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Meiner Mutter



Zusammenfassung

Das braune Fettgewebe (brown adipose tissue, BAT), urspringlich als
warmeproduzierendes Organ in Saugetieren zur Regulation der Korpertemperatur
beschrieben, riuckte aufgrund seiner vielfdltigen Funktionen im Rahmen
kardiometabolischer Erkrankungen in den Fokus des Interesses. Hierbei ist neben der
sogenannten zitterfreien Thermogenese auch seine sekretorische Kapazitat von
Bedeutung. Besonders die kardioprotektive Wirkung des BAT nach akutem Myokardinfarkt
wird untersucht. Diese wird infolge einer BAT-Aktivierung durch die akute Stimulation des
sympathischen Nervensystems nach Myokardinfarkt beobachtet. Darliber hinaus wird eine
Interorgankommunikation zwischen BAT und weillem, vorwiegend subkutanem
Fettgewebe beschrieben, welche zu einer morphologischen Veranderung im weif3en
Fettgewebe (white adipose tissue, WAT) fuhrt, wie die Akkumulation sogenannter beiger
Adipozyten, und mit einem metabolischen Benefit einhergeht.

In der zugrundeliegenden Arbeit sollte der Einfluss des BAT nach einem Myokardinfarkt auf
die Morphologie und Funktion des WAT unter standardisierten und thermoneutralen
Bedingungen untersucht werden. Bisherige Untersuchungen wurden meist unter der
standardisierten Haltungstemperatur von 21°C und nicht bei Thermoneutralitat (30°C) der
Versuchstiere durchgefuhrt. Dies fuhrt durch einen dauerhaft erhéhten Sympathikotonus zu
einer permanenten BAT-Aktivierung und entspricht nicht der humanen Situation, sodass
eine Translation der Ergebnisse auf den Menschen nur eingeschrankt erfolgen kann.

Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit die Untersuchungen an mannlichen
C57BL/6J-Wildtyp Mausen vergleichend bei 21°C und 30°C durchgeflhrt. Nach einer drei-
wochigen Akklimatisierung bei 21°C und 30°C erfolgten eine chirurgische Ablation oder
Schein-Operation des interskapuldren BAT sowie nachfolgend die Induktion einer
myokardialen Ischamie/Reperfusion (I/R). Drei Wochen nach I/R wurde der Einfluss der
chirurgischen BAT-Ablation auf die Adipozytenmorphologie, die Expression des fir die
zitterfreie Thermogenese erforderlichen und als Browning-Marker bekannten Proteins
Uncoupling protein-1 (UCP-1) und die Expression von Genen des Lipidstoffwechsels im
subkutanen WAT untersucht.

Drei Wochen nach I/R konnte kein Effekt der BAT-Ablation auf das Kérpergewicht und das
Gewicht des subkutanen WAT von Tieren bei 21°C nachgewiesen werden. Auch ein Effekt
der BAT-Ablation auf die Adipozytenmorphologie im subkutanen WAT vergleichend zu
scheinoperierten Kontrolltieren blieb aus. Hingegen zeigte sich das UCP-1-Protein im
subkutanen WAT von BAT-Ablationstieren tendenziell erhoht. Insgesamt war eine
signifikant gesteigerte UCP-1-Expression im subkutanen WAT von Tieren bei 21°C im
Vergleich zu 30°C erkennbar. Die BAT-Ablation flihrte zudem zu einer tendenziell
reduzierten Genexpression lipolytischer Enzyme im subkutanen WAT bei 21°C.

Im Gegensatz zu 21°C konnte eine signifikante Zunahme des Koérpergewichts und des
Gewichts des subkutanen WAT von BAT-Ablationstieren bei 30°C drei Wochen nach I/R
nachgewiesen werden. Einer Lipidakkumulation entsprechend, zeigte sich der Anteil kleiner
Adipozyten, welche sich stellenweise im subkutanen WAT gruppierten, nach BAT-Ablation
signifikant erniedrigt. AuRerdem wurde eine signifikant gréRere durchschnittliche
Adipozytenflache im subkutanen WAT von Tieren mit Erhalt des BAT bei 30°C im Vergleich
zu 21°C festgestellt. Bei 30°C blieb das UCP-1-Protein im subkutanen WAT von der BAT-
Ablation unbeeinflusst und war nahezu nicht detektierbar. Ebenso zeigte die BAT-Ablation
keinen Effekt auf die Expression von Genen des Lipidstoffwechsels im subkutanen WAT.
Zusammenfassend lieR sich in dieser Arbeit ein antilipolytischer Effekt der chirurgischen
BAT-Ablation auf das subkutane WAT herausarbeiten. Dieser Effekt stellte sich in Tieren
bei 21°C molekulargenetisch und in Tieren bei 30°C histomorphologisch dar. Die
Darstellung des antilipolytischen Effekts der chirurgischen BAT-Ablation im subkutanen
WAT auf unterschiedlicher Ebene verglichen zwischen 21°C und 30°C deutete auf einen
unterschiedlichen, temperaturabhangigen Zeitverlauf dieses Effekts hin. Dies verdeutlicht
die Relevanz der Haltungstemperatur von Versuchstieren fir die Forschung, insbesondere
vor dem Hintergrund einer Translation dieser Ergebnisse auf den Menschen.



Summary

Brown adipose tissue (BAT), originally described as a heat-producing organ in mammals
for the regulation of body temperature, has been focused in research due to its function in
cardiometabolic diseases. To this effect, not only the production of heat without shivering
(non-shivering thermogenesis) but also the secretory capacity of BAT is involved.
Especially, the cardioprotective effect of BAT after acute myocardial infarction is being
investigated. This is observed as a result of BAT-activation through the acute stimulation of
the sympathetic nervous system after myocardial infarction. Additionally, an communication
between BAT and white, mainly subcutaneous adipose tissue has been described that is
associated with metabolic benefits and accompanied by morphological changes in white
adipose tissue (WAT), such as the accumulation of so-called beige adipocytes.

The aim of this work was to explore the influence of BAT on the morphology and function
of WAT after myocardial infarction under standardized and thermoneutral conditions. In
previous studies, most of the animals were housed under the standardized ambient
temperature of 21°C and not at thermoneutrality (30°C). This leads to permanent BAT-
activation due to an increased sympathetic tone at 21°C and cannot be compared to the
human situation. So translation of results performed under these conditions to humans is
limited.

For this reason, the present experiments were carried out in male wild-type C57BL/6J mice
at 21°C and 30°C. After three weeks of acclimatization at 21°C and 30°C surgical ablation
or sham operation of the interscapular BAT was performed followed by induction of
myocardial ischemia/reperfusion (I/R). Three weeks post I/R, the effect of surgical BAT-
ablation on the adipocytes morphology, on the expression of uncoupling protein-1 (UCP-1)
that is important for non-shivering thermogenesis and also known as a browning marker
and on the expression of genes encoding for lipid metabolism were investigated in
subcutaneous WAT.

Three weeks post I/R, no effect of BAT-Ablation on body weight and the weight of
subcutaneous WAT was detected in mice at 21°C. Also, there was no effect of BAT-ablation
on the adipocytes morphology in subcutaneous WAT compared to mice with sham
operation. However, UCP-1 tended to be increased in subcutaneous WAT of BAT-ablated
mice. There was an overall significant increase in UCP-1-expression in subcutaneous WAT
of mice at 21°C compared to 30°C. Furthermore, BAT-ablation tended to reduce the gene
expression of lipolytic enzymes in subcutaneous WAT at 21°C.

In contrast to 21°C, a significant increase in body weight and the weight of subcutaneous
WAT was detected in BAT-ablated mice at 30°C three weeks post I/R. Consistent with this
accumulation of lipids, formation of small adipocytes grouped in subcutaneous WAT was
significantly reduced after BAT-ablation. In addition, the average white adipocytes size was
significantly larger in sham-operated mice at 30°C compared to 21°C. At 30°C, the
expression of UCP-1 in subcutaneous WAT was unaffected by BAT-ablation and virtually
undetectable. Also, BAT-ablation had no effect on the gene expression of lipolytic enzymes
in subcutaneous WAT.

In summary, this study revealed an antilipolytic effect of surgical BAT-ablation on
subcutaneous WAT, molecularly in mice at 21°C, histomorphologically in mice at 30°C.
The presentation of this antilipolytic effect differently between 21°C and 30°C indicated a
different, temperature-dependent time course. These results emphasized the importance of
the housing temperature for animals in research, especially while translating these data to
humans.
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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und klinische Relevanz des Myokardinfarkts

Kardiovaskulare Erkrankungen, worunter im engeren Sinne die koronare Herzkrankheit
(KHK), der ischamische Myokardinfarkt, der Schlaganfall, die periphere arterielle
Verschlusskrankheit und die arterielle Hypertonie zusammengefasst werden, zahlen
weltweit zu den haufigsten Erkrankungen und Todesursachen. Der akute Myokardinfarkt ist
zudem eine haufige Komplikation der KHK, die ihrerseits weltweit die grofite Mortalitat unter
den kardiovaskularen Erkrankungen aufweist '. Auch in Deutschland z&hlen
kardiovaskulare Erkrankungen, der akute Myokardinfarkt eingeschlossen, zu den
haufigsten Todesursachen?. Demzufolge wird viel Forschung betrieben, um die Therapie
des Myokardinfarkts zu optimieren und dessen Mortalitét zu senken. Als Standardverfahren
gilt die rasche Wiederherstellung des Blutflusses (Reperfusion) von verschlossenen
KoronargefalRen mittels perkutaner koronarer Interventionen®. Trotz, dass sich die
Prognose von Patienten mit akutem Myokardinfarkt bei KHK durch die
Reperfusionstherapie deutlich verbessert hat, kommt es nicht selten im Rahmen dieses
Verfahrens zu Myokardschaden, sogenannten Reperfusionsschaden®. Diese sind
charakterisiert durch metabolische sowie inflammatorische Prozesse, die letztlich zu einem
vermehrten Untergang von Herzmuskelzellen fuhren. In der Folge bleibt eine Infarktnarbe
zurtick und die kontraktile Leistung des betroffenen Myokards sinkt. Je nach Ausmal} des
Reperfusionschadens kann eine Herzinsuffizienz resultieren. Eine Verhinderung dieses
Reperfusionschadens ist somit von besonderem Interesse, um letztlich die Behandlung des

akuten Myokardinfarkts zu optimieren.

1.2 Das Fettgewebe

Das Fettgewebe ist ein strukturell und funktionell vielseitiges Gewebe, beeinflusst durch
endogene und umweltbezogene Faktoren. Es wird unterteilt in weiles Fettgewebe (white
adipose tissue, WAT), braunes Fettgewebe (brown adipose tissue, BAT), beiges
Fettgewebe und Fettgewebe, welches im Knochenmark lokalisiert ist (bone marrow adipose
tissue, BMAT)*°.



1.2.1 Weiles Fettgewebe

1.2.1.1 Aufbau und Funktion des weiRen Fettgewebes

Das WAT unterteilt sich grob in subkutane und viszerale Depots. Wahrend das subkutane
WAT als Schutz vor Kalte fungiert, ist das viszerale WAT um innere Organe lokalisiert und
erfiillt die Funktion als mechanisches Fiill- und Stiitzgewebe®. Die Hauptaufgabe des WAT
liegt in der Energiespeicherung und -bereitstellung. Weile Adipozyten speichern Energie
als Triacylglyceride (TAGs) in einem grofden Lipidtropfen und verleihen dem WAT so seine
typisch univakuolére Morphologie’. In Zeiten eines erhéhten Energiebedarfs bzw. -
verbrauchs, wie im Rahmen einer Nahrungskarenz oder Kalteexposition, werden die im
Lipidtropfen gespeicherten TAGs infolge einer hydrolytischen Spaltung in unveresterte
(freie) Fettsauren und Glycerin mobilisiert und dem Organismus zur Energiegewinnung
bereitgestellt>'". Drei wesentliche Enzyme sind an dieser sogenannten Lipolyse beteiligt:
Die Adipozyten-Triglyceridlipase (ATGL), das Hauptenzym der Lipolyse, spaltet das TAG
in Diacylglycerin (DAG) und eine freie Fettsidure'* '*. Die Hormonsensitive Lipase (HSL)
spaltet anschlielend das DAG in Monoacylglycerin (MAG) und eine freie Fettsaure.
Aufgrund ihrer breiten Substratspezifitat kann die HSL zusatzlich die Spaltung von TAG und
MAG katalysieren, ist dennoch primar fiir die DAG-Spaltung verantwortlich' '*. Zuletzt fihrt
die Monoacylglycerinlipase (MAGL) die Spaltung von MAG in Glycerin und eine freie
Fettsaure aus' . Fiir eine intakte Lipolyse sind insbesondere die Aktivitat der ATGL und
HSL entscheidend"’.

