf eine Beeinflussung der Leber durch die
hochkalorische Fettfiitterung hin. Die Leberparameter GPT und GOT deuten dabei
auf eine Schadigung der Leber hin, wihrend Cholesterin und HDL-Cholesterin ein Aus-
druck der metabolischen Entgleisung darstellen. GPT wird ins Serum freigesetzt, wenn

die Membranintegritédt der Hepatozyten geschiadigt wird. Der Serumparameter Albu-
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min wurde ebenfalls durch die hochkalorische Fettfiitterung beeinflusst. Eine sinkende
Albuminserumkonzentration weist auf eine Funktionsminderung der Leber hin. Redu-
zierte Albuminspiegel kénnen allerdings auch auf einer Maldigestion bzw. -absorption
oder auf einer Mangelerndhrung beruhen. Diese Parameter werden vermutlich durch
die zunehmende Einlagerung von Lipiden in Hepatozyten verursacht. Die Erhohung
des HDL-Cholesterins scheint hierbei eine Begleiterscheinung der Erhéhung des Ge-

samtcholesterins zu sein.

Zwei Studien sind bekannt, die ein dhnliches Modell zur Induktion einer Fettleibigkeit
verwenden [195, 197]. Zu beachten sind hierbei der gleiche Mausstamm, vergleichbares
hochkalorisches Fettfutter und vergleichbare Methoden, mit denen die Daten erho-
ben wurden. Zhao et al. wiesen fiir die HFF-Wildtyp-Gruppe nach 14 Wochen eine
etwas hohere Triacylglycerol-Serumkonzentration nach als in der vorliegenden Arbeit
gemessen wurde. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wurde kein
Einfluss der hochkalorischen Fettfiitterung auf die Serumparameter GPT und GOT
beobachtet [197].

Der Einfluss von PAR4 auf die Serumparameter wihrend einer hochkalorischen Fett-
fiitterung wurde in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal untersucht. Im zeitlichen
Verlauf kam es zu einem tendenziellen Anstieg von GOT und GPT unter Fettfiitterung.
Vor allem bei der GPT unterschieden sich die PAR4-defizienten M&use hier tendenzi-
ell von den HFF-Wildtyp-Méusen deutlich. Interessanterweise fithrte PAR4 zum Zeit-
punkt von 8 Wochen dazu, dass die totale Cholesterinserumkonzentration noch nahe

am Normbereich liegt und erst im weiteren Versuchsverlauf anstieg.

Analog zu den Leberserumparametern wurden zirkulierende Zytokine und Chemokine
im Serum gemessen. Zwei Studien wiesen vergleichbare CCL2-Serumkonzentrationen
nach [195, 197], die die eigenen Beobachtungen unterstiitzen. Zhao et al. fithren zu
den Daten der vorliegenden Arbeit vergleichbare IL-6-Serumkonzentrationen auf [197].
Dem gegeniiber gestellt wurden sowohl in anderen Tiermodellen als auch in Patienten
mit einer nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung erhohte IL-6-Serumkonzentrationen
festgestellt [198-200]. Die Zunahme der von Kopec et al. aufgefiithrten IL-17 Serum-
konzentration konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestétigt werden [195], obwohl
vergleichbares Fettfutter und der gleiche Mausstamm (C57B1/6J) verwendet wurde.
Ein moglicher Grund fiir den Unterschied der IL-17 Serumkonzentration kénnte ein

anderes Testsystem sein, mit dem die Molekiile im Serum gemessen wurden.

92



Diskussion

Die IL-10-Serumkonzentration wurde durch die hochkalorische Fettfiitterung nicht be-
einflusst. Dies widerspricht der Untersuchung von Kondo et al., die eine wesentlich
niedrigere IL-10-Serumkonzentration in fettgefiitterten Mausen beobachtet hat [201]. In
der vorliegenden Arbeit scheint interessanterweise der PAR4-Einfluss dazu zu fiihren,
dass die IL-10-Serumkonzentration iiber den Versuchszeitraum konstant bleibt und
nicht ansteigt. Offen ist noch die Frage, welches Organ bzw. welche Zellen fiir die
erhohte IL-10-Expression in den PAR4-defizienzen M&ausen verantwortlich sind. Leber,
epididymales weifles und interskapuléres braunes Fettgewebe scheinen nicht dafiir ver-
antwortlich zu sein, da die Analyse der IL-10-Expression in diesen Geweben zu den
analysierten Zeitpunkten nur marginale Unterschiede zwischen den verschiedenen un-
tersuchten HFF-Gruppen ergab. (siche Abbildung 11).

Mit fortgeschrittenem Versuchsverlauf stiegen die Serumkonzentrationen von CCL2,
CCL4 und CXCL2 unabhéngig vom Genotyp an. Diese Chemokine sind an der Re-
krutierung von Immunzellen beteiligt [202-204]. Dabei sind Liganden des Chemokinre-
zeptors CCR2 wie CCL2 und CCL4 fithrend an der Rekrutierung monozytérer Zellpo-
pulationen beteiligt. Hingegen sind Liganden des CXCR2 wie CXCL2 insbesondere in
die chemotaktische Regulation der Migration neutrophiler Granulozyten involviert. Ein
Anstieg dieser Chemokine kann Ausdruck eines zunehmenden Entziindungsgeschehens

sein.

Die Umbildung des Fettgewebes ist ein kontinuierlicher Prozess, der bei Fettleibig-
keit pathologisch beschleunigt wird [205]. Dabei sekretieren Adipozyten sogenannte
Adipokine, die im Serum auftreten und auf die Gesundheit des Fettgewebes schlie-
Ben lassen [206]. Im Laufe der hochkalorischen Fettfiitterung kommt es zu einem An-
stieg der Leptin- und Insulinserumkonzentration. In einer vergleichbaren Studie von
Kopec et al. wurde fiir die Insulinserumkonzentration ein dhnlicher Insulinspiegel in
den Wildtyp-Gruppen gemessen wie in der vorliegenden Arbeit. Die Leptinserumkon-
zentration stimmt ebenfalls mit der von Kopec et al. beschriebenen Kontrollgruppe
iiberein, allerdings wies die fettgefiitterte Wildtyp-Gruppe in der vorliegenden Arbeit

einen deutlich geringeren Leptinspiegel auf [195].

Der in der vorliegenden Arbeit beobachtete tendenzielle Anstieg der CRP-Serumkon-
zentration in den HFF-Wildtyp-Mausen wird durch die Daten von Gierman et al.
unterstiitzt [207]. Diese Gruppe behandelte allerdings genetisch verdnderte Méause, die
humanes CRP exprimieren, mit einem hochkalorischen Fettfutter, so dass die Daten

nur bedingt miteinander vergleichbar sind. Die CRP-Serumkonzentrationen der PAR4-
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defizienten Mause wurden in der Literatur bislang nicht beschrieben. Die hochkalorische
Fettfiitterung hat keinen Einfluss auf die Adiponectinserumkonzentration. PAR4 be-
einflusst den Insulinserumspiegel zu Beginn einer hochkalorischen Fettfiitterung. Die
Streuung der einzelnen Messwerte ist allerdings grof3, so dass eine biologische Relevanz
dieser Beobachtung fraglich ist. Ebenso verhélt es sich mit der Beobachtung, dass PAR4
einen Einfluss auf die Adiponectinserumkonzentration nach 16 Wochen Fettfiitterung
hat. Auch hier fithrte PAR4 zu einer Erhohung der Adiponectinserumkonzentration, die
sich allerdings auf demselben Niveau befindet wie der Serumspiegel der Standardfutter-

Gruppe.

Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu der Literatur, in der in mehreren Studi-
en beschrieben wurde, dass eine Zunahme des Fettgewebes zu einer Senkung des Adi-
ponectinserumlevels fiithrt. So legen Untersuchungen von Bugianesi et al. nahe, dass die
Adiponectin-Serumspiegel bei Patienten mit erhohtem BMI wie auch bei Patienten mit
einer NAFLE niedriger liegen als bei der gesunden Kontrollgruppe [208]. Hui et al. und
Shimada et al. wiesen vergleichbare Ergebnisse zur Bugianesi-Studie nach [209, 210].
Auftillig ist allerdings, dass Kopec et al., welche ein dhnliches Modell, wie in der vor-
liegenden Arbeit beschrieben, verwendeten, ebenfalls keinen Unterschied zwischen der

fettgefiitterten und kontrollgefiitterten Wildtyp-Gruppe feststellen konnten [195].

4.4 Transkriptionelle Beeinflussung der Leber und des weiflen
und braunen Fettgewebes durch PAR4

Durch die Fiitterung eines hochkalorischen Fettfutters kommt es sowohl zu Stérungen
des Lipid- als auch des Glukosemetabolismus’. Das epididymale weifle Fettgewebe rea-
giert mit Wachstum und einer verstarkten PAR4-Expression. Strande et al. belegten,
dass PAR4 auf humanen Adipozyten exprimiert wird [145]. Eine verstirkte PAR4-
Expression wurde bereits in diabetischen Atherektomien und Venen von Maus und
Mensch nachgewiesen [149]. Ebenfalls wurde in dieser Studie beobachtet, dass kulti-
vierte humane glatte Muskelzellen (SMC) bei erhohter Glukosekonzentration verstarkt

PAR4 exprimierten.

In einem #&hnlichen Versuch wurde eine verstirkte PAR4-Expression auf murinen kar-
dialen Fibroblasten beobachtet [162]. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass PAR4
gerinnungsunabhéngig unter normalglyk&dmischen Bedingungen eher eine untergeord-
nete Bedeutung hat und erst beim Vorliegen einer erhchten Glukosekonzentration von
unterschiedlichen Zelltypen verstéirkt exprimiert wird. Die in Abbildung 4 dargestellte

relative PAR4-Expression wies einen deutlichen Unterschied zwischen Leber und Fett-
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gewebe auf. Eine mogliche Erklarung ist, dass ein Grofteil der Zellen des Fettgewebes,
die Adipozyten, PAR4 exprimieren, wohingegen in der Leber nur ein kleiner Teil der
Zellen PAR4 exprimiert.

In der vorliegenden Arbeit spielte die IL-6-Expression in Leber sowie im weilen und
braunen Fettgewebe eher eine untergeordnete Rolle, da die hochkalorische Fettfiitterung
kaum Einfluss auf die IL-6-Expression hat. Die Rolle von IL-6 in der Leberhomdostase
und -pathologie ist sehr komplex und seine Beteiligung an der Entwicklung von NAFLE
noch weitgehend unklar. IL-6 wurde anfangs als schiitzender Faktor bei Lebersteatose
betrachtet, der in der Lage ist, oxidativen Stress zu reduzieren und eine mitochondriale
Dysfunktion zu verhindern [211]. Bei durch Fiitterung induzierten fettleibigen Mausen
erfolgte eine Behandlung mit IL-6-Antikérpern, welche die Insulinsensitivitédt verbes-
serten [212].

Die Beeinflussung der 1L-6-Expression durch PAR4 ist bisher im Kontext der NAFLE
und der Insulinresistenz nicht beschrieben worden. Einzig Strande et al. wiesen fiir
humanes Fettgewebe und humane Adipozyten nach, dass Thrombin {iber PAR4-Akti-
vierung die Expression von IL-6, IL-1f3, CCL2 und TNF-« erhoht [145]. Asokananthan
et al. postulieren, dass die Aktivierung von PAR4 zu einer Stimulation von IL-6 im

Rahmen einer Entziindung der Lunge fiihrt [213].

Die PAR4-Abhéndigkeit der IL-10-Expression im Rahmen einer hochkalorischen Fett-
fiitterung wurde in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal untersucht. Die Wirkung
von Thrombin auf die IL-10-Expression in humanen Adipozyten oder im humanen
weiflen Fettgewebe wurde von Strande et al. beschrieben [145]. Die beschriebene IL-10-
Expression war allerdings unterhalb der Nachweisgrenze. Die Gruppe von den Boer
behandelte IL-10-defiziente Mause mit Fettfutter und fanden heraus, dass endogenes
IL-10 schiitzend fiir hepatische Steatose, aber die gleichzeitig auftretende Insulinresis-
tenz nicht beeinflusst [214].

Cintra et al. beobachteten, dass die Inhibierung von IL-10 entweder unter Verwendung
von einem Anti-IL-10-Antikérper oder einem IL-10-Antisense-Oligonukleotid zu einer
erhohten Expression proinflammatorischer Marker (TNF-«, IL-6, IL-13 und F4/80)
fithrte und die Insulinsignaltransduktion beeintriachtigte sowie die Entstehung einer
Steatose begiinstigte [215]. Vor diesem Hintergrund wére denkbar, dass die hier be-
schriebenen erhohten IL-10-Serumkonzentrationen, die in PAR4-defizienten M&usen
unter hochkalorischer Fettfiitterung zu beobachten waren, mit fiir die verzogerte Ent-

wicklung einer NAFLE in PAR4-defizienten Méausen von Bedeutung sind.
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Eine mogliche Ursache fiir die beobachtete nur marginale Induktion der IL-6- und IL-
10-Expression konnte ebenfalls in den gemessenen Zeitpunkten liegen. Das bedeutet,
dass es moglicherweise schon frither im Versuchszeitraum zu einer Induktion der 1L-6-
und IL-10-Expression gekommen ist, diese in der vorliegenden Arbeit aber nicht beob-
achtet werden konnte. Einer weitere Erklarung liegt moglicherweise darin begriindet,
dass in diesem Teil der vorliegenden Arbeit RNA-Expression analysiert wurde, aber
eine mogliche Regulation auf translationaler oder posttranskriptioneller Ebene nicht
beobachtet wurde.

CCL2 wird im Fettgewebe und im Blut von fettleibigen M#usen exprimiert bzw. in
erhohten Konzentrationen nachgewiesen [216]. Diese Beobachtungen werden auch durch
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gestiitzt. Monozyten /Makrophagen-Infiltration
im Fettgewebe wurde in Tiermodellen und beim Menschen beobachtet [105]. Monozyten-
/Makrophagenakkumulation in der steatotischen Leber erfolgte bei jenen M#usen re-
duziert, die mit einer fettreichen Di&t gefiittert wurden und gleichzeitig eine CCL2-
Defizienz aufwiesen [52]. Dariiber hinaus fithrte eine CCL2-Defizienz wihrend einer
fettreichen Fiitterung zu einer verringerten Insulinresistenz und zu einer geringeren
hepatischen Steatose [108].

Andererseits wiesen Miuse, die CCL2 im Fettgewebe iiberexprimierten, eine erhchte
Insulinresistenz und einen hoheren Triacylglycerolspiegel in der Leber auf [108]. Dieser
pathophysiologische Effekt von CCL2 trigt direkt zur Lipidakkumulation bei [217].
Die Autoren beobachteten, dass Fettleibigkeit die CCL2-Expression in Hepatozyten
hochreguliert, was zur Rekrutierung von CCR2-positiven myeloiden Zellen fithrt und
dadurch die Hepatosteatose fordert [17]. Die erhthte CCL2-Expression in Leber und
weilem Fettgewebe durch eine hochkalorische Fettfiitterung konnte in der vorliegenden
Arbeit ebenfalls beobachtet werden.

