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Ich bin manchmal rund, manchmal eckig;
Mal gefllt und auch mal leer;

Ich puffere und gebe Stabilitat;

Und trage ab und zu ein Kronchen.

Wer bin ich?



Zusammenfassung

Das pandemische Auftreten von Ubergewicht und Adipositas geht mit einer erhéhten Inzidenz
von metabolischen Erkrankungen einher. In der Klinik ist das metabolische Syndrom als
todliches Quartett aus Adipositas, arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus Typ 2 und
Hyperlipidamie bekannt. Der kontinuierliche Anstieg des Auftretens der vier Diagnosen, die in
das metabolische Syndrom einfliel3en, stellt fliir das Gesundheitssystem ein wachsendes
Problem hinsichtlich Folgeerkrankungen wie koronare Herzkrankheit (KHK), periphere
arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) oder Myokardinfarkten dar, die auch eine grofRRe
volkswirtschaftliche Bedeutung haben. Unter der Entwicklung einer Adipositas konnte auch
eine Disposition flr eine verstarkte Gerinnung gezeigt werden; aus diesem Grund rlickte der
prothrombotische Faktor Thrombin in den Fokus der aktuellen Forschung. Ebenso ist
bekanntermalen eine chronische Entzindung des viszeralen Fettgewebes ein
beglnstigender Faktor fur die Entstehung von Atherosklerose.

In dieser Dissertation konnte anhand eines diabetischen Adipositas-Mausmodells (LepR¥/®,
Leptin-Rezeptor-Defizienz) ein positiver Einfluss der direkten Thrombin-Inhibitoren Argatroban
und Dabigatran auf inflammatorische Prozesse im viszeralen Fettgewebe nachgewiesen
werden. Neben vergleichbar antiinflammatorischen Effekten auf das Fettgewebe in einem
murinen Modell der akzelerierten Atherosklerose (LdIr”, LDL-Rezeptor-Defizienz) wurde
zudem ein atheroprotektiver Effekt von Argatroban auf die Entwicklung atherosklerotischer
Plaques im Aortenursprung gezeigt.

Darlber hinaus wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit im viszeralen Fettgewebe der
LdIr-Mause das Phanomen des beigings, also der Umwandlung von weilem in braunes
Fettgewebe, durch eine Thrombin-Inhibition beobachtet. Bisher wurden Thrombin-Inhibitoren
nicht als browning-agents beschrieben.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit positive Effekte des Thrombin-
Inhibitors Argatroban auf die Fettgewebsinflammation, die weiter im Tiermodell und in
klinischen Studien untersucht werden sollten. Eine positive Beeinflussung der Entstehung von
atherosklerotischen Plaques und der Limitation von Entzindungsprozessen durch eine
Thrombin-Inhibition kdnnte eine zuklnftige Behandlungsstrategie des metabolischen
Syndroms und seiner Folgen darstellen.



Abstract

The pandemic occurrence of overweight and obesity is associated with an increased incidence
of metabolic diseases. In clinical practice, the metabolic syndrome is known as a deadly
quartet of obesity, arterial hypertension, type 2 diabetes mellitus and hyperlipidemia. The
continuous increase in the incidence of the four diagnoses that are included in the metabolic
syndrome represents a growing problem for the health care system with regard to secondary
diseases such as coronary heart disease (CHD), peripheral arterial occlusive disease (PAOD)
or myocardial infarction, which are also of great economic importance. Under the development
of obesity, a predisposition to increased coagulation could also be demonstrated; for this
reason, the prothrombotic factor thrombin became the focus of current research. It is also
known that chronic inflammation of the visceral fat tissue is a favourable factor for the
development of atherosclerosis.

In this dissertation, a diabetic mouse model of obesity (LepR¥", leptin receptor deficiency)
showed a positive influence of the direct thrombin inhibitors Argatroban and Dabigatran on
inflammatory processes in visceral fat tissue. In addition to comparable antiinflammatory
effects on fat tissue in a murine model of accelerated atherosclerosis (LdIr”, LDL-receptor
deficiency), an atheroprotective effect of Argatroban on the development of atherosclerotic
plaques in aortic origin was shown.

In addition, the present study observed the phenomenon of beigeing, i.e. the conversion of
white into brown fat tissue, by thrombin inhibition in the visceral fat tissue of Ldlr’” mice. So far,
thrombin inhibitors have not been described as browning agents.

In summary, the results of this work show positive effects of the thrombin inhibitor argatroban
on fat tissue inflammation, which should be further investigated in animal models and clinical
studies. A positive influence of thrombin inhibition on the development of atherosclerotic
plaques and the limitation of inflammatory processes could be a potential future treatment

strategy for metabolic syndrome and its consequences.
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1 Einleitung

1.1 Entwicklung und klinische Relevanz von Adipositas und
Adipositas-bedingten Folgeerkrankungen
Die Pravalenz der Adipositas hat sich weltweit zwischen den Jahren 1980 mit 6,4 % und
2008 mit 12 % fast verdoppelt. Weltweit sind tber 34,4 % der Erwachsenen Ubergewichtig
(body mass index (BMI) = 25 kg/m?) und 12 % adip6s (BMI = 30 kg/m?) *. In Deutschland
zeigt sich ebenfalls ein zunehmender Trend zu Ubergewicht (BMI = 25 kg/m?). Ein Finftel
der Bewohner Deutschlands sind adipés (BMI = 30 kg/m?) 2.
Die Grunde fur die steigende Pravalenz konnen ein westlicher Lebensstandard durch
veranderte Lebens- und Erndhrungsgewohnheiten sein, die zu einem Ungleichgewicht von
Kalorienzufuhr und -verbrauch fiihren 3. Eine Fehlernahrung mit fett- und zuckerhaltigen
Nahrungsmitteln,  Essstérungen, Bewegungsmangel, endokrine  Erkrankungen,
Medikamente und Stress sind Risikofaktoren fiir die Entwicklung von Ubergewicht und
einem adipdsen Phanotyp 2.
Mit Ubergewicht und Adipositas geht eine verstarkte Anfalligkeit fiir kardiometabolische
Erkrankungen einher. Dies hangt damit zusammen, dass unter einem adipésen Phanotyp
das Gleichgewicht der Adipokin-Sekretion durch das viszerale Fettgewebe gestért und
zugunsten proinflammatorischer Adipokine verlagert wird. Es kommt zu einer chronischen
Entziindung des viszeralen Fettgewebes. Eine zentrale Rolle spielen hierbei die erhdéhten
Spiegel der proinflammatorischen Adipokine Resistin und Leptin und zugleich die
Reduktion des antiinflammatorischen Adiponektins. Leptin und Resistin férdern als
proinflammatorische Adipokine Entziindungsprozesse, Insulinresistenz, Dyslipidamie und
Atherogenese. Hingegen hat das antiinflammatorische Adipokin Adiponektin einen
protektiven Effekt auf das GefalRendothel, die beteiligen Makrophagen bei der
Plaqueentstehung und damit auf die Entstehung von Plaques. Zusatzlich wirkt es einer
Insulinresistenz entgegen, sodass bei einer verminderten Adiponektin Sekretion unter
einem adipdsen Phanotyp eine Insulinresistenz und damit die Entstehung eines Diabetes
mellitus Typ 2 begunstigt wird.
Unter einem adipésen Phanotyp konnte eine gesteigerte Pradisposition flr eine verstarkte
Gerinnung beobachtet werden, insbesondere kam es zu einer vermehrten Bildung von
Thrombin 4°. Ein vermehrtes Vorkommen von Thrombin fordert die Plaqueentstehung und
damit kardiovaskuléare Erkrankungen unter adipésen Bedingungen ©.
Aus diesen Grinden ist bei Ubergewichtigen Patienten das Risiko fir eine koronare
Herzkrankheit (KHK) um 20 % und bei adipésen Patienten um 50 % erhoht 2. Ebenfalls



steigt bei Ubergewicht das Risiko fir einen Myokardinfarkt 7 und das Auftreten einer
peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) 8.

Die Kombination verschiedener chronisch-metabolischer Erkrankungen bestehend aus
stammbetonter Adipositas, Insulinresistenz, Dyslipoproteindmie und arterieller Hypertonie,
ist das metabolische Syndrom. Atiologisch fiir die endokrinen Stérungen des
Zuckerstoffwechsels gilt das oben bereits erwahnte Zusammenspiel aus einer peripheren
Insulinresistenz und chronischer Inflammation im Fettgewebe °. Die Insulinresistenz fiihrt
nicht nur zu einer Hyperglykdmie sondern auch zu erhdhten Triglyzeriden-Spiegeln im Blut,
gehemmter Lipolyse und fuhrt durch die Hyperinsulindmie Uber eine Natriumretention zu
einer arteriellen Hypertonie °. Da die Erkrankung lange symptomlos bleibt und in friihen
Stadien nur anhand von Laborwerten diagnostiziert werden kann, wird sie oft erst in spaten
klinischen Stadien entdeckt. Als Langzeitfolgen des metabolischen Syndroms treten
Atherosklerose, Diabetes mellitus Typ 2 und kardiovaskulare Komplikationen wie Apoplex,
arterielle Hypertonie und Myokardinfarkt auf °. Den kausalen Therapieansatz fir das
metabolische Syndrom stellt eine Kombination aus Gewichtsreduktion, ausgewogener,
energiereduzierter Ernahrung und regelmafiger sportlicher Aktivitat dar 1.

Uber die gesundheitlichen Aspekte hinaus sind Adipositas und das metabolische Syndrom
von grofRem volkswirtschaftlichem Interesse. In den letzten Dekaden stieg die Pravalenz
dieser Erkrankungen stetig an, so dass 2014 ca. 30 % der Weltbevolkerung Ubergewichtig
oder adipdés waren. Bei gleichbleibendem Anstieg kdnnten bis 2030 ca. 50 % der
Weltbevolkerung betroffen sein '2. Diese Entwicklung wird in der Zukunft eine groRe

Herausforderung fur unser Gesundheitssystem darstellen.



1.2 Das Fettgewebe

1.21 Aufbau und Zusammensetzung
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Abbildung 1 WeiBes Fettgewebe
gg . Schematischer Aufbau des weilRen Fettgewebes.

Charakteristisch ist die univakuolare Struktur mit
randstandigem Zellkern. In braun sind
Makrophagen, in blau Immunzellen und in rot ein
Gefall schematisch dargestellt.
Das Fettgewebe stammt von mesenchymalen Stammzellen ab und gehoért dem
Bindegewebe an 3. Es wird zwischen univakuolarem weilen (WAT), plurivakuoldrem
beigen und plurivakuolarem braunen (BAT) Fettgewebe unterschieden. Das WAT wird
nochmals in subkutanes (sSWAT) und viszerales (VWAT) weildes Fettgewebe unterteilt. Das
sWAT erflllt dabei eine lIsolierfunktion und verhindert Warmeverluste des Korpers.
Hingegen umschlie3t das VWAT innere Organe und erflllt hier eine Polster-, Stitz- und
Schutzfunktion ™.
Die Hauptfunktion des WAT ist die Speicherung und Bereitstellung von Energie. Zudem ist
WAT das grofite endokrine Organ des Korpers. WAT beeinflusst durch seine endokrine
Funktion metabolische Prozesse, wie z.B. die Nahrungsaufnahme, den Blutdruck, die
Plaqueentstehung und wirkt auf das Immunsystem ein '°. So enthalt WAT neben
Adipozyten auch Immunzellen wie neutrophile Granulozyten, Makrophagen und zusatzlich
Stammzellen, Fibroblasten, Endothelzellen, Praadipozyten und vaskulare Zellen '
(Abbildung 1). Nur etwa 40 % der Zellen im WAT sind Adipozyten, die jedoch Uber 90 %
des Volumens ausmachen 7.
Unter einer Nahrungskarenz kommt es durch eine gesteigerte Lipolyse im WAT zur
Sekretion von unveresterten Fettsduren (non-esterified fatty acids, NEFA). NEFA hemmen
Uber einen negativen Feedback-Mechanismus die Glukoseaufnahme in die Adipozyten und
bewirken in der Leber eine gesteigerte Lipolyse, wodurch die Versorgung von Nervenzellen
und Erythrozyten mit Glucose aufrechterhalten bleibt 8. Somit fiihrt eine Nahrungskarenz
Uber eine gesteigerte Lipolyse zu einer Abnahme des Adipozytenvolumens, die

Adipozytenanzahl bleibt hingegen unverandert '°.



1.2.2 Browning und Whitening

Das BAT ist ein hochspezialisiertes Fettgewebe, das viele Mitochondrien aufweist und
durch Entkopplung der Atmungskette mittels Thermogenin (UCP-1) Warme erzeugen kann
'8, Es findet sich bevorzugt interskapular und perirenal ™. Braunes Fettgewebe ist verstarkt

bei Sauglingen und Kleinkindern zu finden und schitzt vor Warmeverlusten 920,
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Abbildung 2 browning und whitening

Schematische Darstellung von whitening und browning (von links nach rechts dargestellt: brauner
Adipozyt, beiger Adipozyt, beiger Adipozyt, weiller Adipozyt).

Das beige Fettgewebe wurde innerhalb des WAT entdeckt . Im beigen Fettgewebe
umgeben kleinere Fettvakuolen groRRere Fetttropfen. Beige Fettzellen exprimieren ebenfalls

UCP-1, jedoch im geringeren Mafe als BAT 2.

Durch Kaltestimulation kann WAT in beiges Fettgewebe umgewandelt werden. Dieser
Prozess wird in der Literatur ,browning“ genannt ™. Nach stattgefundener Kaltestimulation
gehen die beigen Fettzellen wieder in WAT Uber. Dieser Prozess wird als ,whitening*
bezeichnet ?2. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass sowohl ,browning“ als auch

.Whitening® reversible Umgebungstemperatur-abhangige Prozesse sind (Abbildung 2).

Liegt eine positive Energiebilanz (vermehrte Kalorienzufuhr, weniger physische Aktivitat)
vor, findet eine Umstrukturierung und Veranderung der Zellzusammensetzung des WAT
statt. Der Korper versucht, das Kalorienuberangebot vermehrt in Form von Fett zu
speichern. Bereits existierende weifle Adipozyten hypertrophieren durch Lipogenese, bis
sie eine kritische Grenze erreichen. Ab dieser Grenze werden Praadipozyten zur
Proliferation und Differenzierung angeregt, die Angiogenese wird im Fettgewebe verstarkt

und es werden vermehrt proinflammatorische Mediatoren ausgeschittet 2324,



1.2.3 Das Fettgewebe als endokrines Organ

Durch die groRe Anzahl der von Adipozyten sezernierten Adipokine wird deutlich, dass das
Fettgewebe nicht nur zur Speicherung von Energie und flr die Thermoregulation zustandig
2 sondern zusatzlich das groBte endokrine Organ des Kérpers ist. Uber die autokrine,
parakrine als auch endokrine Wirkung der Adipokine kann das Fettgewebe metabolische
Prozesse und immunologische Funktionen beeinflussen.

Adipokine wie Leptin, Adiponektin, Retinol-bindendes Protein 4, monocyte chemotattractant
protein 1 (MCP1) und Resistin interagieren sowohl mit zentralen als auch peripheren
Organen, wie zum Beispiel dem Gehirn, der Leber, dem Pankreas und dem Skelettmuskel.
Dadurch kénnen Nahrungsaufnahme, Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel, Blutdruck,
Gerinnungssystem und Entziindungen beeinflusst werden 252,

Unterschieden wird zwischen proinflammatorischen Adipokinen, wie Resistin und Leptin
und antiinflammatorischen Adipokinen, wie Adiponektin.

Bei einer gesteigerten Hypertrophie von Adipozyten, wie sie unter einem adipdsen
Phanotyp auftritt, kommt es zu einer vermehrten Produktion der proinflammatorischen
Adipokine Leptin und Resisitin und 2zu einer verminderten Produktion des
antiinflammatorischen Adipokins Adiponektin.