Zudem wird zwischen einer basalen und einer simulierten Lipolyse unterschieden. Unter
basalen Stoffwechselbedingungen befindet sich neben der ATGL ein Komplex aus dem
Strukturprotein  Perilipin - und dem  Co-Aktivator  1-Acylglycerol-3-phosphat-O-
Acyltransferase  (7-acylglycerol-3-phosphate-O-acyltransferase, ABHD5) auf der
Oberflache des Lipidtropfens'® '°. Die ABHD5 kann als Co-Aktivator die hydrolytische
Aktivitat der ATGL steigern™ ® 9. Im Komplex mit Perilipin wird die ABHD5 jedoch
inaktiviert'® '°. Dies limitiert die hydrolytische Aktivitast der ATGL unter basalen
Stoffwechselbedingungen'® '°.

In stimulierten Adipozyten, wie im Rahmen einer Kalteexposition, wird die Aktivitat
lipolytischer Enzyme und folglich die Kapazitat der hydrolytischen Spaltung von TAGs durch

eine Sympathikusaktivierung gesteigert’ .

Der Sympathikus gilt bekanntlich als
Hauptregulator der Lipolyse im WAT?. Uber adrenerge Beta-3-Rezeptoren (B3-
Rezeptoren) auf weilten Adipozyten vermittelt der aus sympathischen Nervenenden
freigesetzte Neurotransmitter Noradrenalin eine Aktivierung der im Zytosol befindlichen
Adenylatzyklase (AC), die wiederum die Synthese von cyclischem Adenosinmonophosphat
(cAMP) aus Adenosintriphosphat (ATP) katalysiert. Die nun intrazellular erhéhte cAMP-

Konzentration stimuliert die Proteinkinase A (PKA). Im Rahmen der stimulierten Lipolyse



phosphoryliert die PKA das Strukturprotein Perilipin und die HSL. Perilipin wird folglich
degradiert und dissoziiert von der ABHD5, die daraufhin die Aktivitat der ATGL steigert'®
19, Zusatzlich beginnt die phosphorylierte HSL, die ATGL unterstiitzend, mit dem Abbau von

13, 21
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Abb. 1: Schematische Darstellung der basalen und stimulierten Lipolyse im weilen
Fettgewebe

Modifizierte Darstellung der Lipolyse A unter basalen Stoffwechselbedingungen und B im
stimulierten Adipozyten nach der Darstellung von Kersten S. aus dem Jahr 20238. Fiir Details siehe
Kapitel 1.2.1.1. Das rote ,+“ sowie das rote ,+* mit Pfeil zeigen eine Aktivierung der entsprechend
visierten Zielstruktur an. Die hervorgehobenen Pfeile zeigen einen verstarkt ablaufenden Prozess
an. Das rote ,P“ zeigt eine Phosphorylierung der entsprechend markierten Zielstruktur an.
Abkirzungen: p3-R: adrenerger Beta-3-Rezeptor; ABHDS5: 1-acylglycerol-3-phosphate-O-
acyltransferase; PLIN: Perilipin; AC: Adenylatzyklase; ATP: Adenosintriphosphat; cAMP: cyclisches
Adenosinmonophosphat; PKA: Proteinkinase A; ATGL: Adipozyten-Triglyceridlipase; HSL:
Hormonsensitive Lipase; MAGL: Monoacylglycerinlipase; TAG: Triacylglycerin; DAG: Diacylglycerin;
MAG: Monoacylglycerin; FFS: freie Fettsaure.

Die Lipolyse begleitend erfolgt eine Wiederauffillung der Energiespeicher im WAT durch
eine Reveresterung von freien Fettsduren mit Glycerin-3-Phosphat zu TAG, die sogenannte
Lipogenese. Fettsduren werden entweder durch den Organismus selbst synthetisiert oder
Uber die Nahrung aufgenommen und in Lipoproteinen als TAGs verpackt zum
entsprechenden Zielort transportiert. Im Endothel von Blutgefalen des WAT befindet sich
die Lipoproteinlipase, welche TAGs aus Lipoproteinen hydrolysiert und eine Aufnahme
hierbei freigesetzter Fettsauren in den Adipozyten ermoglicht. Besonders in Zustanden
Uberschissiger Nahrungsenergie kommt die Lipogenese zum Einsatz’ 2> 2%, Dabei kdnnen
auch Nicht-Lipide wie Glukose fiir den Aufbau von TAGs verwendet werden’. Eine TAG-
Synthese aus Nicht-Lipiden wird als de novo Lipogenese (DNL) bezeichnet. Nicht-Lipide
wie Glukose werden nach Aufnahme in den Adipozyten zu Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA)
metabolisiert und Uber die Acetyl-CoA-Carboxylase (acetyl-coenzyme a-carboxylase-
alpha 1, Acaca) zu Malonyl-Coenzym A (Malonyl-CoA) carboxyliert. Malonyl-CoA wird
durch die Fettsauresynthase (fatty acid synthase 3, Fasn) in Palmitinsdure umgewandelt,
die erste Fettsaure, die im Rahmen der DNL entsteht. Ausgehend von Palmitinsaure erfolgt
uber weitere Reaktionen ,wie die Elongation und Desaturierung, eine Synthese langkettiger
und komplexer Fettsauren, die wie oben beschrieben, mit Glycerin-3-Phosphat zu TAG

verestert werden.



Reveresterung

Lipoproteine

Nicht-Lipide —— — — Acetyl-CoA
Acaca l

Malonyl-CoA

Fasn l Lipidtropfen
Modifikation +
Palmitinsgure ~ Veresterung
Adipozyt

Abb. 2: Schematische Darstellung der Lipogenese aus freien Fettsduren und Nicht-Lipiden
im weilen Fettgewebe

Darstellung der Lipogenese durch eine Reveresterung freier Fettsauren, die aus zirkulierenden
Lipoproteinen entstammen sowie durch den Einsatz von Nicht-Lipiden (de novo Lipogenese), welche
Uber die Synthese von Palmitinsdure und eine weitere Modifikation und Veresterung zu
Triacylglycerinen umgewandelt werden. Fur Details siehe Kapitel 1.2.1.1. Abklrzungen: LPL:
Lipoproteinlipase; FFS: freie Fettsaure; TAG: Triacylglycerin; Acetyl-CoA: Acetyl-Coenzym A; Acaca:
acetyl-coenzyme a-carboxylase-alpha 1; Malonyl-CoA: Malonyl-Coenzym A; Fasn: fatty acid
synthase 3.

Die Funktion als Energiespeicher ergénzend, wird das WAT als eigenstandiges endokrin
aktives Organ angesehen. Die vom WAT synthetisierten und sezernierten Faktoren, wie
Proteine, Lipide und Zytokine, werden zusammengenommen als Adipokine bezeichnet.
Adipokine beeinflussen auf autokrine, parakrine sowie endokrine Weise insbesondere

24 25 7wei bekannte Vertreter sind die

metabolische und immunologische Ereignisse
Adipokine Adiponektin und Leptin. Adiponektin ist vor allem mit einer Insulinsensibilisierung
und Limitation inflammatorischer Prozesse im WAT assoziiert, sodass erhohte
Adiponektinspiegel einen protektiven Effekt hinsichtlich der Entwicklung eines Diabetes
mellitus Typ Il ausiiben?®. In Ergénzung durch eine Beglinstigung des Lipidprofils mit einer
anti-atherosklerotischen Wirkung senkt Adiponektin das Risiko kardiovaskularer
Erkrankungen?’. Leptin greift entscheidend in den Energieumsatz des Organismus ein,
indem es das Hungergefuhl und infolgedessen die Nahrungsaufnahme beeinflusst. Leptin
wirkt appetithemmend und Kkorreliert positiv mit dem AusmaR des WAT?®. Dariiber hinaus
wirkt Leptin proinflammatorisch, indem es Entzindungszellen wie Makrophagen zur

Produktion proinflammatorischer Zytokine anregt®.



1.2.1.2 Morphologie und Funktion des weiRen Fettgewebes bei

metabolischen und kardiovaskularen Erkrankungen

Der Lipidstoffwechsel im WAT verleiht diesem eine beachtliche Plastizitat und ermdglicht
eine Anpassung des WAT als Energiespeicher an unterschiedlichste Bedingungen. Wie
bereits erwahnt, machen TAGs nahezu die gesamte Zellmasse weiller Adipozyten aus,
sodass Veranderungen im TAG-Gehalt die AdipozytengroRe beeinflussen. Der
Lipidstoffwechsel wiederum und somit auch die Plastizitat des WAT werden von endogenen
Faktoren, wie dem Erndhrungszustand und exogenen Faktoren, wie der
Umgebungstemperatur (Naheres siehe Kapitel 1.3.3) reguliert’. So geht eine
Nahrungskarenz mit einer GréRenabnahme weilRer Adipozyten einher, die durch eine
Mobilisierung von TAGs initiiert wird”. Uberschiissige Nahrungsenergie hingegen fiihrt zu
einer Expansion des WAT, indem weille Adipozyten als Folge der Lipogenese
hypertrophieren®" 3!, Ab einer bestimmten AdipozytengréRe werden die Speicherkapazitat
und folglich die Expansion des WAT durch eine Proliferation weilter Adipozyten
(Hyperplasie) erweitert®® 3!, Bei metabolischen Stérungen wie im Rahmen der Adipositas
kommt es zu einer pathologisch-morphologischen Anpassung des WAT, dessen
Krankheitswert insbesondere von einer Zunahme des viszeralen WAT ausgeht®" *2. Diese
|6st eine Kaskade inflammatorischer Prozesse sowie eine Veranderung des Serumspiegels
zirkulierender, freier Fettsduren aus, sodass die Entstehung einer Insulinresistenz und
schlieBlich die Manifestation eines Diabetes mellitus Typ Il begiinstigt werden®'=*. Hiermit
assoziiert ist das metabolische Syndrom, welches sich aus einem gestdérten Kohlenhydrat-
und Lipidstoffwechsel sowie der Adipositas und arteriellen Hypertonie zusammensetzt und
ein wesentliches Risiko fir kardiovaskulare Erkrankungen darstellt*. Im Kontext der oben
genannten metabolischen Dysfunktion des WAT bei Adipositas verandert sich auch das
Profil der durch das WAT sezernierten Adipokine. So ist vor allem bekannt, dass die
Serumspiegel des Adiponektins sinken und die des Leptins steigen. Zudem wird der
erhohte Leptinspiegel bei Adipositas von einer Leptinresistenz begleitet®® *°. Wie sich auch
der unter Kapitel 1.2.1.1 beschriebenen Funktion beider Adipokine herleiten Iasst, geht
deren Sekretionsprofil und Wirksamkeit bei Adipositas mit einer Aggravation der

metabolischen Dysbalance einher?®: 33



1.2.2 Braunes Fettgewebe

1.2.2.1 Aufbau und Funktion des braunen Fettgewebes

Im Gegensatz zum WAT ist BAT ein warmeproduzierendes Organ und fur die Regulation
der Korpertemperatur verantwortlich®”. Diese Funktion ist insbesondere fiir kleine
Saugetiere wie Nagetiere und menschliche Neugeborene relevant®. Aber auch im
erwachsenen Menschen konnten zahlreiche Studien Ende der 2000er-Jahre das
Vorhandensein von BAT mittels '8F-Fluorodeoxyglukose-Positronen-Emissions-

Tomographie-Scans nachweisen®*'.

Anders als in Nagetieren und menschlichen
Neugeborenen, die ihr groRtes BAT-Depot hauptsachlich interskapular tragen, wurde das
BAT in Erwachsenen primar supraclavikular, zervikal und mediastinal lokalisiert*?. Hierbei
zeigte sich erganzend eine inverse Korrelation der Pravalenz von BAT mit dem Alter, BMI
und der AuRentemperatur®>“®.