Pharmakologische Behandlungen zur Hemmung des CCL2/CCR2-Wegs verbesserten
in mehreren Mausmodellen fiir Stoffwechselkrankheiten signifikant die Fettleibigkeit,
Insulinresistenz, Lebersteatose und Entziindungen im Fettgewebe [218-220]. Vor die-
sem Hintergrund wére denkbar, dass die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Beob-
achtung, dass PARA4 fiir die Regulation der Expression von CCL2 vor allem im weiflen
Fettgewebe von Bedeutung ist und moglicherweise an der Entwicklung von Insulinre-
sistenz und NAFLE beteiligt ist. Mit dieser Uberlegung iibereinstimmend belegen Un-
tersuchungen von Strande et al., dass eine Stimulation von humanen Adipozyten und

humanem weiflen Fettgewebe mit Thrombin zu einer erhohten CCL2-Expression fiihrte
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[145]. Die gesunkene CCL2-Expression im weilen Fettgewebe unter PAR4-Defizienz legt

nahe, dass diese Thrombinwirkung iiber PAR4 vermittelt wird.

CXCL2 wird von aktivierten Monozyten, Makrophagen und neutrophilen Granulo-
zyten, aber auch von epithelialen Zellpopulationen wie Hepatozyten, im Rahmen eines
entziindlichen Geschehens exprimiert und besitzt vor allem auf neutrophile Granulozy-
ten eine chemoattraktive Wirkung [221, 222]. Die in der vorliegenden Arbeit beobach-
tete verstirkte CXCL2-Expression in der Leber von M&usen, die mit hochkalorischem
Fettfutter behandelt wurden, stimmt mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen
iiberein, die ebenfalls nahelegen, dass es im Rahmen der Steatose zu einer verstiarkten
Expression von CXCL2 im Lebergewebe kommt [223]. Dariiber hinaus kénnte die ge-
steigerte CXCL2-Expression in der Leber die erhohte CXCL2-Konzentration im Serum

erklaren.

Interessanterweise wird PAR4 nicht nur von Thrombin aktiviert, sondern auch von an-
deren Proteasen, zu denen das Cathepsin G gehort. Cathepsin G wird hauptséchlich von
neutrophilen Granulozyten exprimiert. Damit stellt der Cathepsin G/PAR4-Signalweg
eine weitere immunmodulatorische Komponente dar [224]. In einer Studie von Shah
et al. konnte nachgewiesen werden, dass neutrophile Granulozyten in diabetisches Ge-
webe akkumulieren [225]. Zusammen mit der Beobachtung, dass PAR4 im diabetischen
Fettgewebe hochreguliert wird, konnte dies ein Hinweis auf eine verstarkte PAR4-

Beteiligung im Kontext der metabolischen Entziindung sein.

Hotamisligil et al. belegten erstmals einen Zusammenhang zwischen TNF-x-Expression
und Insulinresistenz in NASH [226]. Die Autoren gaben an, dass dieses Fettgewebe ein
wichtiger Induktor fiir Adipositas-induzierte Entziindung, insbesondere durch die Ex-
pression von TNF-«x ist und eine Insulinresistenz induziert. In der Tat lagen in mehreren
Adipositas-Nagetiermodellen die TNF-a-Expression im Fettgewebe erhcht vor im Ver-
gleich zu Kontrollen [226]. Dies unterstiitzen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, in
der ebenfalls ein Trend einer verstéirkten TNF-o-Expression im Fettgewebe beobachtet
wurde (sieche Abbildung 13).

Uysal et al. beobachteten bei adiptsen Méausen, denen TNF-«x fehlte, eine verbesserte
Insulinsensitivitét [227]. Beim Menschen bleibt die Rolle dieses Zytokins umstritten.
Bei Patienten konnte beobachtet werden, dass der TNF-o-Spiegel hoher in adiposen
Patienten war als in schlanken Individuen und dass diese Beobachtung mit der In-

sulinresistenz korrelierte [228, 229]. Dariiber hinaus wurde eine positive Korrelation
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zwischen dem Grad der Leberfibrose und dem zirkulierenden TNF-o-Spiegel bei Pati-
enten mit NASH beobachtet [230]. Crespo et al. wies eine erhohte TNF-o-Expression
im Leber- und im Fettgewebe von NASH-Patienten mit signifikanter Fibrose im Ver-
gleich zu denen mit leichter oder nicht vorhandener Fibrose nach [231]. In jiingerer
Zeit haben Hui et al. diese Ergebnisse bestétigt und eine erhohte TNF-x-Expression

bei Probanden mit Steatohepatitis im Vergleich zu Kontrollen nachgewiesen [209].

Dennoch ist die Beteiligung von TNF-o an der Insulinresistenz und an der Entwicklung
einer NAFLE weiterhin fraglich. Zwei Studien konnten keine Korrelation zwischen In-
sulinresistenz und TNF-a-Spiegel beobachten [232, 233]. Wie schon fiir IL-6 und CCL2
weiter oben angefiihrt, konnten Strande et al. die Thrombin-vermittelte Aktivierung
von PAR4 auch fiir eine erhthte TNF-a-Expression in humanen Adipozyten und hu-
manem weiflen Fettgewebe feststellen [145]. Die Daten der vorliegenden Arbeit wiesen
im Fettgewebe unter PAR4-Defizienz zwar keine signifikanten Anderungen der TNF-«-
Expression vor allem im weiflen Fettgewebe auf, aber dennoch ist ein Trend erkennbar,

der eine mogliche PAR4-Beteiligung nicht ganz ausschliefit.

Uber die Beteiligung von IFN-f an der Entwicklung einer NAFLE ist bisher nur wenig
bekannt. Shimozono et al. fanden heraus, dass die IFN-f3-Expression in einem NASH-
Model einen antifibrotischen Effekt auf die Leber hat und dass dieser Effekt iiber fibro-
genetische Gene vermittelt wird [234]. In der vorliegenden Arbeit konnte beobachtet
werden, dass wiahrend einer hochkalorischen Fettfiitterung die IFN-f3-Expression sowohl
in der Leber als auch im epididymalen weiflen Fettgewebe hochreguliert wird. Inter-

essanterweise erfolgte diese Hochregulation der IFN-f3-Expression PAR4-abhéngig.

Die Wirkung von PAR4 auf die IFN-f-Expression wurde bisher wenig erforscht. Ein
Hinweis auf eine mogliche Beteiligung gibt die Beobachtung in der Regulation CVB3-
induzierter Myokarditis. Weithauser et al. postulierten, dass der Thrombinrezeptor
PARI1 iiber p38 die IFN-B-Expression reguliert wird [235]. Da PAR4 eine dhnliche
Struktur und Funktion aufweist, konnte vermutet werden, dass auch PAR4 iiber p38

an der IFN-B-Expression beteiligt ist.

Uber die Beteiligung von SOCS3 in Krankheitsgeschehen wie Ubergewicht und In-
sulinresistenz sind bereits einige Publikationen erschienen [121, 236]. Ueki et al. wiesen
nach, dass die SOCS3-Uberexpression in der Leber die Tyrosinphosphorylierung des
Insulinrezeptorsubstrats-1 und -2 (IRS-1 und IRS-2) verringert [237]. Dariiber hinaus
kann SOCS3 die Insulinsignalisierung durch den Abbau der IRS-Proteine reduzieren
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[238]. Adipositas fordert die erhohte SOCS3-Expression im Fettgewebe [122] und in der
Leber [169].