Das proinflammatorische Adipokin Resistin wurde im Jahr 2001 entdeckt. Im Mausmodell
sind erhéhte Plasma Resistin-Spiegel unter Diat-induzierten adipésen Phanotypen mit einer
Insulinresistenz vergesellschaftet. Die Insulinsensitivitat der Mause erhohte sich bei
Zugabe eines Anti-Resistin-Antikdrpers und andersherum entwickelten gesunde Mause
unter Resistingabe eine Insulinresistenz. Uber die Aktivierung des NFkB-Signalweges
férdert Resistin zudem proinflammatorische Prozesse und erhalt so die
Entziindungsreaktion im Fettgewebe aufrecht %,

Ein weiteres proinflammatorisches Adipokin ist das Proteohormon Leptin, das eine wichtige
Rolle in der Nahrungsaufnahme und dem Energieumsatz spielt ?8. Leptin-Rezeptoren sind
auf Neuronen der Kerngebiete des Nucleus arcuatus und des Nucleus paraventricularis des
Hypothalamus exprimiert. Die Neuronengruppe des Nucleus arcuatus schuttet die
appetitstimulierenden Neuropeptide agouti-related peptide (AgRP) und Neuropeptid Y
(NPY) aus. Hingegen produziert die Neuronengruppe des Nucleus paraventricularis das
Proopiomelanocortin (POMC) und das Kokain- und Amphetamin-regulierte Transkript
(CART), die durch Leptin proteolytisch aktiviert werden und appetitziigelnd wirken 2°.
Liegen im Organismus erhdhte Leptinspiegel vor, bindet Leptin an den Leptin-Rezeptor der
Neuronengruppe des Nucleus arcuatus und unterdruckt so die Ausschittung der
appetitstimulierenden Neuropeptide AgRP und NPY. Gleichzeitig konnen POMC und CART
durch Leptin aktiviert werden und ihre appetitztigelnde Wirkung austiben. Der Leptinspiegel

sinkt, wenn dem Organismus wenig Nahrung und wenige Energiereserven zur Verfugung
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stehen. Daraufhin wird die Ausschittung der appetitstimulierenden Neuropeptide AgRP
und NPY gefordert und POMC und CART werden nicht aktiviert. Liegen niedrige Leptin-
Spiegel vor, so kommt es zu einem vermehrten Hungergefuhl und zu einer gesteigerten
Nahrungsaufnahme 3031,

Neben der Beeinflussung des Appetits und des Hungergefliihls fuhrt Leptin durch die
Stimulation des sympathischen Nervensystems zu einer Erhéhung des Blutdruckes und
durch eine Entkopplung der Atmungskette zu einer gesteigerten Thermogenese 323,
Adip6se Patienten weisen meist durch eine erworbene Leptin-Resistenz erhdhte Leptin-
Spiegel auf 34. Damit einhergehend fallen die protektiven Leptin-Wirkungen weg, sodass es
vermehrt zu einer Insulinresistenz, Dyslipidamie und erhéhten Glukosekonzentrationen im
Blut kommt .

Das Peptidhormon Adiponektin ist ein antiinflammatorisches Adipokin, dem ein protektiver
Effekt fir das Auftreten eines Diabetes mellitus Typ 2, Adipositas, kardiovaskularer
Erkrankungen und einer Erhéhung der Insulinsensitivitdt zugesprochen wird. Dieser
protektive Effekt wird unter anderem durch eine verminderte Glukoneogenese in der Leber
und eine erhohte Oxidation von Fettsduren im Muskel vermittelt 36-4°,

Ebenfalls kénnen die im Fettgewebe ansassigen Makrophagen Uber die Sekretion von
Tumornekrosefaktor a (TNFa) und Interleukin 6 (IL6) parakrin den Adipozytenstoffwechsel
beeinflussen. Bei Adipositas andert sich die Adipokinsekretion der Adipozyten und die
Zytokinsekretion der Makrophagen, was zu folgenschweren Schaden wie z.B. dem
metabolischen Syndrom, Diabetes mellitus Typ 2, Autoimmunerkrankungen und

GefaRerkrankungen, wie KHK fiihren kann 2.

1.2.4 Adipositas und Entziindung im Fettgewebe

Unter adipésen Bedingungen kommt es im Fetigewebe auf zellularer und molekularer
Ebene zu Veranderungen, die zu einer Hypertrophie, Hyperplasie, Infiltration von
Monozyten, einer Rarifizierung von neuronalen Strukturen und Gefalten und einer
verstarkten Sekretion von proinflammatorischen Mediatoren fihren 442, Dass Immunzellen
fur die Biologie des Fettgewebes eine grolte Rolle spielen, spiegelt sich durch eine
gesteigerte Sekretion von TNFa und anderer Zytokine bei einem adipésem Phanotyp
wieder 1643,

Im adipésen Zustand wandern Makrophagen, durch MCP1 und Apoptose angelockt,
vermehrt in das Fettgewebe ein. Dort polarisieren sich die eingewanderten Makrophagen
vermehrt zu proinflammatorischen CD11c+ M1-polarisierten Makrophagen (in der weiteren
Arbeit als M1 Makrophagen bezeichnet) 4. Diese sezernieren TNFa, was in Kombination
mit der verstarkten Freisetzung von freien Fettsduren die Entwicklung einer Insulinresistenz

beglnstigt, die eine verminderte Glukoseaufnahme in das Gewebe und eine steigende
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Blutglukosekonzentration zur Folge hat 45, Neben der Entwicklung einer Insulinresistenz
erhdht sich der Plasmaspiegel an freien Fettsduren, wodurch der NFkB Signalweg in der
Leber stimuliert wird, was wiederum zu einer vermehrten Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen, wie auch MCP1 fiihrt 4647,

Im Fettgewebe finden sich Immunzellen, wie zum Beispiel neutrophile Granulozyten,
Mastzellen, B- und T-Lymphozyten und Makrophagen 64°,

Es kdnnen sich sowohl CD86+ M1-Makrophagen als auch antiinflammatorische CD206+
M2-Makrophagen (in der weiteren Arbeit als M2 Makrophagen bezeichnet) im Fettgewebe
ansiedeln. Derzeit werden zwei Thesen diskutiert, wie es zu einer vermehrten Akkumulation
von M1 Makrophagen im Fettgewebe unter einem adipdsen Phanotyp kommt. Die erste
These diskutiert, dass unter adipésen Bedingungen vermehrt Ly-6C"CCR2* Makrophagen
zirkulieren, die sich unter inflammatorischen Bedingungen zu M1 Makrophagen
weiterentwickeln. Eine andere These geht von der Moéglichkeit der
Makrophagenpolarisation der im Fettgewebe vorhandenen Makrophagen von M2
Makrophagen zu M1 Makrophagen unter adiposen Bedingungen aus #. Weisberg et al.
fanden heraus, dass diese M1 Makrophagen den Grolfiteil der im Fettgewebe gebildeten
Entztindungsfaktoren wie TNFa, IL6 und iNOS produzieren #°.

Uber 90% aller Makrophagen im Fettgewebe finden sich um apoptotische Adipozyten und

stellen sich histologisch als ,,crown-like structures® (CLS) dar (Abbildung 3).

Abbildung 3 crown-like structures

Schematische Darstellung von crown-like
structures (CLS, braun) im viszeralen
Fettgewebe. CLS bestehen aus Makro-

phagen.

Es konnte gezeigt werden, dass eine positive Korrelation zwischen apoptotischen
Adipozyten und einem adipdsen Phanotyp besteht und bis zu 15-fach mehr Makrophagen
unter adipdsen Zustanden im Fettgewebe zu finden sind. Unter diesen Umstanden steigen
auch die TNFa-Spiegel an “8. Weiterhin findet sich unter adipésen Zustanden eine
verringerte Anzahl von regulatorischen T-Zellen, die zum Beispiel Makrophagen inhibieren

kdénnen “°.



1.3 Adipositas und Diabetes mellitus

Derzeit existieren verschiedene Thesen fir den Zusammenhang des molekularen
Pathomechanismus hinter der Entwicklung eines Diabetes mellitus unter einem adipésen
Phanotyp.

Zum einen wird die oben beschriebene chronische Entziindung im Fettgewebe und damit
einhergehende veranderte Adipokin- und Zytokinsekretion durch Adipozyten und
Entziindungszellen als ursachlich fur die Entstehung einer Insulinresistenz beschrieben.
Durch die Verlagerung der Adipokin-Sekretion zugunsten der proinflammatorischen
Adipokine, wie Resistin und Leptin wird die Entstehung einer Insulin-Resistenz und damit
einhergehend die Entstehung eines Diabetes mellitus Typ 2 gefordert °.

Weiter wird ein gestorter Lipidstoffwechsel als ursachlich fir die Entstehung eines Diabetes
mellitus Typ 2 mit Lipotoxizitdt als Ursache fur den Untergang der B-Inselzellen in der
Pancreascauda diskutiert. Zu der Entstehung der Lipotoxizitat wird ein Uberfluss an Lipiden

und die fehlende Kapazitat zur Speicherung dieser Lipide vermutet *'.

1.3.1 Entwicklung von Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2

Insulin ist ein Peptidhormon, das bei einem Anstieg der Blutglukosekonzentration, zum
Beispiel durch Nahrungsaufnahme, aus den [-Inselzellen des Pankreas in das Blut
sezerniert wird. Es bindet an Insulinrezeptoren von Fett-, Herzmuskel- und
Skelettmuskelzellen und férdert dort den Einbau von Glukose-Transporter 4 (GLUT 4) in
die Zellmembran. Uber diesen Transporter kommt es zu einer Aufnahme von Glukose aus
dem Blut, wodurch die Blutglukosekonzentration sinkt. Durch Insulin wird die Speicherung
von Glukose in Form von Glykogen und die Lipogenese gefordert 1052,

Unter einer Insulinresistenz reagiert der Insulinrezeptor nicht mehr adaquat auf Insulin, es
kommt trotz erhohtem Glukoseangebots im Blut zu einer gestoérten Glukoseaufnahme in
das Fettgewebe und in die Muskulatur. Dies férdert die Aktivierung von katabolen
Stoffwechselprozessen: Die Adipozyten reagieren mit einer gesteigerten Lipolyse und
Freisetzung von Triglyzeriden und in der Leber findet zusatzlich eine verstarkte
Glukoneogenese statt. Dieser Zustand resultiert in einem weiteren Anstieg der
Blutglukosekonzentration und einer weiteren Ausschuttung von Insulin. Wird dieser
Kreislauf aufrechterhalten, erschdpfen sich mit der Zeit die B-Inselzellen des Pankreas und

ein manifester Diabetes mellitus Typ 2 entsteht %,

1.4 Atherosklerose

Atherosklerose beschreibt einen multifaktoriellen entziindlichen Prozess an der

lumennahen Schicht der Arterienwand, durch den es zu einer Lumenverengung und



Verhartung der Arterien kommt. Folgen dieses Prozesses im arteriellen System kdnnen
eine arterielle Hypertonie, KHK und Minderperfusion von Gewebe bis hin zu einem
kompletten Verschluss des Gefalies sein. Tritt ein kompletter Verschluss des Gefalles im
arteriellen System auf und kann das poststenotische Gewebe nicht Uber Kollateralen
versorgt werden, kommt es zu Gewebeinfarkten. Ein weiteres Risiko von
atherosklerotischen Veranderungen im arteriellen Gefaldsystem stellt die Embolisation von
Plaques oder Plaqueanteilen dar, die ebenfalls zu einem Verschluss von Gefallen im
distalen Verlauf des GefalRsystems fihren kann. So treten zum Beispiel Verschlisse von
hirnversorgenden Arterien nach Plagueabgang in der Arteria carotis interna auf, die zu einer
transitorischen ischamischen Attacke (TIA) bis zu einem ischdmischen Infarkt mit
bleibendem Schaden fihren kénnen. In den westlichen Landern machen die Folgen der
Atherosklerose ungefahr 50 % der Todesursachen aus .

Aus diesem Grund ist es fur die Medizin und das Patientenwohl wichtig, weiter zu
erforschen, welche Einflisse sich positiv und negativ auf die Entstehung der Atherosklerose
auswirken, um diese fruhzeitig zu hemmen oder ein Fortschreiten der Veranderungen an

den GefalRwanden und deren Folgen zu verhindern.

1.4.1 Aufbau der Arterienwand

Arterielle Gefalde weisen einen dreischichtigen Aufbau auf. Lumennah liegt die Intima, die
sich aus einer Endothelschicht, einer Schicht aus lockerem Bindegewebe und der Lamina
elastica interna zusammensetzt ®*. Das Intima-Endothel weist antithrombotische Faktoren,
wie negativ geladene Glykosaminoglykane und neutral geladene Phospholipide auf und
sezerniert zusatzlich Gerinnungsinhibitoren und Aktivatoren der Fibrinolyse. Das lockere
Bindegewebe hingegen beinhaltet Kollagen, von-Willebrand-Faktor (vWF), Laminin,
Thrombospondin und Vitronectin, die eine Thrombozytenaggregation férdern *°. An die
Intima schlie3t sich die aus glatten Muskelzellen bestehende Media an. Die auliere Schicht
bildet die Adventitia, die aus Lamina elastica externa und Bindegewebe besteht und die

gefaBRwandversorgenden GefaRe fiihrt %,

1.4.2 Atherogenese

Durch Scherstress und standige Belastung des Endothels in Blutgefaliregionen wie
Gefalaufzweigungen oder Gefaltabgangen kann es zu einer Verletzung des einschichtigen
Intima-Endothels kommen, die mit einer verstarkten Permeabilitat fir Makromolektle wie
low density lipoprotein (LDL), Lipoprotein a und anderer Lipoproteine einhergeht .

LDL lagert sich in der subendothelialen Matrix der Intima ab. Zusatzlich werden durch die
Endothelverletzungen und damit einhergehender Zytokinfreisetzung glatte Muskelzellen

der Media zur Proliferation und Migration in die Intima angeregt. Dort wird das akkumulierte
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LDL durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS), Myeloperoxidase, Sphingomyelinase und
sekretorische Phospholipasen oxidiert. Das oxidierte LDL stimuliert die Endothelzellen der
Intima, proinflammatorische Molekile wie M-CSF, MCP1, Wachstumsfaktoren und
Adhasionsmolekile zu produzieren, wodurch es zu einer weiteren Einwanderung von
Zellen in die Intima kommt 54%657_ VVermittelt durch die neu exprimierten Adhasionsmolekiile
durchwandern vermehrt Monozyten die Endothelzellschicht und akkumulieren in der Intima.
Die dort durch M-CSF stimulierten Monozyten proliferieren und differenzieren sich zu
Makrophagen und sezernieren selbst M-CSF, Proteoglykane und Zytokine. Dadurch
werden weitere in die Intima einwandernde Monozyten zur Differenzierung und Proliferation
angeregt **. Mit dem kontinuierlichen Anstieg von oxidiertem LDL und der vermehrten
Invasion von Leukozyten wird die Permeabilitdt der Intima gréRer. Makrophagen nehmen
nun in der Intima vermehrt oxidiertes LDL Gber CD36 und SRA (scavenger receptor A) auf
und entwickeln sich zu Schaumzellen %899,

Regulatorische T-Zellen wandern ebenfalls Uber die Adhasionsmolekiile in die Intima ein
und rufen eine intima- und mediaubergreifende chronische Inflammation durch
immunregulatorische Stoffe hervor. Durch die chronische Entziindung getriggert findet ein
Umbauprozess des Intima- und des Mediagewebes statt und es entsteht ein Plaque mit
einer bindegewebigen Kappe, die einen Lipidkern umschlie3t. Der Lipidkern bildet sich aus
apoptotischen Schaumzellen und extrazellularer Cholesterinakkumulation 4.

Im Verlauf kann es zu einem Aufbruch des Plaques kommen. Dabei findet ausgelést durch
das Aufbrechen des Plaques und der damit einhergehenden Freilegung von tissue factor
(TF) eine Gerinnungsreaktion am Plaque statt, die im Laufe der Zeit das Gefalllumen
zunehmend einengt 4. Durch den oben beschriebenen Gewebeumbau verliert die
Arterienwand ihre Elastizitat und wird briichig. Die progrediente Versteifung der Gefallwand
kann eine arterielle Hypertonie begunstigen und sich in einem pathologisch erhdhten

Knoéchel-Arm-Index (ABI) dulRern

1.4.3 Adipositas und Atherogenese

Die Verschiebung des Adipokin-Sekretions-Gleichgewichts zugunsten proinflamma-
torischer Adipokine hat einen Einfluss auf die Atherogenese 254 (Abbildung 4).

Ein Schlisselenzym in der Atherogenese ist eNOS. Die eNOS generiert NO, was einen
Einfluss auf den Vasotonus von GefalRen und auf die Prasentation von Oberflachen-
molekilen hat. Resistin bewirkt eine erniedrigte eNOS-Aktivitat und fuhrt parallel zu einem
Anstieg von intrazelluldren ROS #’. Uber die verminderte eNOS Aktivitat werden vermehrt
Adhasionsmolekile auf der Zelloberflache von GefalRendothelzellen prasentiert, die
wiederrum zu einer verstarkten Migration von Entzindungszellen, insbesondere von

Makrophagen in das Gefaflendothel fihren. Somit resultiert ein hoher Resistin-Spiegel in
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einer erniedrigten Endothelzellbarriere. Weiterhin bt Resistin nicht nur einen Einfluss auf
die Makrophagen hinsichtlich der Einwanderung in die Endothelzellen aus, sondern sorgt
fur eine gesteigerte Aufnahme von oxidiertem LDL und induziert dadurch die Bildung von
Schaumzellen. Der Anstieg intrazellularer ROS unterstitzt die Entwicklung eines
proinflammatorischen Milieus, wodurch es zu einer weiteren Einwanderung von
Makrophagen und zu einem Anstieg an oxidiertem LDL kommt, was eine weitere

Schaumzellentwicklung unterstitzt 657,

Leptin Ubt als proinflammatorisches Adipokin ebenfalls Einfluss auf die Atherogenese aus.
Unter erhdhten Leptinspiegeln kommt es zu einer Erhéhung von reaktiven
Sauerstoffspezies, damit einer Erhdhung des oxidativen Stresses. Zugleich bewirkt ein
erhohter Leptinspiegel eine verstarkte Gerinnung und eine Proliferation von glatten
Muskelzellen des Gefallendothels mit einer zusatzlichen Endothelzelldysfunktion. Diese
Effekte fordern die Entstehung von atherosklerotischen Plaques ©2.