Prinzipiell sichern zwei wesentliche Mechanismen die Regulation der Kérpertemperatur von
Saugetieren bei Kalte: die initiale Warmeerzeugung durch Muskelkontraktionen, das
sogenannte Kaltezittern und die mit einer gewissen Latenz einsetzende Warmeerzeugung
durch BAT, welche schlussendlich die Aufrechterhaltung der Korpertemperatur bei

chronischer Kalteexposition ohne ein Kaltezittern ermdglicht®

. Die Warmeproduktion im
BAT wird daher auch als zitterfreie Thermogenese bezeichnet. Ein wichtiger Aspekt hierbei
ist die ausgepragte sympathische Innervation des BAT als Hauptaktivator der zitterfreien
Thermogenese®” *’. Bei Kélte wird der Neurotransmitter Noradrenalin aus sympathischen
Nervenenden im BAT freigesetzt und bindet an adrenergen 3-Rezeptoren auf braunen
Adipozyten®”*"_ Infolge einer Stimulation des adrenergen p3-Rezeptors wird identisch zur
Lipolyse die AC aktiviert und katalysiert die Umwandlung von ATP in cAMP. Das cAMP
wiederrum aktiviert die PKA. Die PKA initiet die Phosphorylierung von
Transkriptionsfaktoren wie das cAMP responsive element binding protein (CREB). Diese
bewirken schliel3lich eine Expression von Proteinen, die mit der zitterfreien Thermogenese
assoziiert sind, wie das uncoupling protein-1 (UCP-1) und die bereits eingangs
beschriebene Lipoproteinlipase. UCP-1 ist das entscheidende Molekil der zitterfreien
Thermogenese, welches sich innerhalb der inneren Mitochondrienmembran befindet und
die oxidative Phosphorylierung von der Synthese des universalen Energietragers ATP
entkoppelt, um letztendlich Warme an Stelle von ATP zu erzeugen. Neben der
Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren leitet die PKA auch die Lipolyse gespeicherter
TAGs in braunen Adipozyten ein (siehe Kapitel 1.2.1.1), wodurch unter anderem die typisch

multilokuldre Morphologie des BAT zustande kommt®’

. Hierbei freigesetzte Fettsauren
Ubernehmen zwei wesentliche Funktionen. Zum einen werden sie im Mitochondrium Gber
die Beta-Oxidation und den Citratzyklus zu wichtigen Substraten fiir die Erzeugung eines

Protonengradienten in der Atmungskette abgebaut, zum anderen stimulieren sie UCP-1 zur
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Aufrechterhaltung der zitterfreien Thermogenese. Demzufolge ist die Lipolyse im BAT ein
wichtiger Teilaspekt flir den Ablauf der zitterfreien Thermogenese. Aber auch Uber die
Nahrung aufgenommene Lipide und Glukose sowie die in Fastenzeiten lipolytisch
freigesetzten Fettsduren aus dem WAT werden vom BAT aufgenommen und kénnen als
Substrat zur Aufrechterhaltung der zitterfreien Thermogenese beitragen, sodass die
Lipolyse im BAT trotz ihrer Relevanz keine Voraussetzung flr den Ablauf der zitterfreien
Thermogenese darstellt*®>".

Seit ein paar Jahren ist bekannt, dass BAT nicht nur Warme im Rahmen der zitterfreien
Thermogenese produziert, sondern auch Faktoren mit autokriner, parakriner und
endokriner Wirkung sezerniert. Diese Faktoren werden als braune Adipokine oder Batokine
bezeichnet. Bis dato wurde noch kein Batokin entdeckt, welches ausschlielRlich durch das
BAT und nicht auch durch andere Organe oder Gewebe produziert und sezerniert wird®> >3,
Mutmallich scheint das BAT ein fakultativ sekretorisches Organ zu sein und durch seine
Sekretion von Batokinen zu einer Wirkverstarkung des entsprechenden Faktors
beizutragen. Zudem basiert ein Nachweis der meisten Batokine auf
Genexpressionsanalysen, seltener wird der sezernierte Faktor untersucht®.

Die Abbildung 3 tragt einige Batokine und ihre Wirkorte zusammen. Im Folgenden wird
exemplarisch ein gut erforschtes Batokin hinsichtlich seiner Effekte im Fettgewebe

betrachtet, der fibroblast growth factor 21 (FGF21).

FGF21 wird in erster Linie von der Leber freigesetzt und ist fur seinen positiven Effekt auf
den Energiestoffwechsel bekannt®. So geht die Gabe von FGF21 bei Fettleibigkeit mit einer
Verbesserung der Insulinsensitivitat, einer Normalisierung des Blutzuckers, einer Reduktion
des Korperfettanteils und -gewichts und insgesamt mit einer Steigerung des
Energieverbrauchs einher®® 6. Auch die zitterfreie Thermogenese kann durch FGF21
gesteigert werden. Dies beschrankt sich nicht nur auf das BAT**°. Sogar im WAT ist
FGF21 Uber die Induktion eines Brownings (Naheres zum Browning siehe Kapitel 1.2.2.2)
mit einer Steigerung der zitterfreien Thermogenese assoziiert™. Die Uberschneidung der
metabolischen Effekte von FGF21 und der zitterfreien Thermogenese (Naheres siehe
Kapitel 1.2.2.3) lie® vermuten, dass die Effekte von FGF21 auf den Energiestoffwechsel
durch die von FGF21 stimulierte zitterfreie Thermogenese bedingt sein kénnten®.
Diesbezlglich besteht noch Unklarheit. Auch die Wirkung von FGF21 auf die Lipolyse im

60, 61

WAT ist uneindeutig. Hier konnten sowohl hemmende als auch aktivierende Effekte®

beobachtet werden.
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Abb. 3: Batokine und ihre Wirkorte

Die Abbildung zeigt exemplarisch einige Batokine mit entsprechendem Wirkort und basiert auf
bereits publizierten Abbildungen sowie Beschreibungen zu sezernierten Batokinen durch braunes
Fettgewebe®* 3. Die Abbildung beinhaltet Elemente von Servier Medical Art (lizenziert unter der
Creative Commons Attribution 3.0 Unported License (CC BY 3.0). https://smart.servier.com).
Abkirzungen: BAT: brown adipose tissue; WAT: white adipose tissue; SNS: sympathetic nervous
system; NRG4: neuregulin 4; IL-6: interleukin-6; FGF21: fibroblast growth factor 21; NGF: nerve
growth factor; S100b: protein S100b; CXCL14: CXC motif chemokine ligand 14; 12,13-diHOME:
12,13-dihydroxy-9Z-octadecenoic acid.

1.2.2.2 Browning

Seit langerem ist bekannt, dass weilRe Adipozyten unter entsprechenden Bedingungen
braun-ahnliche Merkmale annehmen koénnen. Die Entstehung multilokularer, UCP-1
exprimierender, sogenannter beiger Adipozyten im WAT wird als Browning bezeichnet® >
65, Sowohl im subkutanen als auch im viszeralen WAT ist ein Browning mdglich®® 7. Im
subkutanen WAT zeigt sich dieses deutlich starker ausgepragt®® ¢’. Die genaue Herkunft
der beigen Adipozyten bleibt bis dato unklar. Zum einen besteht die Theorie, dass beige
Adipozyten aus weillen Adipozyten entstehen, indem sie eine Transdifferenzierung
durchlaufen®® %, Zum anderen konnte eine de-novo-Differenzierung aus Vorlauferzellen
beobachtet werden™® ",

Wie die Aktivierung brauner Adipozyten, wird die Entstehung beiger Adipozyten primar tber
das SNS reguliert® "2 und physiologisch im Rahmen einer Abkiihlung der
Umgebungstemperatur (iber adrenerge B3-Rezeptoren im WAT induziert’>’®. Beige

Adipozyten exprimieren hierbei weniger UCP-1 als braune Adipozyten’®. Dennoch sind
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beige Adipozyten thermogen funktionsfahig’’ und koénnen einem Warmeverlust bei
eingeschrankter zitterfreier Thermogenese im BAT entgegenwirken® 7 7° Wird der
Stimulus fur ein Browning aufgehoben, bildet sich der braun-dhnliche Phanotyp beiger
Adipozyten in einen weilen Phanotyp zuriick® . Dieser Vorgang wird als Whitening
bezeichnet®®. Ein Whitening wiederrum flihrt zu einer Verdnderung auf epigenetischer
Ebene, die eine starkere Induktion thermogenetischer Merkmale bei erneutem Auslésen
eines Brownings bewirkt®. Ein Browning stellt demzufolge ein reversibles Ereignis dar.

Die metabolische Relevanz eines Brownings ist noch unzureichend erforscht. Bekannt ist
jedoch, dass ein Browning bei hochkalorischer Erndhrung mit einem reduzierten Blutzucker
und einer Steigerung der Insulinsensitivitdt sowie des Energieverbrauchs einhergeht?’.
Ebenso ist ein Browning mit einer Resistenz gegen ernahrungsbedingte Fettleibigkeit

assoziiert’® 8

. Demzufolge wird ein therapeutischer Nutzen beiger Adipozyten in der
Behandlung von Ubergewicht diskutiert, ahnlich wie in Bezug auf das BAT®? (N&heres siehe

Kapitel 1.2.2.3).

1.2.2.3 Das braune Fettgewebe als therapeutische Zielstruktur

metabolischer und kardiovaskularer Erkrankungen

BAT hat in den letzten Jahren groRRes Interesse als therapeutische Zielstruktur fur die
Behandlung von Ubergewicht und -assoziierten Folgeerkrankungen erfahren. Ubergewicht
gehort seit langer Zeit zu den haufigsten Zivilisationskrankheiten. Weltweit hat sich die
Pravalenz seit 1990 bei Erwachsenen mehr als verdoppelt und bei Jugendlichen nahezu
vervierfacht®. Ubergewicht beglnstigt die Entwicklung von Diabetes mellitus Typ 2,
Atherosklerose und kardiovaskularen Erkrankungen (Schlaganfall, KHK, Myokardinfarkt).
Demzufolge reduziert eine Pravention von Ubergewicht auch das Risiko fir die Entstehung
dieser Folgeerkrankungen. Hierbei soll BAT als therapeutische MaRnahme zum Einsatz
kommen, indem seine Aktivierung den Energieverbrauch durch die Metabolisierung grofl3er
Mengen an freien Fettsduren und Glukose erhéht und einer Speicherung dieser Energie im
WAT entgegenwirkt®" 8. So haben Studien an Mausen gezeigt, dass eine Transplantation
von BAT vor einer ernahrungsbedingten Fettleibigkeit schutzt und bei bestehender
ernahrungsbedingter sowie genetisch induzierter Fettleibigkeit zu einer Reduktion des
Korperfettanteils und -gewichts fiihrt®® 8. Auch wird eine verbesserte Insulinsensitivitat und
Glukosetoleranz in BAT-transplantierten Mausen beschrieben®’. Eine genetische BAT-
Ablation hingegen geht mit Ubergewicht, einer Hyperinsulindmie und Hyperglykdmie
einher®®. Tatsachlich konnten vergleichbare Resultate bei gesunden, erwachsenen
Menschen mit BAT beobachtet werden. Im Gegensatz zu Probanden ohne BAT war das

Vorhandensein von BAT mit einer verstarkten Metabolisierung freier Fettsauren und
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Glukose®® % einem insgesamt erhdéhten Energieverbrauch sowie reduzierten

1899193 ynd einer verbesserten Insulinsensitivitat assoziiert®*. Dies steht in

Korperfettantei
Einklang mit der nachweislich geringeren Pravalenz von Adipositas, Diabetes mellitus Typ

2 und Dyslipidamie bei Patienten mit BAT®.