In der Tat ist die Zytokin-induzierte SOCS3-Expression ein wichtiger molekularer Me-
diator der Insulinresistenz in Adipozyten [239]. Die Haploinsuffizienz von SOCS3 ver-
bessert die Insulinsensitivitdt bei Mausen, die entweder einer Standardfiitterung oder
einer hochkalorischen Fettfiitterung unterzogen werden [121]. Eine verringerte SOCS3-
Expression im Fettgewebe von adiposen Individuen verbessert wirksam die Glukoseto-
leranz und die Insulinempfindlichkeit des gesamten Korpers [117]. Obwohl die SOCS3-
Deletion in der Leber die Insulinsensitivitdt kurzfristig erhoht, entwickeln mutierte
Mause metabolische Stérungen, wie Fettleibigkeit, Hyperglykémie und systemische In-

sulinresistenz bei Alterung [236].

In dem Fiitterungsmodell der vorliegenden Arbeit scheint die SOCS3-Expression nur im
braunen Fettgewebe im Verlauf der Fiitterung anzusteigen. Interessanterweise war diese
Hochregulation der SOCS3-Expression PAR4-abhéngig, da bei Vorliegen einer PAR4-
Defizienz kein Anstieg der SOCS3-Expression beobachtet wurde. Die tendenziell ge-
steigerte SOCS3-Expression im weiflen und braunen Fettgewebe liefert moglicherweise
die Erkldarung, warum einige der analysierten Zytokine und Chemokine erst induziert
werden und im spéteren Verlauf der hochkalorischen Fiitterung wieder abnehmen, da
SOCS3 eine regulatorische Wirkung auf einige dieser Zytokine und Chemokine ausiibt
[240].

Beim Vergleich der RNA-Expressionslevel der unterschiedlichen Zytokine und Che-
mokine fiel auf, dass die Expression im Fettgewebe deutlich hoher war als in der Leber.
Die Erklérung dafiir liegt vermutlich in der Zellzusammensetzung der Organe. Wahrend
die Leber vorwiegend aus Hepatozyten besteht, beinhaltet das Fettgewebe zu einem
groflen Teil Adipozyten. Bereits bekannt ist, dass Adipozyten endokrin sehr aktiv sind.
Dabei sezernieren sie neben Adipokinen wie Leptin und Adiponectin auch eine Rei-
he von Zytokinen und Chemokinen, die sowohl parakrin als auch systemisch wirken
kénnen (226, 241-246].

In einem tierexperimentellen Modell der Entziindung konnte die Expression von CCL2
und CXCL2 im Adipozyten nachgewiesen werden [247]. Uber die Expression von IFN-{
und IL-10 in Adipozyten ist bislang wenig bekannt. Dagegen werden in Hepatozyten
kein I1-6, TNF-o« und IFN-f exprimiert [248]. Wolf et al. konnten nachweisen, dass
Hepatozyten in der Lage sind unter LPS-Stimulation CCL2 und CXCL2 zu exprimieren
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[249]. Die IL-10-Expression in der Leber wird durch die sessilen Makrophagen verur-
sacht. Dies bedeutet, dass die niedrige RNA-Expression durch den geringen Anteil der
Makrophagen im Lebergewebe verursacht wird, wohingegen im Fettgewebe vor allem

Adipozyten fiir die Expression der Chemokine und Zytokine verantwortlich sind.

4.5 Veradnderung der Immunzellpopulation

Mit Hilfe der FACS-Analyse sollte zu verschiedenen Zeitpunkten der hochkalorischen
Fettfiitterung eine Verdnderung ausgewihlter Immunzellpopulationen untersucht und
festgestellt werden, ob PAR4 ecinen Einfluss auf diese Anderung im Zeitraum des
Versuchs hat. Zusammenfassend fiihrte eine hochkalorische Fettfiitterung zu einem
verstiarkten mittleren Fluoreszenzsignal von Ly6G und CD11b und zu einem gerin-
geren mittleren Fluoreszenzsignal von CD206, MHCII und TLR4. Dieses Ergebnis
lasst vermuten, dass im Rahmen einer hochkalorischen Fettfiitterung neutrophile Gra-
nulozyten (CD45%Ly6G*-Zellen), die ebenfalls CD11b exprimieren, vermehrt in der
Leber vorhanden sind und die Lebermakrophagen, welche dem M2-Typ entsprechen,
(F4/807CD206 " MHCIITTLR4*-Zellen) weniger vorkommen als in gleich alten Kon-

troll-Mé&usen.

Die Verdnderung der Population scheint PAR4-abhéngig zu sein, da eine PAR4-Defi-
zienz nicht zu einem Anstieg der Ly6G- und CD11b-Populationen fiihrte. Das erhchte
Ly6G-Signal erscheint bei Betrachtung der CXCL2-Expressionsdaten der Leber plausi-
bel, da CXCL2 ein Rekrutierungssignal fiir Ly6G™-Zellen (neutrophile Granulozyten)
ist [204].

Die PAR4-defizienten Méuse wiesen sowohl weniger CCL2- und CXCL2-Expression
als auch LyG6- und CD14-Signal in der Leber auf. Dies konnte ein Hinweis darauf
sein, dass diese Mause weniger Rekrutierungsignal fiir Makrophagen und neutrophile

Granulozyten in der Leber bilden und eine mogliche Erklarung fiir die geringere Anzahl
Mac2t-Zellen in den Lebern dieser Miuse liefern (sieche Abbildung 16).

Dariiber hinaus konnte eine Zunahme des CD206-Signal detektiert werden. Diese Be-
obachtung konnte die beobachtete erhohte IL-10-Expression im Serum der PARA4-
defizienten Mé&usen erkldren, da M2-Makrophagen vermehrt IL-10 sezernieren [250].
Auffallig war, dass sich das Signal von CD163, welcher ein weitere Differenzierungs-
marker fir M2-Makrophagen ist [178], umgekehrt zum Signal von CD206 verhielt.
Anscheinend wird durch die hochkalorische Fettfiitterung und der PAR4-Einfluss die

Expression dieser Differenzierungsmarker in unterschiedlicher Weise beeinflusst.
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In der Literatur ist wenig dariiber beschrieben, welche Auswirkungen eine hochkalori-
sche Fettfiitterung auf die Immunzellpopulation in der Leber hat. Morinaga et al. be-
schrieben einen Anstieg des CD11b-Signals in HFF-gefiitterten M&usen, welcher auch
in der vorliegenden Arbeit beobachtet wurde. Zusétzlich stellten sie eine gesteigerte
Expression von CD11c und Ly6C fest, die in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet

wurde, obwohl ein vergleichbares Fiitterungsmodell verwendet wurde [251].

Der Einfluss von PAR4 auf die Verdnderung der Immunzellpopulation in der Leber
wéhrend einer hochkalorischen Fettfiitterung wurde bis dato nicht untersucht. Den-
noch scheinen einige Verdnderungen der Immunzellpopulationen PAR4-abhéngig zu
sein. Ba Le et al. beschrieben, dass die Aktivierung von PAR4 zu einer Erhohung der
neutrophilen Granulozyten im Rahmen eines Entziindungsmodells der Lunge fiihrt.
Ebenfalls fiithrte eine Hemmung der PAR4-Aktivitét zu einer Verringerung dieser Zel-
len [252].