Unter einem gesunden Phanotyp Uberwiegen die protektiven Effekte des
antiinflammatorischen Adipokins Adiponektin auf das Gefallendothel und die
Makrophagen. Adiponektin beeinflusst GefaRRendothelzellen positiv, indem es die
intraendotheliale eNOS-Aktivitat steigert, die zum einen zu einer Reduktion der
Prasentation von Adhasionsmolekulen auf der Endothelzelloberflache und zum anderen zu
einer Hemmung der Oxidation von LDL flhrt. Zusatzlich bewirkt Adiponektin eine Reduktion
der Prasentation des scavenger receptors auf der Zelloberflache von Makrophagen und
fuhrt zugleich zu einer Reduzierung der Cholesterol Acyltransferase 1 Aktivitat in den
Makrophagen. Dies alles resultiert in einem protektiven Effekt auf die Endothelzellen durch
eine verminderte Einwanderung von Makrophagen in das GefalRendothel, eine Reduktion
der intraendothelialen  Schaumzellbildung und somit einer Reduktion der

Plaqueentstehung.
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Abbildung 4 Der Zusammenhang zwischen Adipositas und Atherogenese

Unter adipésen Bedingungen kommt es zu einer gesteigerten Sekretion proinflammatorischer
Zytokine, die eine verstarkte Expression von Adhasionsproteinen auf Endothelzellen foérdern.
Dadurch kommt es zu einer gesteigerten Gefallpermeabilitat fir Makrophagen. Makrophagen
sezernieren innerhalb der Endothelzelle proinflammatorische Zytokine, wodurch ein
proinflammatorisches Milieu aufrechterhalten und die Migration von Makrophagen in die
Endothelzellen geférdert wird. Dieser proinflammatorische Status begunstigt die Plaqueentstehung.

1.5 Thrombin

Die Serinprotease Thrombin hat eine Schlisselrolle im Endweg der Blutgerinnung inne und
reguliert darlber hinaus rezeptorvermittelt die endotheliale Zellaktivierung,
Plattchenaggregation und Angiogenese %%7°. Durch einen Komplex des intrinsischen
Weges der Blutgerinnung, bestehend aus Faktor Xa, Va, Phospholipiden und Kalzium, wird
Prothrombin gespalten und zu Thrombin aktiviert. Anschlie@end kann Thrombin
Thrombozyten, Faktor V, VIII und Xl aktivieren und so selbst Uber einen Feedback-
Mechanismus zu einer verstarkten Thrombin-Generierung fihren. Durch Thrombin wird
Fibrinogen zu Fibrin gespalten und die verletzte Gewebestelle kann durch einen
Fibrinthrombus verschlossen werden 7',

Uber eine PAR (Protease-aktivierter Rezeptor)-vermittelte Aktivierung der Endothelzellen
regt Thrombin die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL1, IL6 und MCP1 an 7273,
Thrombin kann direkt Monozyten aktivieren, die tber die Sekretion proinflammatorischer

Mediatoren wie TNFa, IL1B, IL6 und MCP1 Entziindungsprozesse weiter fordern 7.
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Durch die Stimulation von vascular endothelial growth factor (VEGF) kommt es zu einer
gesteigerten Angiogenese im atherosklerotischen Plaque. Virmani et al. fanden heraus,
dass die neu entstandenen Gefalke im Plaque teilweise instabil sind und es so zu
Einblutungen in den Plague kommt, was eine Plaqueinstabilitat beglinstigt °.

Giri et al. konnten unter erhéhten Thrombin-Spiegeln eine erhdhte Verfligbarkeit von
Arginase und damit abfallende Arginin- und NO-Spiegel feststellen, was zu einer
Vasokonstriktion fiihrt 7. Mit einem gleichzeitigen Anstieg der NADPH-Oxidase-Aktivitat
unter erhdhten Thrombin-Spiegeln kommt es zu einer gesteigerten ROS-Bildung. Durch
den erhdhten Spiegel an ROS wird die Lipidoxidation gesteigert, was zu einer erhdhten
Apoptoserate und einer verstarkten Plaqueentstehung fiihrt 7. Zusétzlich fanden Orbe et
al. in Studien heraus, dass nach einem akuten Koronarsyndrom (ACS) erhdhte
Thrombinspiegel und damit eine verstarkte Gerinnungsneigung vorliegen 8.

Da Thrombin einen Einfluss auf Entziindungen und durch die Ausschittung von
Wachstumsfaktoren wie Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (FGF2), Platelet-derived growth
factor (PDGF) und VEGF einen Einfluss auf die Angiogenese hat, spielt es eine wichtige
Rolle in der Entstehung der Atherosklerose *®'. Veranderte Thrombin-Spiegel kdnnten

somit einen Einfluss auf die Plaquestabilitat haben 8284,

1.5.1 Adipositas und eine verstarkte Thrombingenerierung

Durch die verstarkte Sezernierung proinflammatorischer Zytokine und Adipokine unter
adipésen Bedingungen kommt es zu einer Stimulation von Thrombozyten, des
GefalRendothels und Uber eine verstarkte Expression von Adhasionsmolekilen der
GefaRwande zu einer Aktivierung prothrombotischer Signalwege im Kérper. Dadurch wird
vermehrt Thrombin generiert und eine verstarkte Plattchenaktivierung ermdglicht 8. Eine
Erhéhung von TNFa und IL 6 fiihrt zu einer Aktivierung des tissue factors, wodurch es zu

einer Generierung von Thrombin kommt.

1.5.2 Die Wirkung von Thrombin auf Protease-aktivierte Rezeptoren

Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR) sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben
Transmembrandomanen. PAR werden auf verschiedenen Geweben und Zellen wie
Thrombozyten, Endothelzellen, Leukozyten und Fibroblasten exprimiert und konnen
daruber unterschiedliche Systeme und pathophysiologische Vorgange wie Fibrose,
Thrombose und Entziindungen im Kérper beeinflussen . Bisher wurden im Menschen und
im Mausmodell vier verschiedene PAR-Subtypen entdeckt. Serinproteasen binden an den
Liganden des extrazellularen N-Terminus des PAR und spalten diesen ®. Der dadurch
entstandene neue extrazellulare N-Terminus aktiviert intrinsisch den Rezeptor und |6st

darlUber die intrazellulare Signalkaskade aus. Die Serinprotease Thrombin kann auf diese
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Weise die humanen PAR-1, -3 und -4 aktivieren °. PAR-2 hingegen wird durch Trypsin,
Tryptase und die Faktoren Vlla und Xa, nicht jedoch durch Thrombin aktiviert 8-,

PAR-1 und PAR-2 werden auf Endothelzellen exprimiert. PAR-1 wird Thrombin-vermittelt
aktiviert und fiihrt zu einer gesteigerten GefalRpermeabilitat des Endothels °'. Liegt eine
Gefallverletzung vor, werden Uber Entzindungsmediatoren lokale Proteasen oder
Mastzell-Tryptasen freigesetzt, die den endothelialen PAR-2 aktivieren kénnen °. Durch
die Aktivierung von PAR-2 werden vermehrt Adhasionsmolekile auf der
Endotheloberflache exprimiert und Leukozyten und Thrombozyten kdénnen anhaften.
Thrombin vermittelt hierbei zusatzlich die Expression von Thrombozyten-aktivierenden
Faktoren (PAF), IL6 und IL8 9%, Daher spielen endotheliale PARs eine groRe Rolle in der
Endothelzellantwort auf Entziindungen oder Verletzungen.

PAR-3 fungiert im Mausmodell als Cofaktor fur Thrombin bei der Aktivierung von PAR-4.
Weiss et al. beschrieben, dass PAR-3 an der Entwicklung von Thrombosen und
Lungenembolien beteiligt ist %.

PAR-4 kann Uber Thrombin, Trypsin und Cathepsin G aktiviert werden und ist in der
Thrombozytenaktivierung und Entziindungsreaktion involviert ®°. PAR-4 findet sich sowohl
auf Endothelzellen und glatten Gefalimuskelzellen als auch auf Adipozyten des viszeralen
Fettgewebes 6%, Wird PAR-4 aktiviert, kommt es zu einer Einwanderung von Leukozyten
und eine Entziindungsreaktion wird beglinstigt *°. Durch den Einfluss von PAR-4 auf glatte
GefaBmuskelzellen kénnte PAR-4 eine Schlisselrolle in der Atherosklerose-Entstehung

zukommen.

1.5.3 PAR-vermittelte Wirkungen von Thrombin im Fettgewebe

Strande et al. konnten im viszeralen Fettgewebe PAR-1 und PAR-4 nachweisen. PAR-1
findet sich vermehrt auf Zellen des Gefallsystems und PAR-4 auf Adipozyten und
Praadipozyten. Eine Stimulation von Adipozyten mit Thrombin fihrt zu einer erhéhten
Sekretion von proinflammatorischen  Zytokinen aus Adipozyten und von
Angiogenesefaktoren aus Adipozyten und Praadipozyten. Diese Effekte kdnnen mittels des
direkten Thrombin-Inhibitors Lepirudin antagonisiert werden .

Eine Aktivierung von PAR-4 im viszeralen Fettgewebe flhrt zu einer Induktion der Sekretion
von TNFa, IL1B, IL6, MCP1 und VEGF ®. Naldini et al. zeigten, dass Thrombin im
Fettgewebe zusatzlich Monozyten, Fibroblasten und Endothelzellen zur Sezernierung von
IL18 und TNFa anregt 274, Daraus lasst sich schlussfolgern, dass unter einer erhéhten
Konzentration von Thrombin ein proinflammatorischer Zustand im Fettgewebe entsteht,
durch parakrine Wirkung aufrechterhalten wird und endokrin andere Gewebe und Prozesse

im Organismus beeinflussen kann.
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Lim et al. wiesen unter einem adipdsen Phanotyp eine durch Fettsduren getriggerte
verstarkte Expression von PAR-2 im viszeralen Fettgewebe auf Stromazellen und
Makrophagen nach. Der Einsatz eines PAR-2 Antagonisten fuhrte zu einer Reduktion des
Gewichts, einer verminderten Insulinresistenz und Glukosetoleranz, einer kardiovaskularen

Dysfunktion und hatte einen antiinflammatorischen Effekt 10103,

1.5.4 Physiologische Thrombinhemmung

Um eine generalisierte Blutgerinnung zu verhindern, stehen dem Organismus verschiedene
physiologische Inhibitoren der Blutgerinnung zur Verfugung.

Dabei stellt Antithrombin 1l (ATIII) den wichtigsten Inhibitor dar. Es wird Vitamin-K-
unabhangig von der Leber synthetisiert. Indem es mit Prothrombin Komplexe bildet, wird
die enzymatische Spaltung von Prothrombin zu Thrombin verhindert. Zusatzlich inhibiert
ATIII die Faktoren 1Xa, Xa, Xla und Xlla irreversibel und greift so in die Aktivierungsphase
der sekundaren Hamostase ein 14195,

Das Protein-C/S-System stellt eine weitere wichtige Mdglichkeit der Inhibition der
Blutgerinnung dar. Die Proteine C und S werden Vitamin-K-abhangig in der Leber gebildet
und sind Plasmabestandteile. Protein S ist ein Cofaktor und aktiviert Protein C. Durch seine
proteolytische Aktivitat kann Protein C die Faktoren Va und Vllla hemmen 06107,

Als Proteinase-Inhibitoren spielen a1-Antitrypsin und Antitrypsin-a2-Makroglobulin eine

wichtige Rolle in der Hemmung der Thrombinentstehung.

1.5.5 Pharmakologische Thrombinhemmung

1.5.5.1 Argatroban

Argatroban ist ein reversibler, direkter Thrombin-Inhibitor und wird intravends verabreicht.
Argatroban bindet selektiv an eine katalytische Bindungsstelle des Thrombins. Es kann
dabei sowohl an freies als auch an fibringebundenes Thrombin binden. Unabhangig von
ATIIl hemmt Argatroban die Bildung von Fibrin, die Aktivierung von Gerinnungsfaktoren,
die Thrombozytenaggregation und die Bildung von aktiviertem Protein C %, In der Klinik
wird Argatroban zur Antikoagulation bei heparininduzierter Thrombozytopenie Typ 2 (HIT
II) per Infusion eingesetzt, da es keine plattchenaktivierenden Antikdrper induziert. Ein
weiterer Vorteil ist, dass Argatroban Uber die Leber abgebaut wird und so auch bei

Niereninsuffizienz im stationdren Rahmen verordnet werden kann.

1.5.5.2 Dabigatran

Dabigatran ist ein direkter Thrombin-Inhibitor, der oral in Form des Prodrugs

Dabigatranetexilat (in der weiteren Arbeit als Dabigatran bezeichnet) verabreicht wird und
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in der Leber und im Plasma durch unspezifische Esterasen zu Dabigatran hydrolysiert wird.
Dabigatran bewirkt eine reversible, kompetitive Hemmung von freiem und
fibringebundenem Thrombin sowie rezeptorvermittelter Thrombinwirkungen. Unter Gabe
von Dabigatran wird die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin und zusatzlich die
thrombininduzierte Thrombozytenaggregation verhindert. In der Klinik wird Dabigatran zur
Pravention von Schlaganfall und systemischer Embolie bei erwachsenen Patienten mit
nicht valvularem Vorhofflimmern, sowie zur Primarpravention von vendsen
thromboembolischen Ereignissen bei erwachsenen Patienten nach elektivem chirurgischen
HUft- oder Kniegelenksersatz eingesetzt. Zusatzlich kann Dabigatran zur Behandlung tiefer
Venenthrombosen (TVT) und Lungenembolien (LE), wie auch zur Pravention von
rezidivierenden TVT und LE eingesetzt werden. Dabigatran wird renal eliminiert und sollte
aus diesem Grund nicht Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion oder

Niereninsuffizienz verabreicht werden 1°°.

1.6 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist der Nachweis von substanz-spezifischen
Unterschieden einer pharmakologischen Thrombin-Inhibition mittels zweier direkter
Thrombininhibitoren, Argatroban und Dabigatran, auf die Morphologie und Inflammation
des Fettgewebes in adipdsen, diabetischen LepR¥-Mausen. Zusétzlich wird der Einfluss
einer Thrombin-Inhibition durch Argatroban auf die Entstehung und die morphologische
Veranderung von atherosklerotischen Arealen in einem murinen Modell der akzelerierten

Atherosklerose, den Ldlr- Mausen, untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Substanzen

Tabelle 1 Verwendete Substanzen

Substanz

Katalognummer

Firma

Roticlear

A538.5

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Ethanol (absolut)

107017

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Proteus vulgaris

Hamalaun 1.09249.0500 Merck, Darmstadt,
Deutschland

Rotimount HP68.1 Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Argatroban 100mg/ml Konzentrat Mitsubishi Tanabe

PZN 07331326 Pharma GmbH,

Duisseldorf, Deutschland

Ol Rot O 0-0625 Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA

Chondroitinase ABC aus C3667 Sigma Aldrich, St. Louis,

MO, USA

2.2 Puffer und Losungen

Tabelle 2 Verwendete Losungen

Losung Katalognummer Firma

Ethanol (95 %) 84836.360 VWR Prolabo Chemicals,
Fontenay-Sous-Bois,
Frankreich

Ethanol (70 %) 84858.360 VWR Prolabo Chemicals,
Fontenay-Sous-Bois,
Frankreich

DAB + Chromogen DAB530 Zytomed Systems, Berlin,
Deutschland

HCI (10 %) 0710.1 Roth, Karlsruhe,
Deutschland

H20- (30 %) CP26.1 Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Histofix (4 %) P087.3 Roth, Karlsruhe,
Deutschland

NaOH B694698 Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Methanol 1.060.092.511 Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

Paraformaldehyd

1.04005.1000

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland
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Tabelle 3 Verwendete Farbelosungen

Farbelésung

Ansatz

Celestineblau

5 g Ammoniumeisen-lll-sulfat, 100 ml destilliertem Wasser, 0,5 g
Celestineblau, 14 ml Glycerin

Blockierlésung

10% FCS, 1% BSA, 10% 10xTBS ad Aqua dest.