Die gesteigerte Aufnahme und Verwertung freier Fettsduren durch das BAT und die
assoziierte Reduktion von TAGs und Cholesterin im Blut wirken der Entstehung einer
Lipidstoffwechselstérung und einer Lipidablagerung in arteriellen GefalRwanden
(Atherosklerose) entgegen®' %¢. Solche Lipidablagerungen bzw. atherosklerotische Plaques
in den Koronararterien fiihren bei einer Gefallverengung zur KHK und in Folge eines
GefalBverschlusses zu einem akuten Myokardinfarkt. Ferner kann der anti-atherogene
Effekt des BAT als kardioprotektiv und Pravention eines akuten Myokardinfarkts interpretiert
werden (Naheres zur Rolle des BAT beim Myokardinfarkt siehe Kapitel 1.2.4). Thoonen R
et al. konnten eine kardioprotektive Wirkung durch das BAT bestatigen®’. Bei Katecholamin-
induzierter Kardiomyopathie fuhrte eine BAT-Transplantation in UCP-1-Knockout Mausen
zu einer geringeren Myokardschadigung, einem glnstigeren linksventrikularen Remodeling
und einem insgesamt gesteigerten Uberleben®”. Auch in seiner Funktion als endokrines
Organ wurden Batokine mit kardioprotektiver Eigenschaft entdeckt. So konnten Ruan CC
et al. eine Abnahme kardialer Umbauprozesse bei Hypertonie durch den vom BAT
sezernierten Faktor FGF21 im Mausmodell demonstrieren®. Im Jahre 2021 konnte die
Relevanz von BAT hinsichtlich seiner kardiovaskularen Protektion sogar im Menschen
nachgewiesen werden®. Hierbei korrelierte das Vorhandensein von BAT mit einer
geringeren Pravalenz von Hypertonie, KHK, zerebrovaskularen Erkrankungen und

Herzinsuffizienz®®.

1.2.3 Crosstalk zwischen weiRem und braunem Fettgewebe

Wie bereits mehrfach erwahnt, wirkt sich die thermogene Funktion des BAT auf den
Metabolismus im WAT aus. Unter anderem liegt dem ein neuronaler
Kommunikationsmechanismus zugrunde. So stehen BAT und WAT durch eine
Uberschneidung neuronaler Verkniipfungen im wechselseitigen Austausch von
Informationen beziglich ihrer Stoffwechsellage®'%. Die jeweilige Information beziiglich
des metabolischen Status im Fettgewebe wird tUber sensorische Afferenzen an das zentrale
Nervensystem und von dort aus Uber sympathische Efferenzen an das Zielgewebe
weitergeleitet'®. Uber diese neuronale Verkniipfung wird die zitterfreie Thermogenese im
BAT abhangig von der Energieverfiigbarkeit im WAT reguliert’® 1% 1% |m WAT spiegeln
lipolytisch anfallende Stoffwechselprodukte die Energieverflugbarkeit desselben wider und

flihren zu einer gesteigerten Aktivitat der sensorischen Afferenzen des WAT'®. In der Folge

11



werden sympathische Efferenzen des BAT stimuliert und das Ausmaly der zitterfreien
Thermogenese an die im WAT zur Verfligung stehende Energie angepasst’® 19 194 5o
wurden unter dem Einfluss von Kélte und einer gezielten Stimulation der Lipolyse im WAT
eine niedrigere UCP-1-Expression und Temperatur im BAT nach sensorischer Denervation
des WAT beobachtet'® %, Neben der zitterfreien Thermogenese im BAT wird auch die
Lipolyse im WAT abhangig von der thermogenen Aktivitat im BAT Uber das genannte
neuronale Netzwerk zwischen BAT und WAT reguliert'® 9 1% " |nteressanterweise zeigt
sich die neuronale VerknUpfung zur Regulation der Lipolyse im WAT starker ausgepragt als

die neuronale Verkniipfung zur Regulation der zitterfreien Thermogenese im BAT'%,

- y -
A”/ - 7”: @
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Abb. 4: Schematische Darstellung der neuronalen Verkniipfung zwischen braunem und
weiBem Fettgewebe

Die schematische Darstellung zeigt die neuronale Verschaltung zwischen BAT und WAT Uber das
zentrale Nervensystem, angelehnt an bisherige Schemata nach Ryu V et al.'®. Die gestrichelten
Pfeile stellen sensorische Afferenzen und die durchgezogenen Pfeile sympathische Efferenzen dar.
Die Abbildung beinhaltet Elemente von Servier Medical Art (lizenziert unter der Creative Commons
Attribution 3.0 Unported License (CC BY 3.0). https://smart.servier.com). Abklrzungen: BAT: brown
adipose tissue; WAT: white adipose tissue; ZNS: Zentrales Nervensystem.

1.2.4 Die Rolle von weilem und braunem Fettgewebe beim
Myokardinfarkt

Insgesamt ist die Funktion des WAT und BAT beim Myokardinfarkt unzureichend erforscht.
Bekannt ist jedoch eine kurzzeitige, systemische Aktivierung des sympathischen
Nervensystems (sympathetic nervous system, SNS) nach Myokardinfarkt'®® %, welche
eine temporéar verstarkte Lipolyse im WAT bewirkt'””, die wiederrum das Ausmal der
Herzmuskelschadigung nach Myokardinfarkt steigert'® ' So geht bereits die
metabolische Anpassung des Myokards unter anaeroben Bedingungen im Rahmen eines

Myokardinfarkts durch die Akkumulation schadlicher Stoffwechselnebenprodukte mit einer
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fur das Myokard erheblichen Lipotoxizitat einher'® ', Diese fiihrt zu einem Untergang von
Herzmuskelzellen und kann erst bei Reperfusion durch einen zirkulatorisch bedingten
Abtransport der toxischen Stoffwechselnebenprodukte aufgehoben werden''% "', Die
Reperfusion verbessert jedoch auch den Transport der zuvor erwahnten sympathisch
freigesetzten Fettsauren aus dem WAT zum Myokard, was postischamisch in einer
ineffizienten Energiegewinnung resultiert und die Herzmuskelschadigung aggraviert''#'",
An dieser Stelle wurde die Metabolisierung freier Fettsduren durch BAT als Moglichkeit
einer Abschwachung der beim Myokardinfarkt vorherrschenden Lipotoxizitat diskutiert. So
ist bekannt, dass BAT temporar zu einem frihen Zeitpunkt nach Myokardinfarkt durch die
begleitende Sympathikusaktivierung aktiviert wird®” ''°. Dies steigert die Metabolisierung
lipolytisch freigesetzter Fettsduren aus dem WAT durch das aktivierte BAT, reduziert den
Transport dieser zum Myokard und schwacht auf diese Weise die fir das Myokard
bestehende Lipotoxizitat beim Myokardinfarkt ab''®. Da die Inhibition der Lipolyse im
peripheren Fettgewebe das Ausmall der Herzmuskelschadigung nach Myokardinfarkt

nachweislich senkt'"”

, wird unter der Reduktion zirkulierender Fettsduren bei Aktivierung
des BAT nach Myokardinfarkt ein vergleichbarer Effekt angenommen. Demzufolge kommt
dem BAT eine besondere Bedeutung als therapeutische Zielstruktur in der Therapie des
Reperfusionschadens nach Myokardinfarkt zu. Vorarbeiten unserer Forschungsgruppe
koénnen eine kardioprotektive Wirkung des BAT im Rahmen eines akuten Myokardinfarkts
tatsachlich belegen: So zeigten Mause mit chirurgischer BAT-Ablation eine verstarkte
kardiale Inflammation, grofkere Infarktnarbe und schlechtere Herzfunktion nach
myokardialer Ischamie/Reperfusion (I/R)"°. Ausgegangen wurde von einer akuten
Stimulation des BAT bei massiver Sympathikusaktivierung nach Myokardinfarkt'®® %,
Diese akute Stimulation des BAT nahm nachfolgend einen positiven Einfluss auf den
kardialen Inflammations- und Reparationsprozess nach akutem Myokardinfarkt und
beglnstigte die funktionelle Erholung des Myokards. Ob eine Reduktion zirkulierender
Fettsauren bei Aktivierung des BAT, eine Inhibition der Lipolyse im WAT oder auch eine
Interaktion zwischen dem BAT und WAT nach Myokardinfarkt zugrunde liegen und an zuvor
genanntem Ergebnis teil haben, ist unklar und bedarf zusatzlicher Forschung zur weiteren

Abklarung.
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1.3 Die Haltungstemperatur in Tierversuchen — Standardisierte

Haltungstemperatur vs. Thermoneutralitat

Fir eine Standardisierung der Tierhaltung in Forschungseinrichtungen werden Richtlinien
des National Research Council international zur Verfigung gestellt''®. Die Richtlinien
enthalten unter anderem Vorgaben fur die Haltungstemperatur von Labormausen. Diese
soll zwischen 20 und 26 °C liegen''®. Die meisten Studien geben eine Haltungstemperatur
von 20-22°C an. Es gilt zu berucksichtigen, dass sich die standardisierte
Haltungstemperatur nach einer fir den forschenden Menschen komfortablen
Umgebungstemperatur richtet'®. Eine Umgebung von 20-22°C liegt fiir Labormause weit
auRerhalb des Wohlfiihlbereichs bzw. unterhalb der fir sie thermoneutralen Zone (TNZ)'"®
120 Der Begriff ,thermoneutrale Zone, TNZ* oder auch ,Thermoneutralitat, bezeichnet
einen Bereich der Umgebungstemperatur, bei der die Kérpertemperatur unter basaler
Stoffwechselrate, das bedeutet ohne metabolische Warmeproduktion oder Evaporation,
reguliert werden kann''® 12122 Dje Richtlinien des National Research Council geben fir
Labormause eine TNZ von 26 bis 34°C an''®. Die Wahl der optimalen Temperatur innerhalb
dieser TNZ richtet sich wiederrum nach dem Maus-Stamm, dem Energieverbrauch, der
Anzahl der Versuchstiere pro Haltungsflache, der Menge an Nistmaterial und der

Tageszeit1 20, 122-126

. So variieren die Angaben zu einer optimalen thermoneutralen
Haltungstemperatur in der Literatur. Die meisten Studien, die eine thermoneutrale Haltung
beriicksichtigen, geben eine Temperatur von 30°C an. Die optimale, fir eine Labormaus
komfortable Umgebungstemperatur weicht demzufolge deutlich von der standardisierten

Haltungstemperatur in Forschungseinrichtungen ab'?’.

1.3.1 Einfluss der Haltungstemperatur auf den Stoffwechsel

Die Unterbringung bei einer Temperatur unterhalb der TNZ stresst den Organismus. Hierbei
wird zwischen akutem Stress, der flr wenige Minuten, und chronischem Stress, der bis zu
mehrere Wochen anhalten kann, unterschieden. Die Reaktion des gestressten Organismus
liegt unabhangig von der Stressdauer und -ursache in einer Freisetzung von Noradrenalin
durch das SNS', Noradrenalin kann potenziell jede Zelle mit Adrenozeptoren und somit
zahlreiche physiologische Prozesse beeinflussen. Die Unterbringung einer Labormaus bei
standardisierter Haltungstemperatur fuhrt also infolge der Kaltebelastung zu einer
Freisetzung von Noradrenalin, welches das BAT uber adrenerge 33-Rezeptoren aktiviert,
um die Labormaus vor einer Auskiihlung zu schiitzen®’. Die Aktivierung des BAT wiederum
geht mit einer Steigerung des Stoffwechsels einher®" 34, Somit ist die Haltungstemperatur

in Forschungseinrichtungen eine wichtige Variable, die den Stoffwechsel der Versuchstiere
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beeinflusst und auch Studien zum Verstédndnis und zur Behandlung metabolischer
Erkrankungen manipulieren kann'?” 12133 134 Der Stoffwechsel setzt sich allgemein aus der
basalen Stoffwechselrate (Grundumsatz) und dem dariber hinausgehenden
Energieverbrauch zusammen. In dem Glossary of Terms for Thermal Physiology wird der
Grundumsatz als Energieverbrauch eines niichternen, ruhenden und wachen Organismus
bei Thermoneutralitat bezeichnet, bei dem keine zusatzliche Leistung zur Regulation der
Kérpertemperatur erbracht werden muss, wie z.B. durch die zitterfreie Thermogenese im
BAT bei standardisierter Haltungstemperatur'®'. Bei standardisierter Haltungstemperatur ist
daher nicht der Grundumsatz erhoht, sondern der dartiber hinausgehende

Energieverbrauch zur Regulation der Kérpertemperatur'?’.