In den HFF-Wildtyp-Méausen wurde ein erhohtes Fluoreszenzsignal der F4/80TCD147-
Population beobachtet. Dies kénnte moglicherweise im Zusammenhang mit der beob-
achteten gesteigerten CCL2-Expression in der Leber stehen. In den PAR4-defizienten
Méusen wurde ein niedrigeres Fluoreszenzsignal der F4/80TCD14"-Population als in
den HFF-Kontroll-Mé&usen beobachtet. Dies konnte ebenfalls mit der beobachteten ge-

ringeren CCL2-Expression in der Leber zusammenhéngen.

Slofstra et al. beschrieben, dass PAR4 zu einer Erhéhung der neutrophilen Granulozy-
ten in Leber, Lunge und Niere fiihrt, wenn diese von einer systemischen Entziindung
betroffen sind [253]. Diese Beobachtung wird durch die Daten der vorliegenden Arbeit
gestiitzt, da unter PAR4-Defizienz das Fluoreszenzsignal der neutrophilen Granulozy-

ten verringert war.

Die hochkalorische Fettfiitterung scheint wenig den relativen Anteil der Subpopula-
tionen der Immunzellen zu beeinflussen. Es wurde lediglich ein leicht steigender Trend
von Fiitterungswoche 8 zu Woche 16 beobachtet. Im weiteren Versuchsverlauf erfolgte
keine Anderung des relativen Anteils der Subpopulationen. Dem gegeniiber beeinflusste
PAR4 den relativen Anteil der Subpopulationen in Fiitterungswoche 8 am stérksten.
Zu diesem Zeitpunkt fithrte eine PAR4-Defizienz zu einer signifikanten Erhohung des
relativen Anteils der Subpopulationen. Diese Beobachtungen zum relativen Anteil der
Subpopulationen der Immunzellen der Leber wurden bisher in der Literatur nicht be-

schrieben.
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4.6 Histologische Verdnderungen durch NAFLE-Induktion

Im Gegensatz zur FACS-basierten Zelldifferenzierung konnte mit Hilfe der immunhi-
stochemischen Farbung von Mac2 (Galectin-3) in der Leber eine Zunahme von Mac2*-
Zellen wihrend der hochkalorischen Fettfiitterung festgestellt werden. Mac2 wird vor
allem von Makrophagen exprimiert und gilt als Makrophagenmarker in zahlreichen Ge-
weben [254]. Zu Beginn der Fettfiitterung scheint die Akkumulierung der Mac2*-Zellen
in der Leber PAR4-abhéingig zu sein, wobei diese Abhéngigkeit im weiteren Verlauf ab-

nimmt.

In einer Studie von Kassel et al. mit LDLr-defizienten Miausen, welche 40 % Fettfut-
ter erhielten, konnte mit den Makrophagen-Markern F4/80 und CD68 ebenfalls eine
erhohte Makrophagenanzahl in den Lebern festgestellt werden [255]. Interessanterwei-
se wurde in der Studie zusétzlich der Effekt eines direkten Thrombininhibitors, dem
Argatroban, in Médusen untersucht. Analog zu den PAR4-defizienten Méausen, wurden
in den fettgefiitterten Mausen, die mit Argatroban behandelt wurden, weniger F4/80-
und CD68-Makrophagen in der Leber gefunden. Dies unterstiitzt die Beobachtungen

der vorliegenden Arbeit.

Besonders auffillig in diesem Kontext war die beobachtete Umverteilung der posi-
tiv gefdrbten Zellen im Organ. Wéhrend zu Beginn der Fettfiitterung die Zellen ver-
einzelt im Gewebe vorlagen, lagerten sie sich im mittleren und spéten Versuchsver-
lauf zu sog. CLS (”crown-line structures”) um Hepatozyten herum an. Diese hepati-
schen CLS wurden in der Literatur bereits in einem Mausmodell und in Leberbiopsi-
en von NAFLE/NASH-Patienten beschrieben [113]. Die Autoren postulieren, dass die
CLS-Makrophagen apoptotische Hepatozyten, die mit Lipid-gefiillten Vakuolen bela-
den sind, abbauen und daher vermehrt in einem spéteren Verlauf einer Fettfiitterung
beobachtet werden koénnen. Die Formation von CLS in der Leber in Verbindung mit
PAR4 wurde bisher nicht beschrieben. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals be-
obachtet werden, dass die Formation von CLS in der Leber PAR4-unabhéngig ist, da
auch die PAR4-defizienten Lebern diese CLS aufwiesen.

Ein weiteres Merkmal fiir die Beurteilung einer sich entwickelnden NAFLE ist das
Maf der Einlagerung von Lipiden in den Hepatozyten. Mit Hilfe der Olrot-O-Farbung
in Gefrierschnitten konnte eine Zunahme der Lipidmenge in den Hepatozyten wéihrend
der hochkalorischen Fettfiitterung beobachtet werden. Zu Beginn der hochkalorischen
Fiitterung ist die vermehrte Einlagerung von Lipiden PAR4-abhéngig, wobei diese

Abhéngigkeit im weiteren Versuchsverlauf abnimmt. Die Einlagerung von Lipiden in
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den Hepatozyten wihrend einer hochkalorischen Fettfiitterung wurde bereits von Kas-
sel et al. und Miura et al. beschrieben [255, 256]. Im Gegensatz zu dem verwende-
ten Modell der PAR4-Defizienz, welches in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde,
fithrte die Verwendung eines Thrombininhibitors in der Studie von Miura et al. zu
keiner Anderung der Lipideinlagerung. Ebenfalls wurde ein anderes Mausmodell und
eine andere Didt verwendet, was dazu gefithrt haben konnte, dass die Ergebnisse der

Lipideinlagerung unterschiedlich waren.

Besonders interessant war in diesem Kontext die unterschiedliche Zonierung der Li-
pideinlagerung in der Leber der HFF-M&use. Bereits beschrieben wurde eine Zonierung
des Glukose- und Fettsduremetabolismus’ in den Hepatozyten entlang der perizentralen-
periportalen Achse. Dabei sind die Hepatozyten, die der Portalvene am néchsten ste-
hen, besonders an der Glukoneogenese und der (3-Oxidation der Fettséduren beteiligt.
Im Gegensatz dazu treten in Hepatozyten, die der Zentralvene am néchsten sind, die

Glykolyse und die Lipogenese in hoheren Raten auf [257, 258].

Lackner et al. beschrieben bereits, dass Steatose vermehrt in perizentralen Bereichen
der Leber lokalisiert ist [259]. Dies unterstiitzt die Beobachtung der vorliegenden Ar-
beit, in der in den HFF-Wildtyp-Mé&usen die Lipideinlagerung perizentrale Hepatozyten
am stirksten betrifft. Hall et al. belegten weiterhin, dass mit zunehmender Steatose die
Unterschiede zwischen den Zonen der Leber kleiner werden oder génzlich verschwinden
[260]. Dieser Zustand konnte ebenfalls in der vorliegenden Arbeit in HFF-Wildtyp-
Méusen zu Fiitterungswoche 30 beobachtet werden. Die scheinbar umgekehrte Pro-
gression der Lipideinlagerung in den PAR4-defizienten Méusen wurde in der Literatur
noch nicht beschrieben. Einschrankend muss erwéhnt werden, dass nur mit Einsatz ei-
ner zusédtzlichen Féarbung, wie beispielsweise einer Glutaminsynthetase-Farbung, festge-
stellt werden kann, welche Gefifle Portalvenen und welche Geféafle Zentralvenen sind, da

die Glutaminsynthetase vermehrt in perizentralen Hepatozyten exprimiert wird [261].