Picro-Siriusrot

0,1 g Siriusrot, 100 ml Pikrinsdure

OlRot O 35 ml Ol Rot O Stammlésung (0,4 g Ol Rot O ad 80 ml 100%
MeOH), 10 ml NaOH (1M)
1 % Eosin 1 % Eosin Y Dinatrium-Salz, 0,05 % Essigsaure

Tabelle 4 Verwendete Puffer

Puffer Ansatz

1xPBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH2PO4, 8mM Na;HPO; in
H20

10xTB 60,57 g Tris (MW 121,14 g/mol) auf 1 | Aqua dest (pH 7.6)

Citrat-Puffer fir das | 10 mMol Natriumcitrat, 0,05% Tween 20 pH 6.0, 1:10 Verdiinnung

Antigen-Retrieval

2.3 Erstantikorper

Tabelle 5 Verwendete Erstantikorper

Zielstruktur | Beschreibung Katalognummer | Firma
MAC2 Rat Anti-Mac2 CL8942AP Cedarlane, Burlington, Ontario,
Monoclonal AK Kanada
UCP1 Rabbit Anti-UCP-1 | ab10983 Abcam, Cambridge, UK
Biglykan Rabbit anti- LF159 Laboratory of Larry W. Fisher,
Biglykan PhD, National Institute of
Dental and Craniofacial
Research/NIH, Bethesda, USA

2.4 Zweitantikorper

Tabelle 6 Verwendete Zweitantikorper

Farbung Beschreibung Katalognummer | Firma
MAC2 Goat Anti-Rat IgG2a NB7126 Novus Biologicals,
HRP Minneapolis, USA
UCP1 & Biglykan | Goat Anti-Rabbit IgG sc2004 Santa Cruz
HRP Biotechnology, Inc.,
Dallas, USA
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2.5 Gerate und Material

Tabelle 7 Verwendete Gerite

(verwendet zum
einparaffinieren der

Bezeichnung Modell Firma

Mikrotom RM 2255 Leica, Wetzlar, Deutschland
Tissue-Tek Tissue-Tek VIP Sakura Finetek GmBH, Alphen
(verwendet fur aan den Rijn, Niederlande
Entwasserung)

Leica-EG Leica-EG1150 Leica, Wetzlar, Deutschland

Proben)

Paraffinstreckbad Typ 25900 MEDAX, Neumiunster,
Deutschland

Klhlplatte EG 1150C Leica, Wetzlar, Deutschland

Mikroskop Axiostar Plus Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Mikroskop CX41 Olympus, Hamburg, Deutschland

Mikroskop Axiolmager.M2 Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Praparationsstation | Stemi 2000-C Zeiss, Oberkochen, Deutschland

KL 1500 LCD (Durchlicht)

Zentrifuge Mini Spin Plus Eppendorf, Tokio, Japan

Farbekammer Vertical Staining Jar ThermoElectron, Waltham,
Massachusetts, USA

Kamera Power Shot G10 Canon, Tokio, Japan

Einbettungskastchen | Routine VI Loose Leica, Wetzlar, Deutschland

Objekttrager SuperFrost®Plus R. Langenbrinck Labor- und

Objekttrager Medizintechnik, Emmendingen,

Deutschland

Deckglaschen 24x60mm Engelbrecht, Medizin- und
Labortechnik GmbH,
Edermiinde, Deutschland

Praparatkasten 5280723 275x185x40mm CEESEM, Marburg, Deutschland

19



https://www.google.de/search?q=waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgnuLg9Y3KAhWGew4KHX-nD-gQmxMIhAEoATAP
https://www.google.de/search?q=waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgnuLg9Y3KAhWGew4KHX-nD-gQmxMIhAEoATAP

2.6 In vivo Experimente im Mausmodell

2.6.1 Mauslinien und Behandlung

Fir diese Dissertation wurden weibliche low density lipoprotein (LDL)-Rezeptor-defiziente
Mause als kombiniertes Modell fur Atherosklerose und Diat-induzierter Insulinresistenz und
Hyperglykamie (Ldlr”, Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) und weibliche Leptin-
Rezeptor-defiziente Mause als Diabetes- und Adipositas-Modell (LepR®®, Jackson
Laboratory) verwendet.

Die Mause unter Argatroban-Behandlung bekamen eine fettreiche Diat bestehend aus 21%
Fett und 0,15% Cholesterin (S8200-E010; Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Germany)
und die Mause unter Dabigatran-Behandlung bekamen Dabigatranetexilat verpresst in
Tierfutter verfittert, um eine Progression von Atherosklerose und einen adipdsen Phanotyp
zu beglinstigen. Fir die Versuche mit dem Thrombin-Inhibitor Argatroban, wurden die Ldlr”
-Mé&use und die LepR¥®®-Mause in eine mit Wirkstoff behandelte- und eine Placebo-
Gruppe aufgeteilt. Ab einem Alter von zehn Wochen erhielten die Tiere Pumpen subkutan
implantiert, die entweder den Wirkstoff Argatroban (0,6 mg/kg KG pro Tag) oder NaCl
enthielten. Ein Pumpenwechsel fand nach vier Wochen statt. Nach zwanzig Wochen (Ldlr")
oder vier Wochen (LepR®) wurden die bendtigten Proben aus den Tieren entnommen.
Fur die Versuche mit dem Thrombin-Inhibitor Dabigatran wurden LepR®#-M3use ab einem
Alter von zehn Wochen behandelt. Die Wirkstoffgruppe bekam Fettfutter mit dem direkten
Thrombin-Inhibitor Dabigatranetexilat (in der weiteren Arbeit als Dabigatran bezeichnet) in
einer Dosierung von 5 mg/g Futter verfittert, die Placebo-Gruppe bekam dasselbe Futter
jedoch ohne Dabigatran. Die Boehringer Ingelheim Pharma GmbH und Co. KG
(Biberach/Rif3, Deutschland) stellte das Futter freundlicherweise zur Verfigung. Nach vier
Wochen wurden die benétigten Gewebe entnommen und untersucht (Abbildung 5).
Jedes Tier wurde unter standardisierten Bedingungen mit freiem Zugang zu Futter und
Trinkwasser gehalten. Alle durchgefiihrten Versuche erfolgten nach den gesetzlichen
Vorgaben nach § 8 des Deutschen Tierschutzgesetztes und wurden vom Landesamt fur
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV) Uberprift und
genehmigt (Az. 84-02.04.2011.A237, ZETT Nr. A237/11).

Die Futterung der Spezialdiaten sowie die Implantation der osmotischen Minipumpen
wurden von Frau Dr. Kathrin Feldmann durchgefiihrt. Ich habe im Rahmen meiner FELASA
A-Zertifizierung bei der Organentnahme und der nachfolgenden Aufarbeitung der Organe
fur die histologischen Untersuchungen assistiert. Im Laufe meiner Dissertation habe ich die

FELASA B-Zertifizierung erfolgreich erworben.
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Abbildung 5 Behandlungsart der verwendeten Mause

Schematische Darstellung der verwendeten Mauslinien, der Behandlungsdauer und der
Behandlungsart. Alle verwendeten Mause starteten im Alter von zehn Wochen (grauer Balken) mit
der jeweiligen Behandlung (Balken in den Farben der Mause). Alle Mause erhielten eine Western
Diat (Futter in grau dargestellt), dabei wurde bei LepR™® der Wirkstoff Dabigatranetexilat p.o.
verfuttert (Futter gelb dargestellt). Die Argatroban-Behandlung erfolgte Uber s.c. implantierte
Pumpen (hier vereinfacht als Spritze dargestellt). Bei Ldlr’~ Tieren unter Argatroban-Behandlung
wurden viszerales Fettgewebe (1), Aortenurspriinge (2), subkutanes Fettgewebe (3) und Aorten (4)
untersucht. Bei LepR?® unter Argatroban-s.c. und Dabigatran-Behandlung p.o. wurde das viszerale
Fettgewebe (1) untersucht. Als Kontrollgruppe wurde bei Ldlr’”- Tieren unter Dabigatran-Behandlung
p.o. zusatzlich das subkutane Fettgewebe (3) untersucht. Die anderen Gewebe wurden im Rahmen
der Dissertation von Frau Dr. Kathrin Feldmann analysiert (grau transparent dargestellt). Der
Versuch endete mit einem Alter der Mause von 30 Wochen (LdlIr”) oder 14 Wochen (LepR¥/').

2.7 Histologische Aufarbeitung des Gewebes

Viszerales und subkutanes Fettgewebe sowie Herzen wurden jeweils entwassert und in
Paraffin eingebettet. Die Paraffinblocke wurden anschlie®end am Mikrotom mit einer
Schnittdicke von 5 pm geschnitten.

Dabei wurde das viszerale und subkutane Fettgewebe konsekutiv geschnitten und drei
Ebenen, die jeweils 300 um voneinander entfernt lagen, auf Objekttrager aufgezogen.
Nach diesem Schema wurden 20 Objekttrager erstellt, die 20 konsekutive Schnitte der 3
Ebenen enthielten.

Das Gewebe der Herzen wurde bis zum Erreichen der Ausbildung des Aortenursprungs

und Auftreten der Taschenformationen verworfen und anschlieRend konsekutiv mit je zwei
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Schnitten pro Objekttrager aufgezogen bis zum Verlassen der Aortenklappenebene

(Abbildung 6). FUr die Farbungen wurden vier Ebenen im Abstand von 30 pm genutzt.
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Abbildung 6 Schnittschema von Fettgewebe und Aortenurspriingen

Schematische Darstellung der Anordnung der Schnitte von (A) Fettgewebe in drei Schnittebenen
und (B) des Aortenursprungs mit je zwei Schnittebenen auf den Objekttragern.

Anschlieend trockneten die Schnitte Gber Nacht bei Raumtemperatur und wurden am
nachsten Tag bei 60 °C flr eine Stunde hitzefixiert. Die abgekihlten Schnitte wurden
entweder direkt fur Farbungen verwendet oder in Praparatkasten gelagert.

Um Schwankungen der Konzentrationen der eingesetzten Chemikalien bzw. Unterschiede
in der Farbungszeit zu vermeiden und so eine bessere Vergleichbarkeit zu erzielen, wurden
alle Praparate einer Tiergruppe gleichzeitig gefarbt.

Das viszerale Fettgewebe wurde gemal der beschriebenen Farbeprotokolle mittels
Hamalaun-Eosin und auf MAC2 gefarbt.

Das subkutane Fettgewebe wurde mittels Hdmalaun-Eosin und auf UCP-1 gefarbt.

Das Herzgewebe wurde mittels Hamalaun-Eosin und auf MAC2, Biglykan und Kollagen

gefarbt.

Aus den Tieren entnommene Aorten wurden in Formalin eingelegt und nach einer
eintagigen Verweildauer in 1xPBS mittels Praparierbesteck unter einem Stereomikroskop
bearbeitet. Dabei wurden die paraaortalen Fettreste entfernt. AnschlieRend wurde eine Ol
Rot O- Farbung (s. Protokoll Ol Rot O) der Aorten durchgefiihrt. Nach der Farbung wurden
die Aorten mittels Praparierbesteck langs aufgeschnitten und fotografiert.

Alle Aorten einer Gruppe wurden zeitgleich gefarbt und fotografiert, um maogliche

farbebedingte Schwankungen und tageszeitlich veranderte Lichtverhaltnisse zu vermeiden.

22



2.8 Farbeschema der aortalen Urspriinge

Die aortalen Urspriinge wurden konsekutiv geschnitten und fir die weiteren
Untersuchungen wurden vier Ebenen definiert (Abbildung 7). Ebene 1 wurde zur
Detektion von Makrophagen auf MAC2 gefarbt, Ebene 2 auf das Proteoglykan Biglykan.
Far Biglykan konnte eine positive Korrelation zwischen vaskularem Biglykan-Vorkommen
und der Stabilitat der fibrosen Kappe des Plaques nachgewiesen werden ''°. AulRerdem
konnten Arbeiten unserer Forschungsgruppe beweisen, dass Biglykan einen endogenen
Inhibitor von Thrombin im atherosklerotischen Mausmodell darstellt '"'. Ebene 3 zur
Bestimmung der Plaquegréfle und Morphologie mit einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung
und Ebene 4 auf Kollagen, da ein erhdhter Kollagenanteil zu einer verbesserten
Plaquestabilitat fahrt 214, Uber alle Ebenen wurde zuséatzlich die Gesamt-PlaquegréRe

bestimmt, um eine intrinsische Plaque-Heterogenitat auszugleichen.

Abbildung 7 Aortenklappe mit
Plaque

Schematische Darstellung der
gewahlten vier Schnittebenen im
Plaque der Aortenklappe und des

l Aortenursprungs

Plaque {

= NWH

2.9 Immunhistochemische Farbungen

Alle Farbungen wurden fir die verschiedenen Tiergruppen am gleichen Tag mit den
gleichen Lésungen, Antikérperkonzentrationen und Chemikalien gefarbt.

Fur alle Farbungen der in Paraffin eingebetteten Gewebe waren die Schritte der
Entparaffinierung, der Entwasserung und des Eindeckens gleich.

Fir die Entparaffinierung wurden die Schnitte unter dem Abzug dreimal fir je 15 Minuten
in Roticlear und anschlieBend fir je zwei Minuten in einer absteigenden Ethanolreihe
gewaschen. Dabei wurde Ethanol absolut, 95% Ethanol und 70 % Ethanol verwendet.

Fir die Entwasserung wurden alle Schnitte unter dem Abzug flr je zwei Minuten in einer
aufsteigenden Ethanolreihe (70% Ethanol, 95% Ethanol und Ethanol absolut) und
anschlief3end fur finf Minuten mit Roticlear gewaschen.

Nach vorsichtigem Entfernen der Roticlear-Reste unter dem Abzug mittels eines

Kosmetiktuchs, wurden die Schnitte mit Rotimount eingedeckt.

2.9.1 MAC2 Farbung

Nach der Entparaffinierung wurden die Schnitte dreimal fur je funf Minuten in 1xPBS

gewaschen. Daran schloss sich ein Blockierschritt mit Blockierldsung fur eine Stunde an.
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Als nachstes wurde der 1. Antikoérper in einer Konzentration von 0,75 ul auf 100 ul
1%BSA/1xPBS auf die eine Halfte der Schnitte und 1%BSA/1xPBS als Negativ-Kontrolle
auf die andere Halfte der Schnitte pipettiert. Die Inkubation fand in einer feuchten Kammer
bei 4 °C uber Nacht statt.

Am néachsten Tag wurden die Schnitte fur je fUnf Minuten dreimal in 1XPBS gewaschen.
Darauf folgte ein H202 Block fur funf Minuten unter dem Abzug. Anschlieffend wurde der
Waschschritt dreimal fir je finf Minuten in 1xPBS wiederholt.

Als nachstes wurde der 2. Antikérper in einer Konzentration von 1:200 in 1xPBS auf die
Schnitte pipettiert und die Schnitte fir eine Stunde bei Raumtemperatur abgedeckt in einer
feuchten Kammer inkubiert. Nach der Inkubation wurde der PBS-Waschschritt (dreimal je
funf Minuten) wiederholt, um ungebundene Antikdrperreste abzuwaschen.

Fir die Detektion wurden die Schnitte fir zehn Minuten in 1xTB gewaschen, bevor der
Farbungsschritt mit DAB (80 ml DAB Substrat auf 4 ml DAB-Chromogen) stattfand. Um die
Reaktion mit DAB zu stoppen wurden die Schnitte anschlieRend zurtick in 1xTB fir funf
Minuten gestellt. AnschlieRend fand ein Waschschritt fir eine Minute mit destilliertem
Wasser statt.

Fir die Kernfarbung wurden die Schnitte fiir eine Minute in Hamalaun getaucht und danach
kurz zuerst mit Leitungswasser und anschlieRend mit 1% HCI abgespult. Der
Blauungsschritt fand unter flieRendem kalten Leitungswasser fir finf Minuten statt. Danach
wurden die Schnitte fur eine Minute mit destilliertem Wasser gewaschen. Nun erfolgte das

Entwéassern und Eindecken, wie oben beschrieben.

29.2 HE Farbung

Im Anschluss an die Entparaffinierung wurden die Schnitte zweimal fur je funf Minuten in
1xPBS gewaschen. Fir die Farbung wurden die Schnitte fir eine Minute in destilliertem
Wasser gewaschen und anschlief3end fiir eine Minute in Hamalaun getaucht. Daraufhin
wurden die Schnitte zuerst kurz in Leitungswasser und danach in 1% HCI gewaschen. Es
schloss sich nun der Blauungsschritt fur finf Minuten unter flieRendem Leitungswasser an.
Nach dem Blauen wurden die Schnitte fir eine Minute in 1% Eosin getaucht.

Wie oben beschrieben, erfolgte nun das Entwassern und Eindecken.

2.9.3 Kollagen Farbung

Im Anschluss an die Entparaffinierung wurden die Schnitte zweimal fir je funf Minuten in
1xPBS gewaschen und anschlieend fir eine Minute mit destilliertem Wasser bedeckt. Als
nachstes wurden die Schnitte fir sieben Minuten in Celestineblau gefarbt. Nach der
Farbung folgte ein kurzes Eintauchen der Schnitte in 1% HCI mit anschlieRendem

Blauungsschritt fur zehn Minuten unter flieRendem kalten Leitungswasser. Nun wurden die
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Schnitte fir 20 Minuten in Picro-Siriusrot-Loésung getaucht. Wie anfangs beschrieben,

erfolgte nun das Entwéassern und Eindecken.