1.3.2 Vergleichbarer Stoffwechsel von Maus und Mensch bei

Thermoneutralitat

Im Vergleich zu einer Labormaus lebt der Mensch mithilfe von Kileidung,
Wohnungsbeheizung und weiterer Hilfsmittel stets bei Thermoneutralitat'® . So sind der
Stoffwechsel einer Maus unter standardisierter Haltungstemperatur und der Stoffwechsel
eines Menschen nicht vergleichbar'®®. Nur bei Thermoneutralitét &hneln sich der murine
und menschliche Stoffwechsel'®. Hierbei wird das Verhéltnis des durchschnittlichen
Energieverbrauchs zur basalen Stoffwechselrate bzw. zum Ruhestoffwechsel innerhalb
eines Tages betrachtet'® ' Der Ruhestoffwechsel entspricht der basalen
Stoffwechselrate, jedoch unabhéngig vom Zeitpunkt der letzten Nahrungsaufnahme'?'. Bei
Thermoneutralitat misst der tagliche, durchschnittliche Energiebedarf einer Maus und eines
Menschen in etwa das 1,7-1,8-fache der basalen Stoffwechselrate bzw. des
Ruhestoffwechsels'® '?°. Unter standardisierter Haltungstemperatur zeigen Mause einen
fast doppelt so hohen Energieverbrauch'®. Fiir einen derart gesteigerten Energieverbrauch
misste der Mensch unbekleidet bei einer Umgebungstemperatur von 5°C leben'?® 37 Erst
dann waren der Stoffwechsel einer Maus unter standardisierter Haltungstemperatur und

der Stoffwechsel eines Menschen vergleichbar.

Die Haltungstemperatur in Forschungseinrichtungen hat zusammenfassend einen
entscheidenden Einfluss auf die Physiologie der Versuchstiere und ferner auch auf die
Translation der Ergebnisse in den Menschen. Bei Thermoneutralitat befinden sich Maus
und Mensch beide in einer fur sie komfortablen Umgebungstemperatur. Hierunter ist der
murine und menschliche Stoffwechsel am ehesten vergleichbar, sodass eine Translation
von wissenschaftlichen Erkenntnissen aus Stoffwechselstudien nur unter thermoneutralen

Bedingungen in den Menschen erfolgen sollte'® 2% 126 Auch wenn die bisherigen Daten
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aus Studien an Tieren unter standardisierter Haltungstemperatur fir eine Translation in den
Menschen ungeeignet sind, ist eine Verwendung dieser moglich, um z.B. die Auswirkungen

von Stress auf physiologische und pathologische Prozesse zu verstehen'?®.

1.3.3 Einfluss der Haltungstemperatur auf braunes und weilles

Fettgewebe

Auch die Morphologie, die Molekulargenetik und die Funktion des Fettgewebes werden von
der Haltungstemperatur der Versuchstiere beeinflusst. Je nach Art und Lokalisation des
Fettgewebes unterscheidet sich das Ausmal} des Temperatureinflusses. Die folgenden
Inhalte beziehen sich auf das interskapulare BAT und auf das subkutane, inguinale WAT
von kleinen Nagetieren.

Unter standardisierter Haltungstemperatur weisen braune Adipozyten einen multilokularen,
UCP-1-positiven Phanotyp auf'*®. Diese morphologische und molekulargenetische Struktur
des BAT verandert sich bei Thermoneutralitat. Hier treten zwischen multilokularen, UCP-1-
positiven Adipozyten unilokuldre, weiR-dhnliche Adipozyten in Erscheinung'®. Ebenso ist
die Expression von Genen der zitterfreien Thermogenese wie UCP-1 deutlich erniedrigt'®
0 Diese Veranderungen sind auf eine verringerte sympathische Aktivierung des BAT bei
Thermoneutralitat zurickzufihren und spiegeln seine reduzierte thermogene Kapazitat
wider'®. Dies wiederum steht in Einklang mit der Tatsache, dass eine Warmeproduktion
durch das BAT zur Regulation der Korpertemperatur unter thermoneutraler
Haltungstemperatur der Versuchstiere nicht erforderlich ist'?’.

Ahnlich wie im BAT bei Thermoneutralitat ist im WAT bei starkerer Kalteexposition (4°C)
eine Komposition aus unilokularen Adipozyten und multilokularen, Uberwiegend UCP-1-
positiven Adipozyten zu erkennen'*®. Demnach handelt es sich um ein Browning (siehe
Kapitel 1.2.2.2). Bei standardisierter Haltungstemperatur zeigt sich ein Browning deutlich
geringer ausgepragt. Diesbezlglich sind im WAT lediglich vereinzelt multilokulare, selten
UCP-1-positive Adipozyten nachweisbar'®®. Anders als im BAT wird im WAT bei
Thermoneutralitat kein UCP-1 exprimiert'.

Zudem hat die Haltungstemperatur von Versuchstieren einen entscheidenden Einfluss auf
den Lipidstoffwechsel und somit auf die Morphologie des WAT. So wird eine Steigerung der
Lipolyse im WAT bei subthermoneutralen Temperaturen beobachtet. Hierbei resultiert die
Mobilisierung von freien Fettsduren in einer GroRenabnahme weilRer Adipozyten®® 1%,
Umgekehrt fuhrt die Unterdriickung der lipolytischen Aktivitat im WAT bei Thermoneutralitat
zu einer Hypertrophie weiller Adipozyten und infolgedessen zu einer Expansion des
WAT138, 139.

16



1.3.4 Einfluss der Haltungstemperatur auf die sekretorische Funktion

des braunen Fettgewebes

Wie die thermogene Funktion bleibt auch die sekretorische Funktion des BAT von der
Umgebungstemperatur nicht unbeeinflusst. Eine relevante sekretorische Funktion wird dem
BAT im thermogen aktiven Zustand zugeschrieben®* "', Es gilt zu beriicksichtigen, dass
nur wenig zur sekretorischen Funktion des BAT im unstimulierten Zustand bekannt ist. Zur
sekretorischen Funktion des BAT bei thermoneutraler Haltung von Versuchstieren liegen
bis dato keine expliziten Untersuchungen vor. Angesichts der reduzierten thermogenen
Aktivitat des BAT bei Thermoneutralitat (siehe Kapitel 1.3.3) wird auch eine Abnahme der
Sekretion von Batokinen bei Thermoneutralitdt angenommen®?. Die Wirkung einzelner
Batokine bekraftigt diese Annahme. Beispielsweise ist FGF21 mit einer verstarkten
zitterfreien Thermogenese im BAT und einem Browning assoziiert>’*°, zwei Phdnomene im
Fettgewebe, die bei Thermoneutralitat physiologisch irrelevant sind (siehe Kapitel 1.3.3).
Interessanterweise widerspricht das Batokin Adiponectin der Theorie zur Sekretion von
Batokinen in Abhangigkeit von der Aktivitat des BAT. So konnte eine verringerte Produktion
von Adiponectin durch stimuliertes BAT festgestellt werden™'. In Anbetracht seiner
Wirkung, einer Unterdriickung der zitterfreien Thermogenese im BAT'*?, ist eine verringerte
Produktion von Adiponectin durch stimuliertes BAT plausibel. Die Datenlage zur
sekretorischen Funktion des BAT in Abhangigkeit von seiner Aktivitat und der
Umgebungstemperatur der Versuchstiere ist nicht nur knapp, sondern auch wenig

aufschlussreich.

1.3.5 Einfluss der Haltungstemperatur auf die Funktion des braunen
Fettgewebes bei metabolischen und kardiovaskularen

Erkrankungen

Wie zuvor beschrieben, ist die subthermoneutrale Haltung von Versuchstieren ein Ausldser
fur Stress (siehe Kapitel 1.3.1). Stress fuhrt zu einer Freisetzung von Noradrenalin und

129, 143 Dies

beeinflusst auf diesem Wege den Metabolismus und das Immunsystem
wiederrum hat Auswirkungen auf Tierversuche, die menschliche Erkrankungen nachbilden,
bei denen der Metabolismus und das Immunsystem eine wichtige Rolle in der Pathogenese
einnehmen'® 3, Die Tabelle 1 stellt exemplarisch den Einfluss der Haltungstemperatur
von Versuchstieren auf verschiedene Erkrankungen dar. Hierbei erweisen sich die Effekte
von Kaélte und Thermoneutralitdt grundsatzlich als gegensatzlich'® %3, Eine Ausnahme
stellt der Verlauf infektiéser Erkrankungen dar'® 3. VVor dem Hintergrund, dass die murine

und menschliche Physiologie bei Thermoneutralitdt am ehesten vergleichbar sind, sollte
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auch die Modellierung menschlicher Erkrankungen bei thermoneutraler Haltung der
Versuchstiere erfolgen, um eine Translation der Ergebnisse in den Menschen zu
ermdoglichen' 43,

Auch die Funktion des BAT bei Ubergewicht wurde in Abhangigkeit von der
Haltungstemperatur der Versuchstiere untersucht. Der positive Einfluss des BAT auf
metabolische Prozesse scheint durch eine Haltung der Versuchstiere bei Thermoneutralitat
wegzufallen. Eine mdgliche Erklarung liefert die reduzierte thermogene Aktivitdt des BAT
bei Thermoneutralitat, die wiederrum mit einem reduzierten Verbrauch des BAT an freien
Fettsduren und Glukose einhergeht’™®. Ausgehend von Standard-Futter und einer
unveranderten Nahrungsaufnahme, resultiert dieser verringerte Energieumsatz in einer
Zunahme des Koérpergewichts, der Gewichte des subkutanen und epididymalen WAT sowie
in einer Verschlechterung der Insulinsensitivitdt und Glukosetoleranz'. Im Rahmen einer
fettreichen Diat wurde eine Zunahme des Korpergewichts und des WAT auch bei

reduzierter Nahrungsaufnahme beobachtet'.

Es gilt zu berlcksichtigen, dass der
Temperatureffekt auf das Korper- und Fettgewicht im Vergleich zwischen standardisierter
Haltungstemperatur und Thermoneutralitdt prinzipiell erst nach einer mehrwdchigen
Akklimatisierung der Versuchstiere auftritt’® 4 1% So konnten Pernes G et al. keine
Veranderungen im Korper- und Fettgewicht nach einer 24-stiindigen Akklimatisierung von

Mausen bei Thermoneutralitét an die standardisierte Haltungstemperatur feststellen'®.

Standardisierte Thermoneutrale

SR Haltungstemperatur | Haltungstemperatur

Asthma bronchiale

Metabolische Erkrankungen @ ﬁ

(Ubergewicht, NAFLD)

Atherosklerose

Morbus Alzheimer ﬁ @

Krebs
(Melanom, Kolonkarzinom, Pankreaskarzinom, Fibroadenom)

Infektionskrankheiten ﬁ @

Tabelle 1: Einfluss der Haltungstemperatur auf verschiedene Erkrankungen

Die Tabelle zeigt den Einfluss der standardisierten und thermoneutralen Haltungstemperatur von
Versuchstieren auf verschiedene Erkrankungen nach James CM et al. 2023'?° und Vialard F, Olivier
M. 2020'3. Hierbei deuten Pfeile, die nach oben zeigen, auf einen aggravierenden und Pfeile, die
nach unten zeigen, auf einen lindernden Effekt der Haltungstemperatur auf entsprechende
Erkrankungen hin. Abkdrzungen: NAFLD: Nicht-alkoholische Fettlebererkrankung.
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1.3.6 Braunes Fettgewebe von Maus und Mensch ahneln sich bei

Thermoneutralitat

Ahnlich wie das murine WAT bei starkerer Kalteexposition, setzt sich das BAT eines
Erwachsenen aus unilokularen Adipozyten und multilokularen, UCP-1-positiven Adipozyten
zusammen*" 138 147 Bevor de Jong et al. das BAT von Mausen unter fiir den Menschen
relevante Bedingungen wie bei Thermoneutralitdt analysierten, wurde das murine WAT bei
starkerer Kalteexposition (4°C) bzw. ein Browning als Aquivalent fiir das humane BAT
betrachtet® 8. Mit der Analyse von de Jong et al. wurde jedoch eine stérkere Ahnlichkeit
zwischen humanem BAT und BAT von Mausen bei Thermoneutralitat festgestellt'.
Besonders die Fahigkeit des murinen BAT bei Thermoneutralitdt, seine unter Kalte
bestehende thermogene Kapazitdt infolge einer Stimulation wiederzuerlangen, ist
vielversprechend im Hinblick auf die Rekrutierung der energieverbrauchenden Funktion des
BAT beim Erwachsenen fiir therapeutische Zwecke'®. Die Erkenntnisse von de Jong et al.
falsifizieren nicht die Ahnlichkeit zwischen humanem BAT und murinem WAT bei starkerer
Kélteexposition (4°C), setzen jedoch das murine BAT bei Thermoneutralitat fir eine