Zur weiteren Beurteilung der NAFLE-Entwicklung wurde der Fibrosestatus mit Hilfe
der Pikro-Siriusrot-Farbung der Lebern ermittelt. Im Rahmen der Lipideinlagerung
der Hepatozyten kann es zu einem Umbau des Mikromilieus der Leber kommen. Itoh
et al. stellten fest, dass neben Makrophagen Myofibroblasten verstarkt rekrutiert wer-
den, die a-SMA und Kollagen fiir den Umbau der extrazelluldren Matrix produzieren
[113]. Die Pikro-Siriusrot-gefiarbten Areale zeigen Bereiche, in denen verstéirkt Kollagen
gebildet wird. Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit unterstiitzt die Studien, die beob-
achteten, dass es wéhrend der Entwicklung einer NAFLE/NASH zu einer verstérkten
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Kollagenbildung kommt [256, 262, 263]. PAR4 scheint in der Fibrose-Entwicklung und
der zunehmenden Kollagenbildung wahrend einer hochkalorischen Fettfiitterung keinen
Einfluss zu haben. In der Literatur wurde PAR4 in diesem Kontext bis dato noch nicht

untersucht.

4.7 Beeinflussung des Fettgewebes durch PAR4

Durch die Behandlung mit hochkalorischem Fettfutter kommt es zu einer Hypertro-
phie des Fettgewebes, wobei sich bestehende Adipozyten vergrofern. Die Angioge-
nese und ein adequater Umbau der extrazellularen Matrix treten nicht in ausrei-
chender Weise auf, um eine ausreichende Blutperfusion sicherzustellen, was zu einer
Hypoxie fithrt, die zu entziindlichen und fibrotischen Verédnderungen im Fettgewebe
fithrt [78, 90, 105, 264]. Entziindetes weifles Fettgewebe ist durch Makrophageninfil-
tration charakterisiert [90, 105, 265]. Makrophagen im Fettgewebe produzieren meh-
rere entziindungsfordernde Zytokine, die zur Verédnderung der Produktion von Adi-
pokinen und zur Pathogenese der durch Adipositas induzierten Insulinresistenz und
NASH beitragen [265]. Cinti et al. unterstiitzen die in der vorliegenden Arbeit be-
obachteten Verdnderungen des Fettgewebes, auch wenn sie einen anderen genetisch
verdnderten Mausstamm verwendet haben. Sie verwendeten db/db-M&use, denen der
Leptin-Rezeptor fehlte, daher entwickeln diese Méause unter Standardfiitterung einen
Adipositas-dhnlichen Phénotyp [111]. Ebenso wiesen Patsouris et al. vergleichbare Er-
gebnisse wie in der vorliegenden Arbeit im Bezug auf die Hypertrophie und die Makro-
phagenakkumulation im weilen Fettgewebe nach. Sie verwendeten den gleichen Maus-

stamm und ein vergleichbares hochkalorisches Fettfutter [266].

Wie in der Leber beobachtet, kam es auch in beiden Fettgewebesarten zu einer Um-
verteilung der Makrophagen. Wie in der Leber beobachtet, lagern sich auch im weiflen
Fettgewebe Makrophagen um apoptotische Adipozyten, und bilden dabei CLS. Im
weilen Fettgewebe scheint PAR4 einen grofleren Einfluss auf die Makrophagenakku-
mulation und die Bildung von CLS zu haben als in der Leber. Eine mogliche Erklarung
konnte die deutlich stérkere PAR4-Expression auf Adipozyten liefern, so dass PAR4

hier einen groferen Einfluss hat als in der Leber [145].

Im braunen Fettgewebe kam es ebenfalls wihrend einer hochkalorischen Fiitterung
zu einer Makrophagenrekrutierung und zur Bildung von CLS. Diese sind aber mor-
phologisch kleiner, da braune Adipozyten mehrere kleine Lipidvakuolen enthalten und
auch nicht drastisch an Grole zunehmen wie die Adipozyten des weiflen Fettgewebes.

Die Beobachtungen zum braunen Fettgewebe werden von den Daten von Herrero et al.
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unterstiitzt. Diese Gruppe wies ebenfalls in C57B1/6J-Méusen eine Adipozytenhyper-
trophie und eine Makrophagenakkumulation im braunen Fettgewebe nach. Dabei ver-
wendeten sie ein Fettfutter, welches 40 % der Kalorien aus Fett enthielt [267]. Die in der
vorliegenden Arbeit erhobenen Daten zum braunen Fettgewebe werden zusétzlich von
Dinh et al. bestétigt. Diese Gruppe verwendete ebenfalls C57B1/6J-Méause und ein ver-
gleichbares Fettfutter. Diese Gruppe beschrieb ebenfalls eine Adipozytenhypertrophie
und eine Makrophagenakkumulation im braunen Fettgewebe unter dieser Behandlung
[268]. Die Beteiligung von PAR4 ist in diesem Kontext erstmals untersucht worden und
legt nahe, dass sowohl die Adipozytenhypertrophie als auch die Makrophagenakkumu-
lation in beiden Fettgewebesarten PAR4-abhéngig sind.
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Zusammenfassung

Die Inzidenzen der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung (NAFLE) und der Insu-
linresistenz haben in den letzten Jahrzehnten zugenommen und werden in naher Zu-
kunft voraussichtlich weiter zunehmen. Die Entwicklung der NAFLE wird durch ein
Uberangebot an Fett in der Erndhrung verursacht. Der erhohte Bedarf der Energie-
speicherung fiihrt zu einer Hypertrophie des Fettgewebes sowie zu einer erhdhten Spei-
cherung ektopischer Lipide in Organen wie der Leber, die wihrend einer hochkalo-
rischen Fettfiitterung mehr Lipide in den Hepatozyten speichert. Dies fithrt zu einer
Veranderung der intrazelluldren und extrazelluliren Kommunikation in der Leber. Die
chronisch niedrig-gradige Entziindung des Fettgewebes fiithrt unterdessen zu einer In-

sulinresistenz und einer gestorten Glukosehomdostase.

Der Protease-aktivierte Rezeptor 4 (PAR4) ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor,
der eine wichtige Rolle in der Aktivierung von Thrombozyten spielt. PAR4 wird durch
Thrombin sowie durch andere Proteasen aus der Gerinnungskaskade oder von Pro-
teasen, die aus Entziindungszellen freigesetzt werden, aktiviert. Interessanterweise wird
der grofite Teil des Thrombins, welches wihrend der Koagulation aktiviert wird, erst
aktiviert, nachdem die Koagulation abgeschlossen ist. Es wird daher angenommen, dass
es eine gerinnungsunabhéngige physiologische Funktion von aktiviertem Thrombin und
der gleichzeitigen Aktivierung von PAR4 gibt. In der Tat wurde die Beteiligung von
PARA4 an verschiedenen Pathologien in den letzten Jahren beschrieben. Die Grundlage
dieser Arbeit basiert auf der Beobachtung, dass PAR4 unter hohen Glukosekonzentra-
tionen in verschiedenen Zellen hochreguliert wird. Daher untersuchte diese Arbeit, ob
PAR4 die Entwicklung von NAFLE und Insulinresistenz beeinflusst.