2.9.4 Biglykan Farbung

Nach dem Entparaffinierungsschritt wurden die Schnitte zweimal fur je finf Minuten in
1xPBS gewaschen. Fir den Verdau wurden die Objekttrager vorsichtig mit einem
Kosmetiktuch um das Gewebe herum trockengewischt und Chondroitinase in einem
Mischungsverhaltnis von 1 pl Chondroitinase zu 100 pl ABC-Puffer auf das Gewebe
pipettiert. Anschlielend wurden die Schnitte in einer feuchten Kammer fiir eine Stunde bei
37 °C im Wasserbad gelagert. Es folgte ein zweimaliger Waschschritt fur jeweils flnf
Minuten in 1xPBS. Als nachstes wurden die Schnitte fur eine Stunde bei RT in
Blockierldsung blockiert. Der 1. Antikdrper wurde in einem Verhaltnis von 1:500 in BSA/PBS
auf das Gewebe pipettiert und die Objekttrager in einer feuchten Kammer tber Nacht bei 4
°C gelagert.

Am néachsten Tag schloss sich ein ereuter Waschschritt mit 1xPBS an. Dabei wurden die
Schnitte fur je funf Minuten dreimal in 1xPBS gewaschen.

Darauf folgte ein H2O; Block fir finf Minuten unter dem Abzug. Anschlielend wurde der
Waschschritt dreimal fir je finf Minuten in 1xPBS wiederholt.

Als nachstes wurde der 2. Antikérper in einer Konzentration von 1:400 in 1xPBS auf die
Schnitte pipettiert und die Schnitte flr eine Stunde bei Raumtemperatur abgedeckt in einer
feuchten Kammer inkubiert. Es folgte ein dreimaliger Waschschritt fir jeweils finf Minuten
mit 1xPBS.

Fir die Detektion wurden die Schnitte flir zehn Minuten in 1xTB gewaschen. Darauf schloss
sich der Farbungsschritt mit DAB (80 ml DAB Substrat auf 4 ml DAB-Chromogen) an. Um
die Reaktion mit DAB zu unterbrechen, wurden die Schnitte anschlieRend zurlick in 1xTB
fur finf Minuten gestellt, um danach eine Minute mit destilliertem Wasser gewaschen zu
werden.

Fir die Kernfarbung wurden die Schnitte nun fir eine Minute mit Hamalaun bedeckt und
darauf kurz zuerst mit Leitungswasser und anschliefend mit 1 % HCI abgespult. Der
Blauungsschritt fand unter flieRendem kalten Leitungswasser fir finf Minuten statt. Danach
wurden die Schnitte fur eine Minute mit destilliertem Wasser gewaschen. Nun erfolgte das

Eindecken, wie oben beschrieben.

2.9.5 Ol Rot O Firbung und Praparation

Die Aorta wurde zuvor in 4 % Paraformaldehyd fixiert und anschlielend in 1xPBS gelagert.
Als erstes wurden die Aorten fur funf Minuten in 78 % MeOH gewaschen und anschlieRend

fur 90 Minuten in die Farbelésung getaucht. Nach der Entfarbung durch funfminutiges
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Waschen in 78 % MeOH wurden die Aorten prapariert oder erneut bei 4 °C in 1xPBS
gelagert.

Die Praparation fand mittels Pinzette und chirurgischer Schere unter einem
Stereomikroskop statt. Dabei wurde die Aorta der Lange nach von der Aortenbifurkation bis
zum Aortenklappenansatz aufgeschnitten. Der Aortenbogen wurde riickseitig ebenfalls bis
distal des Abgangs der A. subclavia sinistra aufgeschnitten, sodass der Aortenbogen
vollstdndig aufgeklappt werden konnte (Abbildung 8). Die praparierte Aorta wurde

anschliel’end im aufgeklappten Zustand abfotografiert.

Abbildung 8 Praparation der
Aorten

Schematische Darstellung der

> Praparation der Aorten. Entlang der
gelben Linien wurde die Aorta
aufgeschnitten (links im Bild) und
anschlieBend aufgeklappt (rechts im
Bild).

2.9.6 UCP-1 Farbung

Als erstes erfolgten die Entparaffinierungsschritte, wie oben beschrieben. Dann schloss
sich ein dreifacher Waschschritt mit 1x PBS fir je finf Minuten an. Als nachste wurde ein
Citrat Antigen Retrieval fir eine Stunde durchgefiihrt. Daraufhin folgte ein erneuter
zweifacher Waschschritt mit 1xPBS fir je finf Minuten. Die Blockierung wurde wie oben
beschrieben flir eine Stunde durchgefiihrt. Es folgte das Pipettieren des 1. Antikorpers
(1:500) und der entsprechenden Negativkontrolle mit 1%BSA/1xPBS und eine Inkubation
Uber Nachtbei 4 °C. Der zweite Farbetag startete mit einem dreifachen 1xPBS Waschschritt
fur je finf Minuten mit anschlieRendem H>O»-Block fur finf Minuten. Danach wurde erneut
dreifach je funf Minuten mit 1xPBS gewaschen. Als nachstes wurde der 2. Antikorper
(1:200) auf die Schnitte pipettiert und die Schnitte fur eine Stunde bei RT in einer feuchten
Kammer inkubiert. Erneut wurde dreimal fur je funf Minuten mit 1x PBS gewaschen und es
schlossen sich die Schritte fur die Detektion mit TB und DAB und der Kernfarbung (s. MAC2

Farbung) an. Entwassert und eingedeckt wurden die Objekttrager wie oben beschrieben.
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2.10 Auswertung

2.10.1 Gewicht, Korperlange, BMI, Cholesterin

Die Tiere wurden wochentlich gewogen und die Endlange bestimmt. Der BMI (g/cm?) wurde
fur jedes Tier am Tag des Versuchsendes berechnet. Die Cholesterinwerte wurden im
Plasma der behandelten Tiere mittels ELISA ermittelt.

Postmortem wurde durch eine Herzpunktion Blut aus dem rechten Vorhof entnommen und
mittels 0,32 % Natriumcitrat antikoaguliert. AnschlielRend wurde das Gemisch aus Blut und
Natriumcitrat fir 15 min bei 4°C und 800 x g zentrifugiert, um das Plasma von den
korpuskularen Blutbestandteilen zu trennen. Der abpipettierte Plasmaiiberstand wurde ein
zweites Mal bei 15700 x g flr 5 min bei 4°C zentrifugiert, um kleinste korpuskulare Reste
vom Plasma abzutrennen. Bis zur Analyse des Plasmas wurde das Plasma bei -20°C
gelagert. Untersucht wurden fur das Atherosklerose-Mausmodell unter Argatroban- oder
Placebo-Behandlung das Gesamtcholesterin (mg/dl), HDL (mg/dl) und das Verhaltnis
LDL/VLDL.

2.10.2 Auswertung mit Fiji

Durch die Programmierung eines Makros mit Hilfe der Software Fiji "> und der BioVoxxel
Image Processing and Analysis Toolbox (BioVoxxel, Mutterstadt) konnte eine
halbautomatische Auswertung durchgefiihrt werden. Dadurch konnten Fehler hinsichtlich
der Auswahl der Adipozyten bei der Auswertung reduziert und insgesamt eine gréRere
Anzahl an Adipozyten untersucht werden (Abbildung 9). So konnte der systematische
Fehler bei der Auswertung geringgehalten werden.

Jeder Schritt wurde zuvor an mehreren charakteristischen Bildern getestet und angepasst.
Die gewonnenen Einstellungen wurden fiir die Auswertung fur alle Bilder ibernommen.
Die Auswertung erfolgte nach folgendem Ablauf: Das Bild wurde manuell in Fiji eingefiigt.
Automatisch offnete sich das Bio formats plugin, wortber die einzelnen Farbkanale des
Bildes aufgetrennt werden konnten. Dann wurde der Farbkanal c=2 gewahlt und das Makro
gestartet.

Zur weiteren Verarbeitung wurde der Farbkanal “1” ausgewahlt. Als nachstes wurde das
Bild in ein 8-bit Bild konvertiert. Durch die Pseudo flat field correction wurden 2D
Bildartefakte, die z.B. durch eine zweite Raumlichtquelle beim Mikroskopieren auftreten,
korrigiert.

Nun folgten mehrere Bildoptimierungsschritte unter der Anwendung eines passenden
Schwellenwertes (Threshold) fur das Bild: Der Kontrast wurde angehoben, um eine bessere
Erfassung der filigranen Adipozytengrenzen zu ermdglichen. Zusatzlich wurde das

Hintergrundrauschen im Bild reduziert. Die Fill Holes-Funktion sorgt fur ein Auffillen von
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kleinen Lucken im Hintergrund. Durch die Watershed Irregular Features-Funktion kdnnen
angrenzende Objekte voneinander getrennt und als zwei separate Objekte erkannt werden.
Als nachstes fand der erste manuelle Schritt zur Uberpriifung der Auswertung statt. Hierbei
konnten defekte Adipozyten oder Paraffinlicken im Schnitt, die sonst als Adipozyt gewertet
wirden, erkannt und manuell geléscht werden.

Nun erfolgte die erste Auswertung des Bildes. Die zu untersuchenden Adipozyten wurden
erfasst und gezahlt. Gleichzeitig wurden fur die erste Auswertung der ROl Manager und die
Auswertungstabelle geléscht, da sich ein zweiter manueller Auswertungsschritt hieran
anschloss. Zuvor fand noch eine Bildinvertierung des Hintergrundes statt, sodass die
Objekte flr die Auswertung schneller erkannt werden und eventuelle Risse in den
Adipozytenmembranen leichter und schneller bei der manuellen Uberpriifung erkannt
werden kénnen.

AnschlieRend fand die zweite manuelle Auswertung statt und alle erhobenen Daten,
inklusive der ROIs des Bildes, wurden dem Nutzer prasentiert. Diese konnten nun manuell

abgespeichert und fir die weitere Auswertung verwendet werden.
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Abbildung 9 Auswertungsschritte des Fiji-Makros fiir Adipozyten

Dargestellt sind verschiedene Auswertungsschritte des Fiji-Makros. Nachdem das Bild eingefiigt
wurde, werden die Farbkanale des Bildes mit Hilfe des Bio format plugins aufgespalten (A). Die
einzelnen Kanale sind in (B) dargestellt. Unter (C) ist der erste manuelle Sortierschritt gezeigt. In (D)
wurden bereits randstandige Adipozyten ausgeschlossen und eine erneute manuelle Uberpriifung,
ob alle defekten Adipozyten ausgeschlossen wurden, durchgefiihrt.
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2.10.3 Viszerales Fettgewebe

Um substanz- und modellspezifische Unterschiede einer pharmakologischen Thrombin-
Inhibition auf die Morphologie und Inflammation des Fettgewebes festzustellen, wurde im
viszeralen Fettgewebe von Ldlr”- und LepR™“-Tieren die GroRe der Adipozyten und das
Vorkommen von Makrophagen an HE- und MAC2-gefarbten Schnitten untersucht.

Mittels Axiovision Software (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) wurden die Schnitte
mikroskopiert und bei gleicher Belichtungszeit, Raumhelligkeit und Vergréferung
Aufnahmen angefertigt. In zehnfacher VergréRerung wurden jeweils drei Bilder pro Schnitt
fur die Farbungen MAC2 und HE angefertigt. Mittels des programmierten Makros fand die
Auswertung der Adipozytengréfle und der Anzahl der Adipozyten statt. Crown-like
structures wurden manuell pro Bild ausgezahlt und zur besseren Vergleichbarkeit auf eine
Anzahl pro 100 Fettzellen berechnet. Die Aufnahmen und Auswertungen erfolgten zu jeder
Zeit verblindet.

2.10.3.1 AdipozytengroRe
Um die AdipozytengroRe zu ermitteln, wurde das unter 2.10.2 beschriebene Makro

verwendet. Alle randstandigen und zerrissenen Adipozyten und Risse im Paraffinblock
gingen nicht in die Auswertung mit ein. Die AdipozytengréRen wurden anschliel3end in
Excel weiterverarbeitet und mittels der Histogramm-Funktion nach GroRe (in um?)
klassifiziert. Eine Darstellung der Ergebnisse erfolgte zur besseren Veranschaulichung
zusatzlich prozentual. Sowohl die totale Anzahl, als auch die prozentual ermittelte
Verteilung der AdipozytengrofRe wurde in GraphPad PRISM 6.0 (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, USA) eingetragen und als Graph dargestellt.

2.10.3.2 Crown-like structures
In finffacher VergrofRerung wurden Aufnahmen vom viszeralen Fettgewebe angefertigt und

anhand der MAC2 gefarbten Schnitte die Anzahl der CLS ausgezahlt. Drei Bilder wurden
pro Schnitt angefertigt und ausgezahlt. Randstandige CLS und zerrissene CLS sind nicht
mit in die Zahlung eingegangen. Die Auszahlung erfolgte stets verblindet und fir alle

gefarbten Proben am gleichen Tag, um eine unbewusste Beeinflussung zu vermeiden.

2.10.3.3 Beige und braune Fettzellinseln
In finffacher VergréRerung wurden Aufnahmen von HE-gefarbten Schnitten des viszeralen

Fettgewebes gemacht. Jeder Schnitt wurde komplett auf Fettzellinseln mit der Morphologie
von beigem oder braunem Fettgewebe untersucht. Es wurde fir jeden Schnitt eine

Stichprobe von drei Bildern in finffacher VergroRerung angefertigt.
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2.10.4 Aortaler Ursprung

Von den Herzen wurden konsekutive Schnitte ab der Aortenursprungsebene bis zum
Verlassen der Klappenebene angefertigt. In den Schnitten wurden vier Ebenen im Abstand

von 30 um fur die folgenden Farbungen benutzt (Abbildung 7).

210.4.1 Plaqueanteil
Das in Paraffin eingebettete, geschnittene und gefarbte Herzgewebe wurde fur jede

Farbung mit der gleichen Belichtungszeit, Raumhelligkeit und Vergrofierung mikroskopiert
und fotografiert. Dabei wurden Ubersichtsaufnahmen mit fiinffacher VergroRerung und
zusatzlich Detailaufnahmen von jeder Taschenklappe mit zehnfacher VergréRerung mit der
ZEN 2 pro Software (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) aufgenommen.

Die anschlieliende Auswertung erfolgte fur jede Farbung am gleichen Tag vollstandig und
verblindet, um eine Reliabilitdt zu gewahrleisten.

Mittels Fiji-Software wurden der Aortenursprung und die Plaques umrandet, um
anschliel’end die Gesamtflache des Aortenursprungs und die Plaqueflache zu berechnen.
Diese wurde fir alle vier verschiedenen Farbungen am gleichen Tag nach denselben
Kriterien ausgewertet. Durch den Quotienten aus der Plaquegesamtflache und der
Aortenursprungsflaiche (in pm?) wurde der prozentuale Anteil der Plaqueflache im

Aortenursprung ermittelt.

2.10.4.2 Kollagen
Uber die Fiji-Funktion split channels wurden die einzelnen Farbkanéle der Aufnahmen unter

polarisiertem Licht jeder Taschenklappe getrennt. Der blaue Kanal wurde verworfen und
nur die rot- und grin-polarisierten Kanale wurden ausgewertet. Der rot-polarisierte Kanal
entspricht dicht gepacktem, alterem Kollagen. Der griin-polarisierte Kanal stellt hingegen
locker gepacktes, neues Kollagen dar. Fur jede Taschenklappe wurde einzeln der
Kollagenanteil sowohl im griinen als auch im roten Kanal ermittelt und mit der Plaqueflache

verrechnet (in Prozent).

21043 Biglykan und MAC2
Uber das Color Deconvolution Tool von Fiji konnte bei der MAC2 Farbung der Anteil an

Makrophagen und bei der Biglykan Farbung der Anteil von Biglykan ermittelt werden. Dafur
wurde in zehnfacher VergrolRerung jede Taschenklappe einzeln ausgewertet und
anschliefend der Anteil an Makrophagen und an Biglykan im Plaque (in Prozent)

berechnet.
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2.10.5 Aorten

Die Auswertung fand mittels Fiji statt. Dabei wurde fir alle Aorten ein gemeinsamer
Schwellenwert festgelegt. Die ausgewertete Flache beinhaltete bei allen Proben die Aorta
ascendens, Aorta descendens und Aorta abdominalis bis knapp distal der Abgange der Aa.
renales. Anhand des festgelegten Schwellenwerts konnte der Plaqueanteil (in Prozent) der

Flache der Aorta berechnet werden.

2.11 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden mit der Software GraphPad PRISM 6.0 (GraphPad Software Inc., La
Jolla, USA) ausgewertet. AusreilRer wurden mittels Grubbs test ermittelt. Die Datensatze
wurden mittels ungepaarten, doppelseitigem t-Test oder nicht-parametrischem Mann-
Whitney test auf Signifikanz getestet. Die Haufigkeiten der braunen oder beigen
Fettzellinseln wurden anhand von Kontingenztabellen bestimmt und mittels Fisher’'s exact
test statistisch ausgewertet. Die Daten sind als Mittelwert £ Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) dargestellt. Eine statistische Signifikanz wurde bei einem Wert p < 0,05

angenommen.