Translation seiner Funktion in den Menschen an erste Stelle'®.
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1.4 Ziele dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Interorgankommunikation zwischen BAT und WAT nach einem
Myokardinfarkt unter Bedingungen zu charakterisieren, die der tatsachlichen Situation im
Menschen nahekommen. Zumeist wird Forschung an Versuchstieren bei standardisierter
Haltungstemperatur, nicht jedoch bei Thermoneutralitat der Versuchstiere durchgefihrt,
was eine Translation der Ergebnisse auf den Menschen massiv einschrankt. Aus diesem
Grund wurde in der zugrundeliegenden Arbeit der Einfluss einer chirurgischen BAT-Ablation
auf die Adipozytenmorphologie, die Expression des Proteins UCP-1 als Browning Marker
und die Expression von Genen des Lipidstoffwechsels im subkutanen WAT nach Induktion
eines akuten Myokardinfarkts erganzend zur standardisierten Haltungstemperatur (21°C)

auch bei Thermoneutralitat der Versuchstiere (30°C) untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Material

Tabelle 2: Verwendete Gerate und Materialien

Bezeichnung

Modell

Hersteller

Analysewaage

2001 MP2

Sartorius, Géttingen,
Deutschland

Analysewaage

Scout Pro Model: SPU123

OHAUS, Parsippany, New
Jersey, USA

Deckglaschen

24 x 60 mm no.1

Engelbrecht, Medizin- und
Labortechnik GmbH,
Edermiinde, Deutschland

Dissoziator gentleMACS™ Dissociator | Miltenyi Biotec GmbH,
130-093-235 Bergisch Gladbach,

Deutschland

Inkubationsbad Typ 1004 Gesellschaft fur Labortechnik
GmbH, Burgwedel,
Deutschland

Kamera AxioCam HRc Carl Zeiss Microimaging
GmbH, Géttingen, Deutschland

Mikroskop Axiostar Plus Zeiss, Oberkochen,
Deutschland

Mikroskop Axiolmager.M2 Zeiss, Oberkochen,
Deutschland

Mikrotom HistoCore Multicut Leica, Wetzlar, Deutschland

Mikrozentrifuge

Centrifuge 5424 R

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

130-093-236

Misch- und Heizblock MB-102 Bioer, Hangzhou, China
NanoDrop ND-1000 Peglab Biotechnologie GmbH,
Spectrophotometer Erlangen, Deutschland
Objekttrager SuperFrost®Plus R. Langenbrinck Labor- und
Objekttrager 03-0060/weil’ Medizintechnik, Emmendingen,
Deutschland
Objekttrager SuperFrost®Plus R. Langenbrinck Labor- und
Objekttrager 03-0060/gelb Medizintechnik, Emmendingen,
Deutschland
Paraffinstreckbad HI1210 Leica, Wetzlar, Deutschland
Reaktionsgefaly Safe-Lock farblos 2,0 ml Eppendorf, Hamburg,
0030 120.094 Deutschland
Reaktionsgefaly SafeSeal Reagiergefal 1,5 | Sarstedt AG & Co. KG,
ml 72.706 Nimbrecht, Deutschland
Reaktionsgefaly gentleMACS™ M Tubes Miltenyi Biotec GmbH,

Bergisch Gladbach,
Deutschland

Schuttelmaschine

Vortex Genius 3

lka, Staufen, Deutschland

StepOnePlus™ Real-Time
PCR System

4376600

Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, USA

Thermozykler

Mastercycler personal 5332

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
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Verschlussfolie PARAFILM® M Bemis Company, Neenah,
PM996 Wisconsin, USA

Warmeschrank Typ B 5050 Heraeus, Hanau, Deutschland

Zentrifuge Centrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg,

Deutschland

2.2 Arbeitsmittel
2.2.1 Substanzen

Tabelle 3: Verwendete Substanzen

gPCR SuperMix-UDG

Bezeichnung Katalognummer Hersteller
BSA 1.12018.0100 Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA
Chloroform Y015.2 Roth, Karlsruhe,
Deutschland
DAB-Chromogen DABS530 Zytomed Systems, Berlin,
Deutschland
FCS Gibco, Life Technologies,
Paisley, UK
KCI P0O17.1 Roth, Karlsruhe,
(M =74,56 g/mol) Deutschland
KH2PO4 1048731000 Merck, Darmstadt,
(M = 136,09 g/mol) Deutschland
NaCl 9265.1 Roth, Karlsruhe,
(M = 58,44 g/mol) Deutschland
NaH2PO4 1063461000 Merck, Darmstadt,
(M = 137,99 g/mol) Deutschland
Platinum® SYBR® Green 11733038 Invitrogen, Carlsbad,

Kalifornien, USA

QuantiTect Reverse
Transcription Kit

205313 (gebrauchsfertig)

Qiagen, Hilden,
Deutschland

RNase freies Wasser aus ZEQ7000T0 Merck Millipore,

Milli-Q® EQ 7000 Darmstadt, Deutschland

Wasseraufbereitungssystem

Roticlear® Ab538.5 Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Roti®-Mount Eindeckmedium | HP68.1 Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Trizma®base (Tris) T1503 Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA

Essigsaure 100% 3738.1 Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Ethanol 100 % Zentralapotheke des
Universitatsklinikums
Dusseldorf, Disseldorf,
Deutschland

Isopropanol 99,5 % 19516 Sigma-Aldrich, St. Louis,

Missouri, USA
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2.2.2 Loésungen und Puffer

Tabelle 4: Verwendete Losungen (gebrauchsfertig)

Bezeichnung

Katalognummer Hersteller

Hamalaun-Losung

1.09249.0500 Merck, Darmstadt,

Deutschland

TRIzol

15596018 Invitrogen, Carlsbad,

Kalifornien, USA

Ethanol 96 %

PZN 11193427 Otto Fischar GmbH & Co.
KG, Saarbrilicken,

Deutschland

Ethanol 70 % 85825.360 VWR, Radnor,
Pennsylvania, USA

H202 30 % CP26.5 Roth, Karlsruhe,
Deutschland

HCL 10 % 0710.1 Roth, Karlsruhe,

Deutschland

Tabelle 5: Verwendete Puffer (gebrauchsfertig)

Bezeichnung

Katalognummer Hersteller

DAB-Substratpuffer DAB530 Zytomed Systems, Berlin,
Deutschland
HIER Citrate Buffer pH 6.0 | ZUC028-500 Zytomed Systems, Berlin,

Deutschland

Tabelle 6: Verwendete Losungen

Losung Ansatz
Blockierldsung 10 % 10x TBS, 10 % FCS, 1 % BSA in Aqua dest.
DAB-L6sung DAB-Chromogen 1:20 mit DAB-Substrat mischen

Ethanol 75 %

Ethanol 100 % 3:4 mit Aqua dest. verdiinnen

H202-Blockierlésung 3 %

H202 30 % 1:10 mit 1x PBS verdiinnen

HCL 1 %

HCL 10 % 1:10 mit Aqua dest. verdiinnen

Essigsaure 0,5 %

5 ml 100 % Essigsaure in 995 ml Aqua dest.

Tabelle 7: Verwendete Puffer

Puffer Ansatz

Citrat-Puffer HIER Citrate Buffer 1:10 mit Aqua dest. verdiinnen

10x TB 60,57 g Tris ad. 1000 ml Aqua dest., fur 1x TB 1:10 mit
Aqua dest. verdinnen

10x TBS 24,2 g Tris, 80,0 g NaCl ad. 1000 ml Aqua dest.

1x PBS 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH2PO4, 8 mM

NaH2PO4 in Aqua dest.
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2.2.3 Antikorper

Tabelle 8: Verwendete Antikorper

Bezeichnung Ziel- Eingesetzte Katalognummer | Hersteller
struktur Konzentration

Primarantikorper UCP-1 1:200 ab10983 Abcam,

rabbit anti-UCP-1 Cambridge,
UK

Sekundarantikérper | rabbit IgG 1:200 sc2004 Santa Cruz

goat anti-rabbit 1gG- Biotechnolo

HRP ay, Inc.,
Dallas, USA
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2.3 Experimentelle Tierversuche

Die Genehmigung der zugrundeliegenden experimentellen Tierversuche wurde durch das
Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV) Nordrhein-Westfalen,
Bezirksregierung Dusseldorf, mit den Aktenzeichen 81-02.04.2017.A458 und 81-
02.04.2018.A079 erteilt. Die Versuchstiere wurden in der Zentralen Einrichtung flr
Tierforschung und Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat (HHU)
Dusseldorf gehalten.

Die Durchfiihrung aller in vivo Versuche im Mausmodell, die Toétung, Proben- und
Organentnahme, sowie die Aufbereitung dieser, erfolgten durch Mitarbeiter*innen des
Instituts fur Translationale Pharmakologie. Die histologische und molekularbiologische
Aufarbeitung von Organen wurde nach ausflhrlicher Einarbeitung selbststandig
durchgefuhrt.

2.4 In vivo Experimente im Mausmodell

2.4.1 Verwendete Tiere und experimentelles Schema

Fir die zugrundeliegende Arbeit wurden mannliche, 6-9 Wochen alte C57BL/6J-Mause mit
einem anfanglichen Kérpergewicht von 24-29 g eingesetzt (Janvier Labs, Le Genest-Saint-
Isle, Frankreich). Alle Versuche wurden gemaf den Richtlinien fir die Verwendung von
Versuchstieren nach dem Deutschen Tierschutzgesetz durchgefihrt. Jedes Tier wurde mit
freiem Zugang zu Standardfutter und Trinkwasser und bei einem 12-Stunden-Tag-Nacht-
Rhythmus gehalten. Fir den gesamten Versuchszeitraum bis zur finalen Probenentnahme
wurden die Tiere der 21°C-Versuchsgruppe bei standardisierter Haltungstemperatur von
21°C und die Tiere der 30°C-Versuchsgruppe in einem speziellen auf 30°C-temperierten
Klimaschrank (Luftfeuchtigkeit 45-55%) gehalten.

Nach einer drei-wochigen Akklimatisierung der Tiere bei 21°C bzw. 30°C erfolgten eine
chirurgische Ablation (BAT-Ablation) oder Schein-Operation (Kontrolle) des interskapularen
BAT und die Induktion einer I/R zur Inszenierung eines akuten Myokardinfarkts. Die
Zuteilung der Tiere zur BAT-Ablations- oder Kontrollgruppe erfolgte randomisiert. Drei
Wochen nach I/R erfolgte die Totung der Tiere. Nach Eintritt des Todes erfolgten die
Organentnahme des subkutanen WAT, die Ermittlung des postmortalen Kérpergewichts
sowie des Gewichts des subkutanen WAT von Tieren bei 21°C und 30°C durch Frau Annika

Zimmermann, Frau Rachel Nega und Herrn Dr. rer. nat. Arne Beran.
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Schlussendlich wurde der Einfluss einer chirurgischen BAT-Ablation auf das subkutane
WAT von Tieren bei standardisierter Haltungstemperatur (21°C) und vergleichend bei
thermoneutraler Haltungstemperatur (30°C) untersucht.

Im Nachfolgenden wurden Tiere bei standardisierter Haltungstemperatur als 21°C-Tiere

und Tiere bei Thermoneutralitat als 30°C-Tiere bezeichnet.

Vor-OP +
BAT-Ablation /
21°C Schein-OP I/R Organentnahme
30°C 3W | s ] 3W |

Abb. 5: Versuchsaufbau

Mannliche, 6-9 Wochen alte C57BL/6J Mause mit einem anfanglichen Korpergewicht von 24-29 g
wurden fir den gesamten Versuchszeitraum bei 21°C oder 30°C mit freiem Zugang zu Standardfutter
und Trinkwasser und bei einem 12-Stunden-Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Nach einer drei-
wochigen Akklimatisierung der Tiere bei 21°C oder 30°C erfolgten eine Vor-Operation fur die
Induktion einer myokardialen Ischamie/Reperfusion (I/R) zur Inszenierung eines akuten
Myokardinfarkts sowie eine chirurgische Ablation (BAT-Ablation) oder Schein-Operation des
interskapuldren BAT. Nach weiteren drei Tagen erfolgte die I/R. Drei Wochen nach I/R wurde das
subkutane WAT der Tiere entnommen. Fir Details siehe Kapitel 2.4. Die Abbildung beinhaltet
Elemente von Servier Medical Art (lizenziert unter der Creative Commons Attribution 3.0 Unported
License (CC BY 3.0). https://smart.servier.com). Abkirzungen: W: Wochen; T: Tage; OP: Operation;
BAT: brown adipose tissue; I/R: Ischamie/Reperfusion; °C: Grad Celsius.