In dieser Studie wurde erstmals die Beteiligung von PAR4 an der Entwicklung von
NAFLE und Insulinresistenz gezeigt. PAR4 trigt zu einer Gewichtszunahme und zur
Ansammlung von Korperfett zu Beginn einer hochkalorischen Fettfiitterung bei und
fordert die Gewichtzunahme der Leber und des epididymalen weiflen und interska-
puldren braunen Fettgewebes. Dies wird geférdert durch die PAR4-vermittelte Adipo-
zytenhypertrophie. Demnach ist PAR4 an der Entwicklung von Insulinresistenz und
einer gestorten Glukosetoleranz beteiligt. Interessanterweise nehmen diese PAR4-ab-
héngigen Wirkungen im Verlauf der hochkalorischen Fettfiitterung ab und werden
zu spateren Zeitpunkten nicht mehr beobachtet. Die in der vorliegenden Arbeit aus-
gefithrten Daten belegen ferner, dass PAR4 fiir die Regulation der Chemokin- und
Zytokinantwort, die in Reaktion auf eine hochkalorische Fettfiitterung induziert wird,

von Bedeutung ist. Dies gilt sowohl im Hinblick auf die Expression auf Transkrip-
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tebene im Leber-, sowie im braunen und weiflen Fettgewebe als auch hinsichtlich der
Serumkomzentration entsprechender Mediatoren. Dariiber hinaus beeinflusst PAR4 die

Rekrutierung von Makrophagen in Leber und Fettgewebe.

Diese Arbeit liefert erste Hinweise auf die Beteiligung von PAR4 an der Entwick-
lung von NAFLE und Insulinresistenz. Diese Ergebnisse sind besonders interessant,
um mogliche vorteilhafte Nebenwirkungen von PAR4-Inhibitoren zu untersuchen. Se-
lektive PAR4-Blocker befinden sich bereits in der klinischen Entwicklung als sichere
Antithrombotika. Die vorliegenden Befunde legen nahe, dass diese neuen Wirkstoffe
zusitzlich zu ihrer hamostatischen Wirkung, insbesondere auf der Ebene des Leber-
und Fettgewebes, zusétzliche Vorteile haben konnen. Die PAR4-Hemmung konnte die
durch das Fettgewebe bedingte chronisch niedrig-gradige Entziindung einschréinken,
um die Insulinresistenz zu verbessern und die Entwicklung einer Fettlebererkrankung

zu unterdriicken.
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Summary

The incidence of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) and of insulin resistance
have increased in recent decades and are expected to rise further in the near future. The
development of NAFLD is caused by an oversupply of fat in the diet. The increased
requirement for energy storage leads to hypertrophy of the adipose tissue as well as
an increased ectopic lipid storage in organs, such as the liver, which stores more lipids
in hepatocytes during a high-caloric-high-fat diet. This leads to a change in intracellu-
lar and extracellular communication in the liver. The chronic low-grade inflammation

of adipose tissue meanwhile drives insulin resistance and impaired glucose homeostasis.

The protease-activated receptor 4 (PAR4) is a G protein-coupled receptor with a key
role in platelet activation. PAR4 is activated by thrombin, as well as by other proteases
from the coagulation cascade or released from inflammatory cells. Interestingly, most
of the thrombin generated during coagulation is actually formed after clotting is com-
plete. Therefore, it is supposed that there is a coagulation-independent physiological
function of activated thrombin and the concomitant activation of PAR4. Indeed, PAR4
involvement in different pathologies has been described in recent years. The foundation
of this work is based on the observation that PAR4 is upregulated expressed in diffe-
rent cells under high glucose concentrations. Therefore, this study investigated whether

PAR4 has an influence on the development of NAFLD and insulin resistance.

In this study, the involvement of PAR4 in the development of NAFLD and insulin
resistance was first demonstrated. PAR4 contributes to accelerated weight gain and
body fat accumulation at the beginning of high-caloric-high-fat feeding, and promo-
tes higher liver weights and epididymal white and interscapular brown adipose tissue
weights, due to PAR4-driven adipocyte hypertrophy. Accordingly, PAR4 is involved in
the development of insulin resistance and impaired glucose tolerance. Interestingly, the-
se PAR4-dependent effects decrease during the course of high-caloric-high-fat feeding
and are no longer observed at later time points. PAR4 moreover affects cytokine and
chemokine secretion from liver and both white and brown adipose tissues. This change
in cytokine and chemokine profile could also be observed in serum. Furthermore, PAR4
affects the composition of the immune cell population in the liver during high-caloric-

high-fat feeding, especially the recruitment of macrophages to liver and adipose tissue.

This study provides first evidence for the involvement of PAR4 in the development
of NAFLD and insulin resistance. These results are particularly interesting for explo-
ring possible beneficial side effects of PAR4 inhibitors. Selective PAR4 blockers are
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already in clinical development as safer antiplatelet agents. The present findings sug-
gest these new agents may also have additional benefits beyond their hemostatic action,
particularly at the level of the liver and adipose tissues. Potentially PAR4 inhibition
could limit adipose tissue-driven chronic low-grade inflammation to improve insulin

resistance and suppress development of fatty liver disease.
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Abbildung 22: Eine PAR4-Defizienz fithrt wihrend des Versuchszeitraums weder
zu einer Anderung der Korpergrofle noch zu einer verinderten Futteraufnahme
Wildtyp- und PARA4-defiziente Mause wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfut-
ter(HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter gefiittert (SF). Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde vor der Organisolierung die Korpergrofie bestimmt. Diese
Messung erfolgte von der Nasenspitze bis zum After. Uber einen Verlauf von mehreren Wo-
chen wurde stichprobenartig das gegebene Futter gewogen und nach Abzug der verbliebenen
Futtermenge die Futteraufnahme pro Tag (g/T) bestimmt. Dargestellt ist jedes Replikat mit
Median (n = 6 bzw. n = 10).
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Abbildung 23: Eine hochkalorische Fettfiitterung fithrt zu einer Zunahme des
absoluten Lebergewichts, des Gewichts des epididymalen Fettlappens und des
braunen Fettgewebes

Wildtyp-Méuse wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfutter (HFF) gefiittert,
eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter gefiittert (SF). Zu den angegebe-
nen Zeitpunkten wurde den Mausen fiir 6 Stunden das Futter entzogen und die
Niichternblutglukosekonzentration mit einem Glukosemessgerit (accu Chek mobile, Roche)
analysiert. Daflir wurde einmalig die Schwanzspitze mit einem Skalpell angeritzt und ein
Blutstropfen auf das Messfeld gegeben. Anschliefend wurden die Leber, das epididymale
Fettgewebe und das braune Fettgewebe, wie unter Punkt 2.2.3 beschrieben, isoliert und
gewogen. Zusiitzlich wurde das Lebergewicht auf das zum Zeitpunkt der Organentnahme
gemessene Korpergewicht bezogen. Dargestellt ist jedes Replikat mit Median (n = 5-6). Si-
gnifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit
Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveau: *p < 0,05 fiir PAR4T/* SF zu PAR41/+ HFF.
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Abbildung 24: PAR4 hat wihrend einer hochkalorischen Fettfiitterung keinen
Einfluss auf totales Bilirubin, LDH und Triacylglycerol im Serum

Wildtyp- und PAR4-defiziente Méuse wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfut-
ter (HFF) gefiittert, eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter gefiittert (SF). Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden die Miuse wie unter 2.2.3 beschrieben narkotisiert. Durch
Punktion der Vena cava inferior wurden mit einer Kaniile mindestens 500 pl Blut entnom-
men. Das Serum wurde, wie unter 2.2.4 beschrieben, gewonnen. Die Serumkonzentration der
dargestellten Analyte wurde mit Hilfe von Teststreifen und der anschlieBenden Auslesung im
Messgeriit (Spotchem, akray) analysiert. Dargestellt ist jedes Replikat mit Median (n = 4-7).
Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit
Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveaus: *p < 0,05 fiir PAR47/* SF zu PAR4™/* HFF
und #p < 0,05 fir PAR4~/~ HFF zu PAR4™/* HFF.
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Abbildung 25: Eine hochkalorische Fettfiitterung wirkt sich auf die Expression
verschiedener Zytokine in der Leber aus