31



3 Ergebnisse

3.1 Die Effekte einer Thrombin-Inhibition im Adipositasmodell
(LepRI*?>_Tiere)

3.1.1 Einfluss einer Thrombin-Inhibition mittels Argatroban oder
Dabigatran auf das Gewicht in LepR??-Tieren

Um eine Beeinflussung einer Thrombin-Inhibition auf das Kérpergewicht und den BMI

auszuschlieBen, wurden die LepR¥“-Tiere wochentlich gewogen (Abbildung 10). Bei

allen Behandlungsgruppen konnte am Ende der Versuchsreihen kein signifikanter

Unterschied in Gewicht, Lange und ermitteltem BMI festgestellt werden (Abbildung 11).
A
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Abbildung 10 Kein Effekt der Thrombin-Inhibition auf das Gewicht der LepR/-Tiere

Weibliche, 10 Wochen alte LepR®-Tiere wurden fur 4 Wochen mit Argatroban (0,6 mg/kg KG/d)
bzw Dabigatran (5mg/g Futter) behandelt. Dargestellt sind die Gewichtsverlaufskurven in %
bezogen auf Tag 0 von (A) LepR®®-Tieren unter Argatroban-Behandlung, n = 3,3 und (B)
LepR-Tieren unter Dabigatran-Behandlung, n = 7,8.
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Abbildung 11 Kein Effekt einer Thrombin-Inhibition auf das Gewicht, die Lange oder
den BMI bei LepR?"-Tieren am Ende der Versuchsreihen

Weibliche, 10 Wochen alte LepR¥-Tiere wurden fir 4 Wochen mit Argatroban (0,6 mg/kg KG/d)
bzw Dabigatran (5mg/g Futter) behandelt. Am Versuchsende wurden das Endgewicht g], die
Endlange [cm] und der daraus ermittelte BMI [g/cm?] in (A) LepR¥ unter Argatroban-Behandlung
im Alter von 14 und in (B) LepR®"® unter Dabigatran-Behandlung im Alter von 14 Wochen bestimmt.
Mittelwert + SEM, (A) n=7,8; (B) n = 10,11: p < 0,05

3.1.2 Einfluss auf die Adipozytenmorphologie in LepR??-Tieren

Um den Einfluss von Thrombin auf die FettzellgroRe und die Veranderung auf zellularer
Ebene im viszeralen Fettgewebe zu untersuchen, wurde das Diabetesmodell (LepR/-
Tiere) mit direkten Thrombin-Inhibitoren, wie im Material und Methodenteil beschrieben,
behandelt.

Als erstes wurde der Effekt von Thrombin auf die Adipozytenmorphologie untersucht. Dazu

wurden HE Farbungen von viszeralem Fettgewebe angefertigt und eine quantitative

Auswertung mittels eines Makros vorgenommen (Abbildung 12).
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Bei LepR¥®-Mausen unter Argatroban-Behandlung stellte sich ein signifikanter Anstieg
der Adipozytenflache [in pm?] im Vergleich zu den Placebotieren dar. Bei LepR¥-Mausen
(p=0,0059) unter Dabigatran-Behandlung konnte dagegen kein signifikanter Unterschied
(p=0,5487) in Bezug auf die GréRRe der Adipozytenflache festgestellt werden.
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Abbildung 12 Unterschiedliche Effekte auf die AdipozytengréRe unter Behandlung
mit Argatroban und Dabigatran bei LepR"-Tieren

Weibliche, 10 Wochen alte LepR®"-Tiere wurden fiir 4 Wochen mit Argatroban (0,6 mg/kg KG/d)
bzw Dabigatran (5mg/g Futter) behandelt. Gezeigt sind die durchschnittliche Adipozytenflache in
pm?2 und reprasentative Bilder des viszeralen Fettgewebes in MAC2 Farbung von (A) LepR® unter
Argatroban-Behandlung und (B) LepR®® unter Dabigatran-Behandlung. MaRstabsbalken: 200 uym,
10x VergroRerung, Mittelwert + SEM, (A)n=7,8; (B) n=10,11; **P < 0,01

Ebenfalls ergab sich in der prozentualen Verteilung der Adipozytenflache von LepR/®-
Mausen eine Verschiebung zu groReren Adipozyten unter Argatroban-Behandlung
(Abbildung 13). Die Placebotiere wiesen eine Flache um 3000 — 11000 pym? auf,
wohingegen bei den behandelten Tieren eine Flache von 3000 — 17000 ym? beobachtet

werden konnte. Die LepR%-Mause unter Dabigatran-Behandlung zeigten keinen
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Unterschied in der prozentualen Verteilung und der Streuung der Adipozyten zwischen den
Tieren.
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Abbildung 13 Absolute und prozentuale Verteilung der AdipozytengrofRen

Weibliche, 10 Wochen alte LepR¥-Tiere wurden fir 4 Wochen mit Argatroban (0,6 mg/kg KG/d)
bzw Dabigatran (5mg/g Futter) behandelt. Dargestellt ist die absolute und die relative Verteilung der
Adipozytenflache des viszeralen Fettgewebes von (A) LepR?® unter Argatroban-Behandlung und
(B) LepR®#® ynter Dabigatran-Behandlung. Mittelwert + SEM, (A) n = 7,8; (B) n=10,11; p < 0,05
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3.1.3 Crown-like structures in LepR?-Tieren

Um den Einfluss von Thrombin auf das Vorkommen von Immunzellen im viszeralen
Fettgewebe zu untersuchen, wurde eine Makrophagen-spezifische immunhistochemische
MAC2 Farbung angefertigt (Abbildung 14). Im Fettgewebe sammeln sich Makrophagen
um apoptotische Adipozyten an. Die charakteristische Farbung dieser Ansammlungen wird
in der Literatur als Crown-like structures (CLS) bezeichnet, da die Makrophagen die

Adipozyten wie eine Krone umgeben "¢,
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Abbildung 14 Signifikanter Anstieg der Crown-like structures (CLS) pro 100
Adipozyten unter Dabigatranbehandlung in LepR"-Tieren

Weibliche, 10 Wochen alte LepR¥®*-Tiere wurden fir 4 Wochen mit Argatroban (0,6 mg/kg KG/d)
bzw Dabigatran (5mg/g Futter) behandelt. Gezeigt ist die Anzahl der CLS pro 100 Adipozyten in (A)
LepR ynter Argatroban-Behandlung und (B) LepR®" unter Dabigatran-Behandlung. In (C) ist
eine reprasentative MAC2 Farbung des viszeralen Fettgewebes der mit Placebo (Bild links) oder
Dabigatran (Bild rechts) behandelten LepR¥"-Tiere dargestellt. MaRstabsbalken: 200 um, 10x
VergroRerung, Mittelwert £ SEM, (A)n=7, 8; (B)n=10, 11; p < 0,05

Auch hier gab es deutliche Unterschiede zu beobachten: wahrend LepR¥-Tiere unter
Dabigatran-Behandlung eine signifikant hdhere Anzahl an CLS aufwiesen (p=0,0045), war
bei LepR®®-Tieren unter Argatroban-Behandlung hinsichtlich des Vorkommens von CLS
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im Vergleich zu den Placebotieren (p=0,8454) kein signifikanter Unterschied zu

beobachten.

3.2 Die Effekte einer Thrombin-Inhibition im atherosklerotischen
Mausmodell (LdIr"-Tiere)

3.2.1 Einfluss einer Thrombin-Inhibition auf das Gewicht in LdIr"-
Tieren unter Argatrobanbehandlung

Im Verlauf der Behandlung wurden die Tiere gewogen (Abbildung 15). Bei allen

Behandlungsgruppen konnte am Ende der Versuchsreihen kein signifikanter Unterschied

in Gewicht, Lange und ermitteltem BMI festgestellt werden

s Ldir” Argatroban Abbildung 15 Kein Effekt der
i Thrombin-Inhibition auf das Gewicht
5 160+ der Tiere

5 1401

> Weibliche, 10 Wochen alte Ldlr"-Tiere

o 120 wurden fur 20 Wochen mit Argatroban (0,6
g 100 -8 Kontrolle mg/kg KG/d) behandelt. Dargestellt ist die

- -~ Argatroban Gewichtsverlaufskurve in % bezogen auf

2 80 T T T 1 Tag 0 von LdlIr’-Tieren unter Argatroban-

s 0 5 10 15 20 Behandlung, n = 13,13.

Zeit [Wochen]

3.2.2 Einfluss auf die Adipozytenmorphologie im LdIr"-Modell

Um den Einfluss von Thrombin auf die FettzellgroRe und die Veranderung auf zellularer
Ebene im viszeralen Fettgewebe zu untersuchen, wurden beide Mauslinien mit direkten
Thrombin-Inhibitoren, wie im Material und Methodenteil beschrieben, behandelt.

Als erstes wurde der Effekt von Thrombin auf die Adipozytenmorphologie untersucht. Dazu
wurden HE Farbungen von viszeralem Fettgewebe angefertigt und eine quantitative

Auswertung mittels eines Makros vorgenommen (Abbildung 16).
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Abbildung 16 Signifikanter Effekt auf die AdipozytengroBe unter Behandlung mit
Argatroban in LdIr’-Tieren

Weibliche, 10 Wochen alte Ldlr"-Tiere wurden fiir 20 Wochen mit Argatroban (0,6 mg/kg KG/d)
behandelt. Gezeigt ist die durchschnittliche Adipozytenflache in um? und reprasentative Bilder des
viszeralen Fettgewebes in HE Farbung von Ldlr”- unter Argatroban-Behandlung. MafRstabsbalken:
200 pym, 10x VergroRerung, Mittelwert £+ SEM, n = 14,13 ***P<0.001

Ein signifikanter Anstieg der Adipozytenflache [in um? im Vergleich zu den Placebotieren

zeigte sich unter Argatroban-Behandlung bei Ldlr*-Mausen (p=0,0002).

Hinsichtlich der Verteilung der Adipozytenflache stellte sich unter Behandlung von Ldlr"-
Mausen mit dem Wirkstoff Argatroban eine Verschiebung der Adipozytengrélde zu groferen
Adipozyten ein. Die Adipozytenflache lag bei den Placebotieren um 500 — 3000 pum?,
wohingegen die Flache bei den behandelten Mausen um 1000 — 4000 um? lag (Abbildung
17).

38



LdIr” Argatroban

8000 = 40 =
M — K troll —
ontrofle = 3 Kontrolle
6000 = == A 30 =
_ rgatroban E=1 Argatroban
o
S 4000 s 20+
c
<
2000 - H H 10 = H
0 |-|.-. rl |-||-| -—-n ml 0 |-||-| |-| |-| -||-| I-I =]
I T 1 T 1 I T 1 T T T T I 1 1 1 1 T 1 T T T
N 4 9 > o © A ® ) O\l N W) Q \J \J \J \J \J \J \J \J \J \J Q Ol
NYONT NY N D Q0 O O O O O O O O © )
. B LA ) \Q '19 ,50 DP ‘)Q "ob ,\S Q’Q QB \bQ QQ
Adipozytenflache [pm 2] <

Adipozytenflache [pm?]

Abbildung 17 Absolute und prozentuale Verteilung der Adipozytengréfen bei LdIr’-
Tieren unter Argatrobanbehandlung

Weibliche, 10 Wochen alte Ldlr"-Tiere wurden fiir 20 Wochen mit Argatroban (0,6 mg/kg KG/d)
behandelt. Dargestellt ist die absolute und die relative Verteilung der Adipozytenflache des
viszeralen Fettgewebes von Ldlr’-Tieren unter Argatroban-Behandlung. Mittelwert + SEM, n=14,13;
p < 0,05

3.2.3 Crown like structures in LdIr"-Tieren

Um den Einfluss von Thrombin auf das Vorkommen von Immunzellen im viszeralen
Fettgewebe zu untersuchen, wurde eine Makrophagen-spezifische immunhistochemische
MAC2 Farbung angefertigt (Abbildung 18). Im Fettgewebe sammeln sich Makrophagen
um apoptotische Adipozyten an. Die charakteristische Farbung dieser Ansammlungen wird
in der Literatur als Crown-like structures (CLS) bezeichnet, da die Makrophagen die
Adipozyten wie eine Krone umgeben 6,

Die LdIr"-Tiere unter der Behandlung mit Argatroban wiesen signifikant weniger CLS auf
(p=0,0046).
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behandelt. Gezeigt ist die Anzahl der CLS pro 100
Adipozyten in LdIr"-Tieren unter Argatroban-
Behandlung. Mittelwert + SEM, n= 14,13; p < 0,05
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3.2.4 Lipidprofil in LdIr-Tieren

In den Ldlr"-Tieren wurde zusétzlich der HDL, VLDL/LDL und Gesamtcholesterinanteil
ermittelt (Abbildung 19), um Unterschiede in der Zusammensetzung der Blutfettwerte und
damit die Beeinflussung der Atheroskleroseentwicklung zu erfassen. Hierbei stellte sich in

den Behandlungsgruppen kein signifikanter Unterschied ein.
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Abbildung 19 Kein Effekt des Cholesterin-ELISA von LdIr’-Tieren unter Argatroban-
Behandlung

Weibliche, 10 Wochen alte Ldlr"-Tiere wurden fiir 20 Wochen mit Argatroban (0,6 mg/kg KG/d)
behandelt. Dann wurde ein ELISA zur Ermittlung des Gesamtcholesterins [mg/dl], des LDL/VLDL-
Verhaltnisses [mg/dl] und des HDL-Cholesterins [mg/dl] durchgefihrt. Mittelwert + SEM, n=5,5; p <
0,05
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3.2.5 Blutzellzusammensetzung in LdIr"-Tieren

Ebenso konnte bei den untersuchten Tieren kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der
im Blut zirkulierenden Leukozyten (WBC), Erythrozyten (RBC) und Thrombozyten (PLT)
(Abbildung 20) festgestellt werden.
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Abbildung 20 Kein Effekt auf die Anzahl der Blutzellpopulationen von LdIr’-Tieren
unter Argatroban-Behandlung

Weibliche, 10 Wochen alte Ldlr"-Tiere wurden fiir 20 Wochen mit Argatroban (0,6 mg/kg KG/d)
behandelt. Dargestellt sind weil3e Blutzellen (WBC), Erythrozyten (RBC) und Thrombozyten (PLT)
unter Behandlung mit Argatroban bei Ldir”-Tieren. Mittelwert + SEM, n=9,7; p < 0,05
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3.2.6 Atherosklerotische Lasionen unter Einfluss einer Thrombin-
Inhibition in LdIr"-Tieren

3.2.6.1 Plaqueflache der praparierten Aorta in LdIr’-Tieren
Bei der Untersuchung der Plaqueflache in den praparierten Aorten aus den Ldlr"-Tieren

konnte ein marginaler Trend (p=0,2486) zu einer verkleinerten Plaqueflache in den mit

Argatroban behandelten Tieren beobachtet werden (Abbildung 21).
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Abbildung 21 Kein Effekt von Argatroban auf die aortale Plaqueflache in LdIr"-Tieren

Weibliche, 10 Wochen alte Ldlr"-Tiere wurden fiir 20 Wochen mit Argatroban (0,6 mg/kg KG/d)
behandelt. Gezeigt ist (A) der Anteil der Plaqueflache an der Gesamt-Aortenflache gemessen von
der Aorta ascendens bis zu den Abgangen der Aa. renales in Prozent und (B) reprasentative Bilder
einer OI-Rot-O-Farbung von Kontrolltieren und mit Argatroban behandelten Ldlr”-Tieren. Mittelwert
+ SEM, n=10,11; *p < 0,05
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3.2.6.2 Morphologie und Zellzusammensetzung aortaler Urspriinge in

LdIr"-Tieren
Aus LdIr"-Tieren unter Argatroban- oder Placebo-Behandlung wurden Herzen entnommen,

um diese auf Ebene der Aortenklappe zu untersuchen (Abbildung 7). Hierbei sollte der
Einfluss von Thrombin auf die Plaque-Morphologie und die Plaque-Zusammensetzung

untersucht werden.
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Abbildung 22 Signifikante HE Farbung des Aortenursprungs von LdIr"-Tieren

Weibliche, 10 Wochen alte Ldlr"-Tiere wurden fiir 20 Wochen mit Argatroban (0,6 mg/kg KG/d)
behandelt. Gezeigt sind (A) der prozentuale Anteil der Plaqueflache an der Gesamtursprungsflache
und (B) reprasentative Bilder der HE Farbung des Aortenursprungs von Ldir’-Mausen unter
Argatroban-Behandlung. Malstabsbalken: 200 um, 5x VergréRerung, Mittelwert £ SEM, n =6, 9; p
< 0,05

In der HE-Farbung konnte unter Argatroban-Behandlung eine signifikant (p=0,02) kleinere
Plaqueflache bezogen auf die Ursprungsflache [in %] festgestellt werden (Abbildung 22).
Dieses Ergebnis stellte sich in allen vier untersuchten Ebenen mit einem jeweiligen Abstand

von 30 um der verschiedenen Farbungen dar (Abbildung 23).