2.4.2 Induktion einer myokardialen Ischamie und Reperfusion im

geschlossenen Thoraxmodell / ,,Closed-Chest Modell*

In dieser Arbeit richtet sich die Induktion des akuten Myokardinfarkts nach dem etablierten

Modell der I/R bei geschlossenem Thorax'4%1%!

. Durch das sogenannte ,Closed-Chest
Modell“ werden die Invasivitat des Eingriffs und die inflammatorische Reaktion im Rahmen
der I/R reduziert, sodass die Homdostase und strukturelle sowie funktionelle Erholung des

Myokards geringer beeinflusst werden'® 7,

Dies ermoglicht eine realitatsnahere
Nachstellung des akuten Myokardinfarkts.

Die Induktion der I/R erfolgte fiir alle Tiere in zwei Phasen operativer Interventionen und
wurde von Frau Dr. rer. nat. Simone Gorressen und Herrn Dominik Semmler vorgenommen.
Fir die genaue Vorgehensweise sei auf vorherige Publikationen hingewiesen'**.

In der ersten Phase erfolgte in einer Vor-Operation das Anbringen einer Ligaturanlage
proximal an die linke, vordere, absteigende Koronararterie (left anterior descending, LAD)
des Myokards. Ebenso erfolgte eine chirurgische Ablation oder Schein-Operation des BAT
(siehe Kapitel 2.4.3). Nach Beendigung der Vor-Operation schloss sich eine zwei-tagige
Erholungsphase aller Tiere an. AnschlieRend erfolgte die Induktion der eigentlichen I/R bei
geschlossenem Thorax durch eine Abbindung der LAD Uber die zuvor genannte

Ligaturanlage. Die myokardiale Ischamie wurde fur 45 Minuten aufrechterhalten. Nach 45
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Minuten wurde eine Reperfusion des Myokards eingeleitet, indem die Abbindung der LAD

wieder aufgehoben wurde.

2.4.3 Chirurgische Ablation des interskapularen braunen Fettgewebes

Die chirurgische Ablation oder Schein-Operation des BAT erfolgte kurz nach der Vor-
Operation fir eine LAD-Ligaturanlage und wurde durch Herrn Dr. rer. nat. Arne Beran
durchgefiihrt''®. In der BAT-Ablationsgruppe wurde den Tieren das interskapulére BAT ber
eine kleine Inzision am Ricken entfernt. Die Kontrolltiere erhielten ebenso eine kleine
Inzision am Rucken, jedoch ohne Entfernung des interskapularen BAT. Fur die genaue
Vorgehensweise sei auf das Protokoll von Herrn Dr. rer. nat. Arne Berans

wissenschaftlicher Arbeit hingewiesen'?.

2.5 Korpergewicht und Gewicht des subkutanen weilRen Fettgewebes
von 21°C- und 30°C-Tieren

Postmortem wurden das Koérpergewicht und das Gewicht des subkutanen WAT mittels
einer Analysenwaage bestimmt.

Die Daten wurden jeweils bei 21°C- und 30°C-Tieren fir beide Versuchsgruppen in
GraphPad PRISM 9.1.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA) eingetragen
und graphisch gegenlbergestellt. Ebenso wurde das Verhaltnis zwischen dem subkutanen
Fettgewicht und dem Koérpergewicht ermittelt, jeweils fur 21°C- und 30°C-Tiere graphisch

dargestellt sowie zwischen 21°C- und 30°C-Tieren graphisch verglichen.

2.6 Subkutanes weiRes Fettgewebe von 21°C- und 30°C-Tieren

Die folgenden Arbeitsmethoden mit dazugehdriger Auswertung erfolgten fir 21°C- und

30°C-Tiere getrennt.

2.6.1 Gewebeschnitte

Subkutanes WAT wurde fir die Anfertigung von Gewebeschnitten fixiert, entwassert und in
Paraffin eingebettet.

Folgendes Schneideprotokoll wurde eingehalten:

Mit einem Mikrotom wurde der Paraffinblock bis zum Erhalt eines groRflachig

zusammenhangenden Gewebes angeschnitten. AnschlieRend wurden konsekutiv 20
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Gewebeschnitte pro Paraffinblock mit einer Schnittdicke von 5 ym angefertigt. Hierbei
wurden 2 Gewebeschnitte auf einen Objekttrager aufgezogen, sodass 10 Objekttrager mit
je 2 Gewebeschnitten pro Paraffinblock vorlagen.

Die Gewebeschnitte trockneten tber Nacht bei Raumtemperatur und wurden am nachsten
Tag fur eine Stunde bei 60°C hitzefixiert. Die abgekihlten Gewebeschnitte wurden bei
Raumtemperatur in Praparatekasten gelagert.

2.6.2 Immunhistochemische Farbung/UCP-1-Farbung

Von den 10 Objekttragern pro Paraffinblock wurden jeweils der erste und vorletzte
Objekttrager fir die UCP-1-Farbung verwendet, um einen maoglichst groRen Abstand
zwischen den einzelnen Gewebeschnitten zu haben und somit das Anschneiden gleicher
Zellen zu umgehen. Alle ausgewahlten Gewebeschnitte wurden zeitnah und mit den
gleichen Farbelésungen gefarbt, um Unterschiede in der Farbungszeit und
Konzentrationsschwankungen der eingesetzten Chemikalien zu vermeiden. Zudem wurde
ein Objekttrager mit BAT gefarbt, ein Gewebe, welches das Antigen UCP-1 exprimiert. Auf
diesem Weg wurde vorab geprift, ob sich UCP-1 durch die vorliegende Farbemethode
detektieren lasst (Positivkontrolle).

Folgendes Farbeprotokoll wurde eingehalten:

Um das Paraffin von den Gewebeschnitten zu entfernen, wurden die Gewebeschnitte
dreimal fir je 15 Minuten in Roticlear gegeben und anschlieend fur je 2 Minuten in einer
absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Die absteigende Alkoholreihe umfasste je einmal die
Anwendung von Ethanol 100%, Ethanol 96% und Ethanol 70%. Im Anschluss an die
Entparaffinierung wurden die Gewebeschnitte dreimal fir je 5 Minuten in 1x PBS
gewaschen. Um das Antigen UCP-1 flr eine Bindung von Antikérpern zuganglich zu
machen, erfolgte eine Hitze-induzierte Demaskierung von UCP-1. Hierbei wurden die
Gewebeschnitte in ein Behaltnis mit vorgewarmten Citratpuffer gestellt und fir 20 Minuten
in einem Dampfgarer gekocht. Nach 20-minttiger Abkihlung der Gewebeschnitte bei
Raumtemperatur schloss sich ein zweimaliger Waschschritt mit 1x PBS fir je 5 Minuten an.
Damit der Primarantikdrper nicht unspezifisch an weitere Antigene, sondern spezifisch an
UCP-1 bindet, wurden die Gewebeschnitte fir 60 Minuten mit einer Lésung aus 10 % 10x
TBS/ 10 % FCS / 1 % BSA bei Raumtemperatur blockiert. Wie bereits unter Kapitel 2.6.1
beschrieben, lagen zwei Gewebeschnitte pro Objekttrager vor. Hierbei sollte ein
Gewebeschnitt als Positiv- und ein Gewebeschnitt als Negativkontrolle fur die UCP-1-
Farbung dienen. Im Anschluss an die Blockierung wurde der Primarantikorper rabbit anti-
UCP-1, 1:200 mit 1 % BSA / 1x PBS verdinnt, auf alle Positivkontrollen pipettiert. Die
Negativkontrollen wurden ausschlieRlich mit 1 % BSA / 1x PBS behandelt. Uber Nacht
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erfolgte die Inkubation der Gewebeschnitte in einer feuchten Kammer bei einer Temperatur
von 4°C.

Am nachsten Tag wurden die Gewebeschnitte dreimal je 5 Minuten in 1x PBS gewaschen.
Um im subkutanen Fettgewebe befindliche endogene Peroxidasen, die unspezifisch das in
spateren Farbeschritten eingesetzte DAB oxidieren wirden zu inaktivieren, wurden alle
Gewebeschnitte fur 5 Minuten mit einer Lésung aus 3 % H202 bei Raumtemperatur
blockiertt. DAB konnte nun in spateren Farbeschritten spezifisch durch
Meerrettichperoxidasen (HRP), mit denen der Sekundarantikdrper markiert ist, oxidiert und
zu einem unldslichen Prazipitat brauner Farbe umgesetzt werden. Da der mit braunem
Prazipitat behaftete Sekundarantikérper den Primarantikorper und der Primarantikérper
wiederrum UCP-1 bindet, wird DAB zur Farbung immunhistochemischer Nachweise
eingesetzt.

An den H202-Block schloss sich ein dreimaliger Waschschritt mit 1x PBS fur je 5 Minuten
an. Danach wurde der Sekundarantikérper goat anti-rabbit IgG-HRP, 1:200 mit 1x PBS
verdinnt, auf alle Gewebeschnitte pipettiert. Fiir 60 Minuten erfolgte die Inkubation der
Gewebeschnitte in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur. Um ungebundene
Antikorperreste abzuwaschen, wurden die Gewebeschnitte nach der Inkubation dreimal flr
je 5 Minuten in 1x PBS gewaschen.

Die Detektion von UCP-1 fand unter der Verwendung von 1x TB und DAB statt. Zunachst
wurden die Gewebeschnitte flir 10 Minuten mit 1x TB behandelt. Anschliel3end erfolgte der
10-minutige Farbungsschritt mit DAB. Um die Reaktion von HRP des Sekundarantikérpers
mit DAB zu stoppen, wurden die Gewebeschnitte erneut fir 5 Minuten mit 1x TB behandelt.
Danach wurden die Gewebeschnitte flr eine Minute in destilliertem Wasser gewaschen.
Als letzter Schritt schloss sich die Kernfarbung an. Die Gewebeschnitte wurden flir eine
Minute in Hamalaun getaucht und danach kurz mit Leitungswasser sowie 1% HCL
gewaschen. Der Blauungsschritt fand folglich fir 10 Minuten unter flieRendem
Leitungswasser statt. Die Gewebeschnitte wurden nach dem Blauungsschritt erneut fir
eine Minute in destilliertem Wasser gewaschen.

Es folgte die Entwasserung der Gewebeschnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe von
Ethanol 70%, 96% und 100% fir jeweils 2 Minuten sowie in Roticlear flir 5 Minuten. Zum
Eindecken der Gewebeschnitte wurde Rotimount verwendet. Die gefarbten und
eingedeckten Gewebeschnitte wurden trocken und lichtgeschitzt in einem Praparatekasten

gelagert.

2.6.3 Lichtmikroskopische Aufnahmen

Mithilfe eines Zeiss Axiolmager.M2 Mikroskops wurden Aufnahmen der gefarbten

Gewebeschnitte angefertigt. Von den 10 Objekttragern pro Gewebeprobe, je mit einer
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Positiv- und einer Negativkontrolle der vorangegangenen UCP-1-Farbung, lagen immer der
erste und vorletzte Objekttrager fur die Anfertigung der lichtmikroskopischen Aufnahmen
vor. Hierbei wurde der Gewebeschnitt einer Positivkontrolle mit einem 40x Objektiv
aufgenommen. Fir jeden Gewebeschnitt einer Positivkontrolle wurden funf Aufnahmen
angefertigt, sodass pro Gewebeprobe insgesamt 10 Aufnahmen vorlagen. Es wurde darauf
geachtet, dass die Anfertigung der einzelnen Aufnahmen pro Gewebeschnitt schematisch
erfolgte, um mehrfache Aufnahmen gleicher Adipozyten zu vermeiden und eine méglichst
gleichmaRige Verteilung der Aufnahmen pro Gewebeschnitt zu erreichen. So wurde erst
mittig im Gewebe und anschlieRend im Uhrzeigersinn bei 12, 3, 6 und 9 Uhr jeweils eine
Aufnahme angefertigt. Die weitere Bildoptimierung der lichtmikroskopischen Aufnahmen im
Sinne einer Korrektur von Schattierungen erfolgte unter Verwendung der Software ZEN 2

pro (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland).