Wildtyp-Méuse wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfutter (HFF) gefiittert,
eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter gefiittert (SF). Zu den angegebenen Zeit-
punkten wurden die Lebern der Méuse, wie unter 2.2.3 beschrieben, entnommen. Die RNA
wurde, wie unter 2.2.5 beschrieben, isoliert, in cDNA umgeschrieben (siche 2.2.7) und die
relative RNA-Expression der in der Abbildung angegebenen Zytokine und Chemokine wurde
in der qPCR gemessen (siehe 2.2.8). Als Kontrollgen wurde SDHA verwendet. Die relative
Expression wurde aus dem negativen potenzierten Ct-Wert berechnet, nachdem der Ct-Wert
des Kontrollgens vom Ct-Wert des zu untersuchenden Gens abgezogen wurde. Dargestellt ist
jedes Replikat mit Median (n = 5-6). Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle
Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveau: *p <
0,05 fiir PAR4%/%* SF zu PAR4*/+ HFF.
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Abbildung 26: Eine hochkalorische Fettfiitterung hat keinen Einfluss auf die
PARA4-Expression in der Leber

Wildtyp-Méause wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfutter (HFF) gefiittert,
eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter gefiittert (SF). Zu den angegebenen Zeit-
punkten wurden die Lebern der Miuse, wie unter 2.2.3 beschrieben, entnommen. Die RNA
wurde, wie unter 2.2.5 beschrieben, isoliert, in cDNA umgeschrieben (siche 2.2.7) und die
relative RNA-Expression von PAR4 wurde in der qPCR gemessen (siche 2.2.8). Als Kontroll-
gen wurde SDHA verwendet. Die relative Expression wurde aus dem potenzierten Ct-Wert
berechnet, nachdem der Ct-Wert des Kontrollgens vom Ct-Wert des zu untersuchenden Gens
abgezogen wurde. Dargestellt ist jedes Replikat mit Median (n = 5-6). Signifikantsniveau: *p
< 0,05 fiir PAR41/* SF zu PAR41/* HFF.
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Abbildung 27: Eine hochkalorische Fettfiitterung verindert verschiedene Immun-
zellpopulationen in der Leber

Wildtyp-Méuse wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfutter (HFF) gefiittert,
eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter gefiittert (SF). Zu den angegebenen Zeit-
punkten wurden die Zellen, wie unter 2.2.10 beschrieben, isoliert und ihre mittlere Fluo-
reszenzintensitit (MFI) im FACS Canto II der Firma BD gemessen. Dargestellt ist jedes
Replikat mit Median (n = 5-6). Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle Vari-
anzanalyse (One-way ANOVA) mit Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveau: *p < 0,05

fiir PAR41/* SF zu PAR4/+ HFF.
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Abbildung 28: Eine hochkalorische Fettfiitterung fiithrt zur Akkumulation von
Mac2"-Zellen in der Leber

Wildtyp-Méuse wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfutter (HFF) gefiittert,
eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter gefiittert (SF). Zu den angegebenen Zeit-
punkten wurden die Lebern, wie unter 2.2.3 beschrieben, entnommen und Paraffinschnitte,
wie unter 2.2.9 beschrieben, angefertigt. Die Leberschnitte wurden dann, wie unter 2.2.9.1
beschrieben, mit einem Mac2-spezifischen Antikorper gefiarbt und im Durchlichtmikroskop
aufgenommen. Die Abbildung zeigt zu jedem Zeitpunkt ein reprisentatives Bild. Die quan-
titative Auswertung der Mac2t-Zellen stellt jedes Replikat mit Median dar (n = 5-6). Der
Mafistab entspricht 100 pm. Signifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle Varianz-
analyse (One-way ANOVA) mit Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveau: *p < 0,05 fiir
PAR4*/* SF zu PAR4"/* HFF.

XIV



PAR4** Ow

PAR4*/* SF PAR4*/* HFF

12w |

20w [

26w| s

40.
o [ ]
a0 ¢ e
5 XS ® PAR4"* SF
o ® PAR4™* HFF
O 21 am-
<] .
O 10
w
T T T
12 20 26

Zeit [w] nach Fitterungsbeginn

Abbildung 29: Eine hochkalorische Fettfiitterung fithrt zu vermehrter Fetteinla-
gerung in der Leber

Wildtyp-Méause wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfutter (HFF) gefiittert,
eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter gefiittert (SF). Zu den angegebenen Zeit-
punkten wurden die Lebern, wie unter 2.2.3 beschrieben, entnommen und Paraffinschnitte,
wie unter 2.2.9 beschricben, angefertigt. Die Leberschnitte wurden dann, wie unter 2.2.9.2
beschrieben, gefirbt und im Durchlichtmikroskop aufgenommen. Die Abbildung zeigt zu je-
dem Zeitpunkt ein reprisentatives Bild. Die quantitative Auswertung der Olrot O-positiven
Fliche stellt jedes Replikat mit Median dar (n = 5-6). Der Mafistab entspricht 100 pm. Si-
gnifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit
Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveau: *p < 0,05 fiir PAR41/* SF zu PAR41/* HFF.
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Zeit [w] nach Fltterungsbeginn

Abbildung 30: Eine hochkalorische Fettfiitterung fiithrt zu vermehrter Kollagen-
einlagerung in der Leber

Wildtyp-Méuse wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfutter (HFF) gefiittert,
eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter gefiittert (SF). Zu den angegebenen Zeit-
punkten wurden die Lebern, wie unter 2.2.3 beschrieben, entnommen und Paraffinschnitte,
wie unter 2.2.9 beschrieben, angefertigt. Die Leberschnitte wurden dann, wie unter 2.2.9.4
beschrieben, gefirbt und im Durchlichtmikroskop aufgenommen. Die Abbildung zeigt zu je-
dem Zeitpunkt ein repriisentatives Bild. Die quantitative Auswertung der Sirius Rot-positiven
Fliche stellt jedes Replikat mit Median dar (n = 4-7). Der Mafistab entspricht 100 pm. Si-
gnifikante Unterschiede wurden durch einfaktorielle Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit
Tukey post-Test ermittelt. Signifikantsniveaus: *p < 0,05 fiir PAR4™/* SF zu PAR4*/* HFF.
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Abbildung 31: Himatoxylin-Eosin-Férbung von Leberschnitten zu verschiedenen
Zeitpunkten einer hochkalorischen Fettfiitterung.

Wildtyp-Méause wurden bis zu 30 Wochen mit hochkalorischem Fettfutter (HFF) gefiittert,
eine Wildtyp-Gruppe wurde mit Standardfutter gefiittert (SF). Zu den angegebenen Zeit-
punkten wurden die Lebern der Méause, wie unter 2.2.3 beschrieben, entnommen und Par-
affinschnitte, wie unter 2.2.9 beschrieben, angefertigt. Die Leberschnitte wurden dann, wie
unter 2.2.9.3 beschrieben, gefirbt und im Durchlichtmikroskop aufgenommen. Die Abbildung
zeigt zu jedem Zeitpunkt ein reprisentatives Bild. Der Mafistab entspricht 100 pm.
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