43



Gesamt

Abbildung 23 Signifikant geringere

*

0.5 PlaquegroBe in allen untersuchten
- | Ebenen der Ursprungsfliche unter
S % "4 = Argatrobanbehandlung in Ldir”-Tieren
< g
§ R Weibliche, 10 Wochen alte Ldlr’-Tiere wurden
e c far 20 Wochen mit Argatroban (0,6 mg/kg KG/d)
;’ E_ 027 behandelt. In den Farbungen aller Ebenen
& 2 o1 zeigte sich jeweils eine signifikante Abnahme
> der Summe der Plaqueflache geteilt durch die
0.0 : : Summe der Ursprungsflache [in %]; p < 0,05

Kontrolle Argatroban

A Ldir” Argatroban B

25+

o

154

10 <

MAC2 Farbung /
Plaqueflache

Kontrolle Argatroban

I I
Kontrolle Argatroban

Abbildung 24 Kein Effekt der MAC2 Farbung im Aortenursprung von LdIr"-Tieren
unter Argatrobanbehandlung

Weibliche, 10 Wochen alte Ldlr"-Tiere wurden fiir 20 Wochen mit Argatroban (0,6 mg/kg KG/d)
behandelt. Gezeigt sind (A) der prozentuale Anteil der MAC2-gefarbten Flache an der
Gesamtplaqueflache und (B) reprasentative Bilder der MAC2 Farbung des Aortenursprungs von Ldir
“-Méusen unter Argatroban-Behandlung. MaRstabsbalken: 200 um, 5x VergroRerung, Mittelwert +
SEM,n=6,9; p<0,05

Durch die Anfarbung von Makrophagen mittels MAC2 wurden das Vorkommen und die
Verteilung von Makrophagen im Plaque untersucht. Die Verteilung der Makrophagen im
Plaque zeigte keinen Unterschied zwischen den behandelten Tieren und den
Placebotieren. Die Makrophagen waren insbesondere auf der Plaquekappe, proximal zum
Gefallumen, lokalisiert. Im Gesamtvorkommen der Makrophagen zeigte sich kein Effekt

(p=0,7652) (Abbildung 24).
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Abbildung 25 Kein Effekt der Biglykan Farbung der Plaqueflache im Aortenursprung
von LdIr”-Tieren unter Argatrobanbehandlung

Weibliche, 10 Wochen alte Ldlr"-Tiere wurden fiir 20 Wochen mit Argatroban (0,6 mg/kg KG/d)
behandelt. Gezeigt sind (A) der prozentuale Anteil der Biglykan-gefarbten Flache an der
Plaqueflache und (B) reprasentative Bilder der Biglykan Farbung des Aortenursprungs von Ldlr’-
Mausen unter Argatroban-Behandlung. Mafstabsbalken: 200 um, 5x Vergrofierung, Mittelwert +
SEM,n=6, 9; p<0,05

Hier wurden die Verteilung und das Gesamtvorkommen von Biglykan im Plaque untersucht.
In der Verteilung von Biglykan konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Tiergruppen festgestellt werden. Keine Tendenz (p=0,6549) von prozentual mehr
angefarbter Biglykan-Flache zeigte sich in den mit Argatroban behandelten Tieren

(Abbildung 25).
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Abbildung 26 Kollagen Farbung des Aortenursprungs von LdIr"-Tieren

Weibliche, 10 Wochen alte Ldlr"-Tiere wurden fiir 20 Wochen mit Argatroban (0,6 mg/kg KG/d)
behandelt. Gezeigt sind (A) das Vorkommen von locker (grin) und dicht (rot) gepacktem Kollagen
innerhalb der Plaques und (B) reprasentative Bilder der Kollagen Farbung unter nicht-polarisiertem
(oben) und polarisiertem (unten) Licht des Aortenursprungs von Ldlr’"-M&usen unter Argatroban-
Behandlung. Mal3stabsbalken: 200 um, 5x Vergréerung, Mittelwert + SEM, n =6, 9; *P < 0,05

Es konnte kein Unterschied in dem Vorkommen und der Verteilung von dicht und locker

gepacktem Kollagen festgestellt werden (Abbildung 26).

3.2.7 Einfluss einer Thrombin-Inhibition auf das beiging in LdIr"-
Tieren unter Argatrobanbehandlung

Zuséatzlich wurde das viszerale Fettgewebe von Ldlr’-Tieren unter Argatroban-Behandlung
auf das Vorkommen von Inseln mit gehauftem Auftreten von multilokularen Fettzellen
untersucht. Hier zeigte sich in der HE Farbung ein signifikant héheres Auftreten (p=0,0052)
an Fettzellinseln mit der typischen Morphologie brauner Fettzellen unter Thrombin-

Inhibition durch Argatroban versus Placebo (Abbildung 27).
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Abbildung 27 Vermehrtes Auftreten multilokuldrer Fettzellinseln in LdIr"-Tieren unter
Argatroban-Behandlung

Weibliche, 10 Wochen alte Ldlr"-Tiere wurden fiir 20 Wochen mit Argatroban (0,6 mg/kg KG/d)
behandelt. Viszerales Fettgewebe von Ldlr’-Tieren unter Argatroban-Behandlung wurde auf das
Vorkommen von beigen oder braunen Fettzellinseln untersucht. In (A) ist eine reprasentative HE
Farbung eines Placebotieres und in (B) eine reprasentative HE Farbung eines Tieres unter
Argatroban-Behandlung dargestellt. Die statistische Auswertung (C) ergibt ein signifikant haufigeres
Vorkommen von gefarbten Fettzellinseln unter Argatroban-Behandlung. Mafistabsbalken: 200 pm,
10x VergroRerung, Mittelwert + SEM, n = 13,12; p=0,0052

3.2.7.1 Die UCP-1-Farbung von Fettgewebe
In Schnitten des viszeralen Fettgewebes von Ldlr”-Tieren fanden sich Fettzellinseln, die

eine ahnliche Morphologie wie beiges oder braunes Fettgewebe zeigten. Das Vorkommen
von braunen oder beigen Adipozyten im viszeralen Fettgewebe ist eher ungewohnlich "7
und ein browning von weil’em Fettgewebe ist vor allem fur subkutanes Fett beschrieben.
Aus diesem Grund wurde nachfolgend das subkutane Fettgewebe von Ldlr”-Tieren unter
Argatroban-Behandlung und unter Dabigatran-Behandlung auf das Vorkommen von
browning untersucht. Hierzu wurden nach dem gleichen Schema wie bereits fir das
viszerale Fettgewebe histologische Schnitte angefertigt und auf den spezifischen Marker
fur braunes Fettgewebe, UCP-1, gefarbt, welcher in der Mitochondrienmembran des

braunen Fettgewebes exprimiert wird.
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Abbildung 28 Trend zu mehr UCP-1 positiven Fettzellinseln des subkutanen
Fettgewebes von LdIr"-Tieren unter Argatroban-Behandlung

Weibliche, 10 Wochen alte Ldlr"-Tiere wurden fir 20 Wochen mit Argatroban (0,6 mg/kg KG/d)
behandelt. In (A) ist eine reprasentative UCP-1 Farbung eines Placebotieres und in (B) eine
reprasentative UCP-1 Farbung eines Tieres unter Argatroban-Behandlung gezeigt. In (C) stellt sich

ein Trend zu mehr Fettzellinseln unter Argatroban-Behandlung dar. MaRstabsbalken: 200 ym, 10x
Vergrofierung, Mittelwert £ SEM, n=8,7; p > 0,05

Im subkutanen Fettgewebe von Ldir”-Tieren unter Argatroban-Behandlung konnte ein

Trend zu mehr Fettzellinseln unter Argatroban-Behandlung gesehen werden (Abbildung 28).
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Abbildung 29 Kein Effekt in der UCP-1 Farbung des subkutanen Fettgewebes von
LdIr"-Tieren unter Dabigatran-Behandlung

Weibliche, 10 Wochen alte Ldlr"-Tiere wurden fir 20 Wochen mit Dabigatran (5mg/g Futter)
behandelt. In (A) ist eine reprasentative UCP-1 Farbung eines Placebotieres und in (B) ist eine
reprasentative UCP-1 Farbung eines Tieres unter Dabigatran-Behandlung gezeigt. In (C) stellt sich
kein Trend unter Dabigatran-Behandlung dar. Mafstabsbalken: 200 pm, 10x VergroRerung,
Mittelwert + SEM, n = 13,15; p > 0,05

Hingegen konnte bei LdIr"-Tieren unter Dabigatran-Behandlung im subkutanen
Fettgewebe kein Trend festgestellt werden. Hier zeigte sich zwar sowohl bei Placebotieren
als auch behandelten Tieren morphologisch beiges Fettgewebe, was jedoch in der
Mehrzahl der Falle nicht charakteristisch gruppiert, sondern Uber die Fettprobe verteilt
vorlag. Nur in zwei Tieren fand sich die charakteristische Gruppierung des beigen
Fettgewebes (Abbildung 29).

In LepR™"-Tieren unter Argatroban- und unter Dabigatran-Behandlung konnten hingegen

keine Fettzellinseln im viszeralen Fettgewebe beobachtet werden.
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4 Diskussion

4.1 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich im LepR%-Modell Substanz-spezifische Effekte
der beiden direkten Thrombininhibitoren: Wahrend es unter Argatroban zu einer
signifikanten AdipozytengroRenzunahme kam, zeigte eine Behandlung mit Dabigatran
keinen signifikanten Unterschied in der AdipozytengréRRe von LepR¥®-Mausen.

Unter Argatrobanbehandlung stellte sich kein Effekt auf das Vorkommen an CLS im
viszeralen Fettgewebe ein, hingegen kamen unter Dabigatranbehandlung signifikant mehr
CLS im viszeralen Fettgewebe vor.

Der Argatroban-vermittelte Effekt auf die Morphologie der Fettgewebszellen lief3 sich auch
in Ldlr~-Tieren bestéatigen: trotz einer signifikanten erhdhten AdipozytengrofRe war das
Fettgewebe eher antiinflammatorisch gekennzeichnet mit einem signifikant geringerem
Vorkommen an Makrophagen und vermehrtem Vorkommen an beigen Fettzellinseln
innerhalb des weillen Fettgewebes. Interessanterweise liel? sich hier auch eine signifikante
Reduktion der PlaquegroRe im aortalen Ursprung festellen, so dass der anti-
inflammatorische  Effekt der Argatroban-vermittelten = Thrombin-Inhibition  nicht
ausschlieBBlich Fettgewebs-spezifisch zu sein scheint.

Es trat kein Unterschied in der KérpergréfRe, Kérperlange und dem BMI zwischen allen

Tiergruppen auf.

4.2 Das LepRI“-Modell unter Thrombin-Inhibition

4.21 Einfluss auf die Adipozytenmorphologie im LepR?-Modell

Ob Thrombin bei immunologischen Prozessen und morphologischen Veranderungen eine
wichtige Rolle im viszeralen Fettgewebe zukommt, wurde bereits 2010 von Mihara et al.
untersucht %, In dieser Studie wurden mannliche LepR™“-Tiere flr vier Wochen mit 0,3
mg/kg pro Argatroban pro Tag behandelt. Hierbei trat bei adipdsen Mausen eine verstarkte
Expression von Faktor VIl im viszeralen Fettgewebe auf. Mihara et al. schlussfolgerten,
dass es zu einer verstarkten Thrombinaktivierung im adipdsen Organismus kommt. Unter
Thrombin-Inhibition durch Argatroban wiesen Mihara et al., wie auch Versuche in der
Arbeitsgruppe von Frau Prof. Grandoch, einen antiinflammatorischen Effekt im Fettgewebe
nach 8,

Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen stellten Mihara et al. unter Thrombin-
Inhibition durch Argatroban eine signifikante Reduktion der AdipozytengréfRe fest. Dazu
ermittelten Mihara et al aus 5 Adipozyten innerhalb eines Gewebeschnittes die

durchschnittliche AdipozytengréRe. Der Unterschied zu den Ergebnissen der vorliegenden
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Arbeit konnte durch die Auswertungsmethode von Mihara et al. bei der Bestimmung der
Adipozytengréfe bedingt sein. Die Forschungsgruppe benutzte ein Auswertungsverfahren,
bei denen sie pro Gesichtsfeld 5 Adipozyten auswerteten. Diese Auswahl geschah
willktrlich und kann eine unterbewusste Vorauswahl der ausgewerteten Adipozyten nicht
ausschlieBen. Ein weiteres Problem dieser Auswertungsmethode ist die fehlende
Berucksichtigung der Inhomogenitat des Fettgewebes, die sich zum einen durch die
unterschiedlichen HypertrophiegroRen einzelner Adipozyten und zum anderen durch die
dreidimensionale Raumanordung von Adipozyten und damit einhergehender Anschnitte
von Adipozyten ergibt. Im Unterschied zu Mihara et al. habe ich in der vorliegenden Arbeit
versucht eine weniger fehleranfallige Auswertungsmethode zu entwickeln und mittels Fiji
Software eine halbautomatische Auswertungsmethode programmiert, die die GroRRe aller
erfassten intakten Adipozyten innerhalb eines field of view (FOV) ermittelt, damit eine
grollere Anzahl an Adipozyten ausgewertet werden konnte. Zusatzlich wurde eine
unterbewusste Beeinflussung bei der Adipozytenauswahl und damit der systematische
Fehler minimiert. Durch die groRere Anzahl an ausgewerteten Adipozyten konnte die
Heterogenitat der Probe beziglich der Adipozytengréfien durch z.B. Anschnitte
ausgeglichen werden. Zusatzlich wurden pro Tier alle intakten Adipozyten aus 3 FOVs
bezlglich der Adipozytengrolie ausgewertet, sodass der GréRendurchschnitt der
Adipozyten durchschnittlich anhand 1200 Adipozyten im Gegensatz zu 5 Adipozyten pro
Tier errechnet wurde.

Durch dieses halbautomatische Verfahren zeigte sich bei dieser Arbeit unter Argatroban-
Behandlung eine signifikante Zunahme der AdipozytengroRe, was ein kontrares Ergebnis
zu den Vorarbeiten von Mihara et al. darstellt.

Die vorliegende Arbeit und die Studie von Mihara et al., wie auch weitere Untersuchungen
der Forschungsgruppe von Frau Prof. Grandoch, konnten jedoch unter Thrombin-Inhibition
im LdIr"-Modell einen antiinflammatorischen Effekt zeigen. Daraus lasst sich schlielRen,
dass kein geschlechtsspezifischer Unterschied des antiinflammatorischen Einflusses durch

eine Thrombin-Inhibition besteht.

Vorarbeiten in unserem Institut, durchgefihrt von Frau Dr. Feldmann, wiesen unter
Dabigatranbehandlung ebenfalls eine Adipozytenhypertrophie und einen
antiinflammatorischen Effekt der Thrombin-Inhibition im Ldlr”"-Modell nach. Im Gegensatz
dazu ergab eine Behandlung mit dem direkten Thrombininhibitor Dabigatran keinen
signifikanten Unterschied in der Adipozytengrofe von LepR¥-Mausen. Wie unter 1.2.1
beschrieben, hypertrophieren Adipozyten unter fettreicher Diat, bis sie eine kritische
Grenze erreichen 2. Da in diesem Modell in der Kontroligruppe bereits eine mittlere

Adipozytenflache von 8620 um? vorlag, ist davon auszugehen, dass die kritische Grenze
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bereits durch die fettreiche Diat erreicht wurde, so dass im Gegensatz zu den weitaus
weniger adiposen Ldlr"-Tieren hier keine weitere Steigerung der FettzellgroRe induzierbar
war. Die mehrfache Implantation und Explantation der osmotischen Minipumpen hatte in
den Argatroban-behandelten Tieren dagegen einen hemmenden Effekt auf die
Gewichtszunahme, so dass die maximale Adipozytengrofie nicht erreicht werden konnte
und der Effekt der Thrombin-Inhibition sichtbar wurde.

4.2.2 Crown-like structures im LepR??*-Modell

Eine Adipozytenhypertrophie wird in der Literatur mit einem Anstieg von inflammatorischen
Zytokinen und damit einer vermehrten Inflammation im viszeralen Fettgewebe in
Verbindung gebracht 6. Unter der Argatroban-Behandlung stellte sich in LepR®#-Mausen
jedoch trotz deutlicher Adipozytenhypertrophie kein Effekt auf die in Form von CLS
organisierten Makrophagen ein.

Hingegen erzeugte eine Dabigatran-Behandlung trotz fehlenden Effektes auf die
FettzellgroRRe ein signifikant vermehrtes Vorkommen von CLS.

Diese Beobachtung scheint fiir das LepR®-Modell spezifisch zu sein, zumal in Ldlr’-
Tieren unter Dabigatran kein Effekt auf das Vorkommen von CLS im viszeralen Fettgewebe
gesehen werden konnte ''® Eine mogliche Ursache kdnnte sein, dass es durch die
Leptinrezeptordefizienz zu einem erhéhten Plasmaspiegel an Leptin kommt. Leptin steigert
als proinflammatorisches Adipokin die Proliferation und die proinflammatorische
Zytokinsekretion von Makrophagen ''°. Hier kénnte ein Anstieg von M1 Makrophagen und
damit proinflammatorischen Bedingungen unter hohen Leptinspiegeln in Kombination mit
einer Thrombin-Inhibition ursachlich sein. Ein Zusammenhang zwischen veranderten
Thrombinspiegeln und Leptinspiegeln wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben,
scheint hier jedoch mdglich zu sein, da ein vermehrtes Vorkommen von Makrophagen im
viszeralen Fettgewebe trotz erhodhter Leptinspiegel nur in den mit Thrombininhibitoren
behandelten Tieren beobachtet werden konnte. Ursachlich fur den fehlenden Effekt der
Argatrobanbehandlung auf das Vorkommen von CLS in LepR%®-Tieren konnte die
geringere Gewichtszunahme, die in kleineren Fettzellen resultiert und damit einhergehend
unterschiedliche Leptinspiegel im Vergleich zu den Tieren unter Dabigatranbehandlung

sein.

4.3 Das LdIr--Modell unter Thrombin-Inhibition

4.3.1 Einfluss auf die Adipozytenmorphologie im LdIr"-Modell

Die Behandlung mit dem Thrombininhibitor Argatroban erzeugte auch in Ldlr”-Tieren eine

signifikante Adipozytenhypertrophie im Vergleich zu der entsprechenden Placebogruppe.
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Dieses Ergebnis wurde durch eine Klassifizierung der AdipozytengroRen in Prozent
bestatigt. Ein Unterschied im Korpergewicht oder dem BMI der Tiere konnte hingegen nicht
festgestellt werden.

In der Forschungsgruppe von Prof. Grandoch wurde anhand von Vorarbeiten in Ldlr"-
Mausen unter Behandlung mit dem direkten Thrombininhibitor Dabigatran ebenfalls eine
signifikante VergroRerung der Adipozyten gezeigt (Feldmann et al., Atherosclerosis,
Atherosclerosis 2019).

4.3.2 Crown like structures im LdIr’--Modell

Wie weiter oben erwahnt, wird eine Adipozytenhypertrophie in der Literatur mit einem
Anstieg von inflammatorischen Zytokinen und damit einer vermehrten Inflammation im
viszeralen Fettgewebe in Verbindung gebracht '®. Bei LdIr"-Tieren unter Argatroban-
Behandlung konnten trotz der Zunahme der AdipozytengréfRe signifikant weniger CLS und
damit weniger Makrophagen im viszeralen Fettgewebe beobachtet werden.

Unter Behandlung mit dem direkten Thrombininhibitor Dabigatran konnte in Vorarbeiten der
Forschungsgruppe von Frau Prof. Grandoch keine Veranderungen in der Anzahl der CLS
beobachtet werden (Feldmann et al., Atherosclerosis 2019).

Bei einer genaueren Untersuchung wurde in einer durchflusszytometrischen Analyse der
Makrophagensubpopulationen eine stabile Anzahl der residenten M2 Makrophagen und
eine Reduktion von M1 Makrophagen im viszeralen Fettgewebe der behandelten Tiere
gefunden '8, Dies entspricht auch den Ergebnissen von Strande et al., die eine gesteigerte
Sekretion proinflammatorischer Zytokine nach PAR-4-Aktivierung durch Thrombin von
Adipozyten feststellten . Diese proinflammatorischen Zytokine stimulieren wiederum die
Polarisation zu M1 Makrophagen, wie auch die Monozyteninvasion in das Fettgewebe 72.
Eine Thrombin-Inhibition musste demnach zu einer Reduktion von M1 Makrophagen
fuhren.

Eine Erklarung fir das signifikant geringere Vorkommen von CLS in Ldlr"-Tieren unter
Argatroban-Behandlung konnte also eine Argatroban-vermittelte Reduktion an M1
Makrophagen ohne Veranderungen in der M2 Population im Fettgewebe sein. Weiter
bestiinde die Mdglichkeit der Veranderung des sekretorischen Profils unter einer Thrombin-
Inhibition, die in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht adressiert wurde. Somit kdnnte eine
Thrombin-Inhibition in Ldlr”-Tieren sowohl einen Einfluss auf das sekretorische Profil als

auch auf die Inflammation im viszeralen Fettgewebe haben.
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4.3.2.1 Browning im viszeralen und subkutanen Fettgewebe im LdIr"-

Modell
Im viszeralen Fettgewebe von Ldir"-Tieren stellten sich signifikant mehr Fettzellinseln mit

der Morphologie von braunem oder beigem Fettgewebe unter Thrombin-Inhibition mittels
Argatroban dar. Diese Fettzellinseln konnten im LepR®-Modell weder unter Argatroban-
noch Dabigatranbehandlung beobachtet werden. Warum keine braunen oder beigen
Fettzellinseln im viszeralen Fettgewebe der LepR®“-Mauslinie beobachtet werden
konnten, kénnte daran liegen, dass braunes und beiges Fettgewebe unter einem adipdsen
Phanotyp per se weniger stark aktivierbar und zudem das whitening unter einer Fettdiat
beglnstigt wird 7120, Ebenfalls konnten die hohen Leptin-Spiegel in LepR®¥-Mausen,
durch ihre reziproke Korrelation zu Adiponektin-Spiegeln zu einer Effektminderung der
Thrombin-Inhibition fuhren.

Erganzend zum viszeralen Fettgewebe wurde daher basierend auf der Beobachtung im
viszeralen Fett auch subkutanes Fettgewebe von Ldlr"-Tieren als typisches Depot fiir das
Auftreten von beiging Effekten unter Argatrobanbehandlung auf das Auftreten dieser
multilokularen Fettzellinseln untersucht. Hier zeigte sich unter Argatroban-Behandlung
lediglich ein Trend zu mehr Fettzellinseln mit der Morphologie von braunem oder beigen
Fettgewebe. Im subkutanen Fettgewebe von Ldlr”-Tieren unter Dabigatran-Behandlung

konnte hingegen kein Unterschied beobachtet werden.

In der Literatur ist im experimentellen Tiermodell ein browning im viszeralen Fettgewebe
unter einer Fett-Diat und Kaltestimulation von Mausen und unter Kaltestimulation von
schwarzlipprigen Pfeifhasen beschrieben 72", Auch im Menschen ist ein browning im
viszeralen Fettgewebe moglich 2.

Alle Tiergruppen wurden unter standardisierten Bedingungen bei konstanter
Raumtemperatur von 21°C gehalten, so dass der Effekt einer Stimulation des
brownings/beigings durch Kalte ausgeschlossen werden konnte. Auch eine erhdhte
Symphatikusaktivierung, die zu einer verstarkten Aktivierung des brownings/beigings
fuhren kann wurde aufgrund der identischen Haltungsbedingungen und einem identischen
operativen Vorgehen ausgeschlossen.

Fir Glitazone (Thiazolidinone), die klinisch zur Behandlung eines Diabetes mellitus Typ 2
genutzt werden, konnte bereits ein Effekt auf das browning und damit eine Beeinflussung
der Insulinsensitivitat gezeigt werden 23124 Daher lasst sich ableiten, dass eine Thrombin-
Inhibition durch Argatroban moglicherweise Uber eine Induktion des brownings/beigings
vorteilhafte Effekte auf metabolische Prozesse haben konnte.

Aktuell existieren verschiedene Theorien Uber die metabolischen Effekte des brownings.

Die Entwicklung von braunem Fettgewebe im wei3en Fettgewebe soll zu einer Reduzierung

54



von Triglyzerid- und Cholesterin-Spiegeln fihren, wodurch die Entstehung von
atherosklerotischen Plaques reduziert wird. Die Theorie dabei ist, dass der Adipozyt
wahrend des brownings alle intrazellularen Triglyzeridvorrate fur die Thermogenese
verbraucht und die Vorrate durch Internalisierung von extrazellularen Triglyzeriden wieder
auffillt '25. Da kein Unterschied im Lipidprofil in den Versuchen detektiert wurde, konnte
diese Hypothese nicht bestatigt werden.

In einigen Publikationen kam es wahrend des brownings von WAT durch eine verstarkte
Lipolyse zu erhthten Plasmalipidspiegeln '%. Es wird argumentiert, dass es dabei zum
Anstieg von LDL und VLDL kommt und dadurch die Plaque-Bildung gefordert wird 7.
Diesen Unterschied in den Plasmalipidspiegeln konnte in der durchgefihrten
Versuchsreihe unter Behandlung mit Argatroban nicht beobachtet werden.

Als wichtige Modulatoren des brownings werden in der Literatur Adipokine beschrieben, die
auch von braunem Fettgewebe selbst sezerniert werden kdnnen. Ein aktuell untersuchtes
Adipokin, dem eine positive Beeinflussung des brownings und zusatzlich der Glucose-
Insulin-Homdostase zugesprochen wird ist CXCL14 28,

Interessant ware eine Untersuchung des sekretorischen Profils des Fettgewebes,
insbesondere der Adipokin-Spiegel in den verwendeten Mauslinien unter
Versuchsbedingungen. Mdglicherweise kdnnte eine Thrombin-Inhibition die Sekretion von
browning/beiging-férdernder Adipokine positiv beeinflussen. Es ware auch eine direkte
Steigerung des browning-Prozesses im Adipozyt unter Thrombin-Inhibition bei
Raumtemperatur denkbar.

Ob sich diese Effekte auch metabolisch manifestieren und u.U. metabolische Prozesse

positiv beeinflussen, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.

Hinsichtlich der Ergebnisse, dass unter einer Thrombin-Inhibition ein verstarktes
browning/beiging in Ldlr-Mausen und gleichzeitig weniger aortale Plaques beobachtet
wurden, kénnte auf einen positiven Einfluss einer Thrombin-Inhibition auf das Fettgewebe

als auch auf die Beeinflussung von Atherosklerose hindeuten.

4.4 Atherogenese unter Thrombin-Inhibition im LdIr”-Modell

In dieser Arbeit konnte unter einer Thrombin-Inhibition eine signifikant geringere
Plaquegrdfe in aortalen Urspriingen beobachtet werden. Aufgrund des mit 20 Wochen spat
gewahlten Versuchsendes konnte in Korrelation mit den in der Literatur beschriebenen
Zeitverlauf der Makrophageninvasion innerhalb eines Plaques kein Unterschied in der
Anzahl an Makrophagen detektiert werden. Eine Thrombin-Inhibition durch Argatroban

hatte weder einen Einfluss auf das Lipidpofil noch auf die Thrombozytenanzahl.
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4.41 Lipidprofil und Blutzellzusammensetzung im Ldir"-Modell

Eine Thrombin-Inhibition ~durch  Argatroban unter den oben beschriebenen
Versuchsbedingungen und der Versuchsdauer Ubte keinen Einfluss auf das Lipidprofil der
Tiere aus. Auch gab es keinen Einfluss auf die Anzahl der Erythrozyten, weil3en
Blutkdrperchen oder Thrombozyten zwischen den behandelten und den nicht behandelten
Tieren. Ein Einfluss auf die Atheroskleroseentwicklung und das Auftreten von
atherosklerotischen Lasionen unter Thrombin-Inhibition Uber die Veradnderung des
Lipidprofils oder Uber die Veranderung der Anzahl der Thrombozyten ist ebenfalls nicht in

der Literatur beschrieben.

4.4.1.1 Atherosklerotische Lasionen der aortalen Wand und

Urspriinge im LdIr’-Modell
Im Gegensatz zum LepR™®%-Modell, das auch unter einer Fettdidt keine Plaque-

Entstehung zeigt, konnte im LdIr"-Modell die aortale Plaquegréfie und -zusammensetzung
untersucht werden 1%,

Da Thrombin die Rezeptoren PAR-1, PAR-3 und PAR-4 aktiviert, hat es somit eine
Auswirkung auf das Endothel, auf glatte Muskelzellen und auf das Fettgewebe 7°. In der
Literatur wurde unter einer Aktivierung von PAR-4 auf Endothelzellen eine verstarkte
Migration von Leukozyten und eine verstarkte Entziindungsreaktion beschrieben 773,
Ahnliche Veranderungen sind durch die Aktivierung von PAR-4 im Fettgewebe beschrieben
worden. Eine Inhibition von Thrombin misste demnach zu einer reduzierten Leukozyten-
Migration und Entziindungsreaktion im Bereich der Endothelzellen und im Fettgewebe
fuhren. Die dadurch verminderte Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine durfte in der
Atherosklerose-Entwicklung zu einer verminderten Einwanderung von Entziindungszellen,
einer reduzierten Endothelpermeabilitdt und schlussendlich zu einer verminderten
Plaquebildung flihren 7981,

Immunhistologisch wurden aortale Urspriinge von Ldlr"-Mausen untersucht, sowie
zusatzlich Aorten bis zur lliakalbifurkation langsprapariert. Ausgewertet wurde die aortale
Flache von der Aorta ascendens inklusive der Abgange der Aa. renales. Dabei ergab sich
eine signifikante Reduktion der Plaquegrof’e im aortalen Ursprung bei Tieren unter
Behandlung mit dem direkten Thrombininhibitor Argatroban. Lediglich einen Trend zu
weniger Plaque konnte in der aortalen Flache (ausgeschlossen des aortalen Ursprungs)
gesehen werden, was vermutlich an den hoheren Druckverhaltnissen im aortalen Ursprung
im Vergleich zu Aorta abdominalis und damit einhergehend der starkeren Belastung des
Gefalkendothels mit einer daraus resultierenden zusatzlichen Pradisposition fur die
Entstehung von Plaque liegt. Um eine vergleichbare und moglichst kontinuierliche

Untersuchung Gber das Plaquevolumen zu erhalten, wurden definierte Ebenen des aortalen
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Ursprungs untersucht. Trotz signifikant kleinerer Plaques in Argatroban-behandelten Tieren
konnte kein signifikanter Unterschied des prozentualen Makrophagenvorkommens,
Biglykan- oder Kollagenanteils in den atherosklerotischen Lasionen beobachtet werden.
Unter einer Thrombin-Inhibition kommt es zu einer reduzierten Aktivierung des Rezeptors
PAR4 und damit zu einer Reduktion der Gefalpermeabilitat fir Entzindungszellen,
weswegen eine geringere Makrophagenanzahl im Plaque zu erwarten gewesen ware. Es
ist jedoch bekannt, dass die Makrophageninvasion in das Gefaltendothel und in den Plaque
zeitabhangig ist und ihren Zenit in den ersten 3 Wochen der Plagueentstehung hat. Ye et.
al beobachteten in ihren Versuchsreihen einen Abfall von 75% der absoluten
Makrophagenanzahl innerhalb des Plaques in den Wochen 5-9 und einen darauffolgenden
weiteren kontinuierlichen Abfall bis zum Versuchsende, was der Woche 12 entsprach "*°,
Da der Untersuchungszeitpunkt der aortalen Urspriinge mit 20 Wochen in Relation zu den
Versuchen von Ye et. al mit maximal 12 Wochen spat gewahlt wurde, ist es wahrscheinlich,
dass sich die Anzahl der Makrophagen innerhalb des Plaques unter einer Thrombin-
Inhibition der Makrophagenanzahl unter Einfluss von Thrombin angeglichen hat.

Eine durchflusszytometrische Analyse der Makrophagenpopulationen wurde wahrend
dieser Dissertation nicht durchgefiihrt, gabe jedoch Auskunft darlber, ob trotz
unveranderter Anzahl an Gesamtmakrophagen in den mit Argatroban behandelten Tieren
ein Unterschied der Makrophagen-Subpopulationen in den Plaques zu finden sei. Ein
vermehrtes Vorkommen von antiinflammatorischen M2 Makrophagen zeigt in Bezug auf die
Gewebereparatur des Endothels und die Plaquestabilitat einen protektiven Effekt.
Hingegen wirden proinflammatorische M1-Makrophagen die Plaqueentstehung
begunstigen 1.

Eine neue Theorie beschreibt das Vorkommen von stammzellahnlichen proliferativen
Makrophagen (CX3CR1+ Monozyten-Vorlauferzellen) innerhalb eines Plaque, die
abhangig von dem vorliegenden Milieu an Zytokinen ein moglicher ortsansassiger Ursprung
von proinflammatorischen Makrophagen darstellt 1*2,

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von Prof. Grandoch konnte bei durchflusszytometrischen
Analysen der Makrophagenpopulationen in der Aortenwand von Ldir”-Tieren unter
Dabigatran-Behandlung eine signifikante Reduktion von M1 Makrophagen beobachtet
werden '8, In diesem Ergebnis kénnte sich die Auswirkung einer verminderten PAR-1 oder
PAR-4 Aktivierung unter Thrombin-Inhibition widerspiegeln. Ahnliche Ergebnisse finden
sich in der Literatur im Rahmen einer Reduktion der PlaquegréRe, einer Reduktion
proinflammatorischer Zytokine und einer Verbesserung der Plaquestabilitdt unter

Dabigatran-Behandlung 3
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Ausgehend von der positiven Beeinflussung einer Thrombin-Inhibition auf
atherosklerotischen Plaques bei unbeeinflussten Cholesterinwerten, konnten also dhnliche
Effekte wie von Hoeke et al. gefunden werden 2. Der Zusammenhang zwischen Thrombin-
Inhibition, beiging und metabolischen Effekten sollte weiter untersucht werden. Die hier
dargestellten Ergebnisse kdnnten in der Klinik fir Patienten unter Thrombin-Inhibition einen

Vorteil hinsichtlich der positiven Beeinflussung von metabolischen Erkrankungen bedeuten.
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