N —

~

1 2 3 4 5 6 W 8 9 10
l— UCP-1-Férbung h%
D ————— Positivkontrolle —————— [:]

Negativkontrolle

1 9

_ Lichtmikroskopische
Aufnahmen

Abb. 6: Schematische Darstellung des Schnittschemas, der UCP-1-Farbung und der
Anfertigung von lichtmikroskopischen Aufnahmen des subkutanen weiRen Fettgewebes

Schematisch dargestellt ist die Anordnung von Gewebeschnitten des subkutanen WAT auf
insgesamt 10 Objekttragern fir eine Maus. Von diesen 10 Objekttragern wurden der erste und
vorletzte Objekttrager fiir die immunhistochemische Farbung/UCP-1-Farbung sowie die
anschlieBende Anfertigung von lichtmikroskopischen Aufnahmen verwendet. Bei zwei
Gewebeschnitten pro Objekttrager, diente ein Gewebeschnitt als Positiv- und ein Gewebeschnitt als
Negativkontrolle fir die UCP-1-Farbung. Ein UCP-1-positiver Gewebeschnitt wird in der Abbildung
,grin“ dargestellt. Lichtmikroskopische Aufnahmen wurden lediglich von der Positivkontrolle
angefertigt. Pro Positivkontrolle wurden finf Aufnahmen nach oben gezeigtem Schema von | nach
V erstellt. FUr Details siehe Kapitel 2.6.1-3. Abklrzungen: scWAT: subcutaneous white adipose
tissue; UCP-1: uncoupling protein-1. Die Abbildung beinhaltet Elemente von Servier Medical Art
(lizenziert unter der Creative Commons Afttribution 3.0 Unported License (CC BY 3.0).
https://smart.servier.com).
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2.6.4 Adipozytenmorphologie

Die Auswertung der ZellgréRe und -anzahl einer lichtmikroskopischen Aufnahme erfolgte

mithilfe der Software Fiji’*?

. Durch die Verwendung eines Makros, welches von Frau Annika
Zimmermann zur Verfugung gestellt wurde, konnte eine halbautomatische Auszéhlung und
GroRenbestimmung der Zellen durchgefiihrt werden. Diese erfolgte fir eine
lichtmikroskopische Aufnahme nach folgendem Ablauf:

Die lichtmikroskopische Aufnahme wurde manuell als CZI-Bildformat in Fiji eingefligt. Das
Makro wurde gestartet. Automatisch wurden alle Zellgrenzen ab einer Flache von
einschlieBlich 5 ym? dargestellt. Bevor das Makro die Auswertung abschloss, konnten
randstéandige Zellen, defekte Zellen, Paraffinlicken oder Bindegewebsstrange manuell
geldscht werden. Unterbrochene Zellgrenzen wurden manuell geschlossen, da diese sonst
nicht als Zellen gewertet wirden. AnschlieRend wurde der letzte Auswertungsschritt des
Makros bestatigt. Die Anzahl und Flache aller zu untersuchenden Zellen wurden in einer
Tabelle angezeigt. Die erhobenen Daten wurden in Excel fir die weitere Verarbeitung
manuell abgespeichert. Ebenso wurden die vom Makro Uberarbeiteten Bilder manuell

abgespeichert.

In den lichtmikroskopischen Aufnahmen des subkutanen WAT fielen Gruppierungen kleiner
Adipozyten auf. Die Adipozyten dieser Gruppierungen wurden schlicht als ,kleine
Adipozyten® bezeichnet und sollten als gesondertes, morphologisches Merkmal betrachtet
werden. Manuell wurde die durchschnittliche Flache eines kleinen Adipozyten bestimmt,
sodass eine Zuordnung der vom Makro ausgezahlten Zellen zu ,kleinen Adipozyten®
moglich war. Die durchschnittliche Flache eines kleinen Adipozyten wurde nach folgendem
Protokoll ermittelt:

Pro Gewebeprobe wurden die entsprechenden lichtmikroskopischen Aufnahmen als CZI-
Bildformat in ZEN 3.3 blue edition (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland)
geodffnet. Pro Aufnahme wurde die Flache 3 kleiner Adipozyten ausgemessen, wenn
maoglich aus unterschiedlichen Gruppierungen kleiner Adipozyten einer Aufnahme. In Excel
wurde anschlielend die durchschnittliche Flache kleiner Adipozyten ermittelt, indem ein
Mittelwert aus allen erhobenen Flachen kleiner Adipozyten bestimmt wurde. Die Ermittlung
einer durchschnittlichen Flache kleiner Adipozyten erfolgte jeweils separat fur 21°C- und
30°C-Tiere. Die Flache kleiner Adipozyten lag bei 21°C-Tieren = 5 ym? und < 20 ym?, bei
30°C-Tieren =2 5 ym? und < 40 ym>?. Adipozyten, die nicht der beobachteten Gruppierung
kleiner Adipozyten angehorten, wurden ab einer Gréf3e von > 20 ym? bei 21°C-Tieren und

ab einer GroRRe von > 40 uym? bei 30°C-Tieren gewertet.
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Nun wurden die mithilfe des Makros ausgezahlten Zellen pro Aufnahme nach folgendem
Ablauf in Excel ausgewertet:

Die ZellgréRen wurden uUber die Funktion Sortieren und Filtern der Gré3e nach aufsteigend
sortiert. Zellen mit einer Flache < 5 ym?, die falschlicherweise vom Makro erfasst wurden,
wurden aus der Auswertung herausgenommen. Mit der WENN-DANN-Funktion wurden die
ZellgréRen kategorisiert. Die Kategorie < 5 uym? bis < 20 um? umfasste die Gesamtanzahl
kleiner Adipozyten von 21°C-Tieren. Die Kategorie < 5 ym? bis < 40 ym? umfasste die
Gesamtanzahl kleiner Adipozyten von 30°C-Tieren. GroRenkategorien fur Adipozyten
hingegen wurden im Abstand von 250 ym? ermittelt. Die letzte Kategorie wurde als > 1500
bezeichnet und umfasste Adipozyten ab einer Flache von > 1500 ym?. Die Kategorie < 250
wurde zwischen 21°C- und 30°C-Tieren unterschiedlich definiert. Adipozyten von 21°C-
Tieren wurden ab einer Grofde von > 20 ym? bis < 250 um? der Kategorie < 250 zugeordnet.
Adipozyten der 30°C-Tieren wurden ab einer GroRe von > 40 uym? bis < 250 ym? der
Kategorie < 250 zugeordnet. Fir einen Vergleich der Adipozytengré3en zwischen 21°C-
und 30°C-Tieren wurde die untere Grenze der Kategorie < 250 von > 20 bzw. 40 ym? auf >
50 uym? gesetzt. Mit der ZAHLEN-WENN-Funktion konnte anschlieRend die Gesamtanzahl
der kleinen Adipozyten und die Anzahl der Adipozyten einer GroRenkategorie bestimmt
werden. Mithilfe der Gesamtanzahl und jeweiligen Grof3e der Adipozyten konnte die
durchschnittliche Adipozytenflache bestimmt werden. Fir eine prozentuale Darstellung der
Adipozyten-Grofienverteilung wurde die absolute Haufigkeit der Adipozyten einer
GroRenkategorie durch die Gesamtanzahl der Adipozyten geteilt. Flr eine prozentuale
Darstellung der kleinen Adipozyten vom subkutanen weil’en Fettgewebe wurde die
Gesamtanzahl der kleinen Adipozyten durch die Gesamtanzahl der kleinen Adipozyten +
Adipozyten geteilt. Zuletzt wurden fur jede Gewebeprobe aus 10 Aufnahmen die
durchschnittliche Adipozytenflache, die mittlere absolute und prozentuale Haufigkeit der
Adipozyten pro Grolenkategorie und der mittlere prozentuale Anteil der kleinen Adipozyten

vom subkutanen WAT ermittelt.

Die Aufnahmen und Auswertungen erfolgten fur 21°C- und 30°C-Tiere bis zur graphischen
Darstellung der Daten verblindet. Die durchschnittliche Adipozytenflache, die absolute und
prozentuale Adipozyten-Grofenverteilung und der prozentuale Anteil der kleinen
Adipozyten vom subkutanen WAT wurden jeweils fur 21°C-Kontroll- und BAT-Ablationstiere
sowie fir 30°C-Kontroll- und BAT-Ablationstiere in GraphPad PRISM 9.1.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, California, USA) eingetragen und graphisch dargestellt.
Zusatzlich wurden die Daten der durchschnittlichen Adipozytenflache sowie der absoluten
und prozentualen Adipozyten-GréRenverteilung zwischen 21°C- und 30°C-Tieren

graphisch verglichen.
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2.6.5 UCP-1-Flachenanteil

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbung erfolgte mithilfe der Software Fiji’*?

und der BioVoxxel Image Processing and Analysis Toolbox (BioVoxxel, Mutterstadt).
Hierbei wurde die Gesamtflache braun gefarbter, UCP-1-positiver Bereiche innerhalb des
subkutanen WAT ermittelt.

Folgender Ablauf wurde fir die Auswertung einer lichtmikroskopischen Aufnahme
eingehalten:

Die lichtmikroskopische Aufnahme wurde manuell als JPEG-Bildformat in Fiji eingefugt.
Automatisch offnete sich das Bild. Unter Subtract Background wurde die Helligkeit des
Bildhintergrundes um 50% angehoben. So konnte die Braunfarbung im Bild starker
hervorgehoben werden. Dieses bearbeitete Bild wurde manuell abgespeichert. Unter
Colour Deconvolution - HDAB wurde das Bild nun in drei Farbkanalen gedffnet. Fur die
weitere Auswertung wurde der Farbkanal 2 verwendet, der die Braunfarbung im Bild
erkannte. Hierbei wurde nicht die Intensitat, sondern der prozentuale Anteil der
Braunfarbung an der gesamten Bildflache erkannt. Unter der Anwendung eines
festgelegten Schwellenwertes (Threshold), der zuvor an mehreren Bildern getestet und
angepasst wurde, konnte ein Malk geschaffen werden, an dem sich die Software zur
Bestimmung der braun gefarbten Bildflache orientierte. Braun gefarbte Bildflachen, die erst
oberhalb des Thresholds erkannt wurden, gingen nicht in die Auswertung mit ein. Ebenso
gingen falsch positive Braunfarbungen, die auch unter Verwendung des Thresholds erfasst
wurden, nicht in die Auswertung mit ein. Unter Analyze Particles wurde die braun gefarbte
Bildflache sowohl in Pixeln als auch in Prozent angegeben. Die Bildflache in Pixeln war
jedoch nicht mit der Originalgré3e des Gewebes vergleichbar. Demzufolge wurde der UCP-
1-Flachenanteil eines Bildes nicht in Pixeln, sondern in Prozent von der Gesamtbildflache
angegeben. Anschliel3end wurde der Mittelwert des UCP-1-Flachenanteils aller Aufnahmen
pro Gewebeprobe mithilfe der Software Excel bestimmt. Die Aufnahmen und Auswertungen
erfolgten fir 21°C- und 30°C-Tiere bis zur graphischen Darstellung der Daten verblindet.
Der UCP-1-Flachenanteil wurde jeweils flir 21°C-Kontroll- und BAT-Ablationstiere sowie fiir
30°C-Kontroll- und BAT-Ablationstiere in GraphPad PRISM 9.1.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, California, USA) eingetragen und graphisch dargestellt. Zusatzlich wurden

die Daten zwischen 21°C- und 30°C-Tieren verglichen und graphisch gegentibergestellit.

2.6.6 RNA-Isolation

Subkutanes WAT fir die Genexpressionsanalyse wurde nach der Organentnahme bei
-80°C gelagert.

Folgendes Protokoll wurde eingehalten:
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Die Isolation der RNA aus subkutanem WAT basierte auf der Guanidiniumthiocyanat-
Phenol-Chloroform-Methode'®® unter der Verwendung des gebrauchsfertigen TRIzol™
Reagenzes. Die Isolation der RNA erfolgte in den funf Arbeitsschritten Homogenisierung,
Phasentrennung, RNA-Prazipitation, RNA-Waschen und RNA-L3sen.

Tiefgefrorenes subkutanes WAT wurde mit 1 ml TRIzol in ein Reaktionsgefal gegeben und
fir 1,5 Minuten dissoziiert. Das Homogenat wurde fir 2 Minuten bei 1800 xg und 4°C
zentrifugiert und anschlieRend in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt.

Das Homogenat wurde mit 200 pl Chloroform vermischt durch ein wiederholtes, kraftiges
Invertieren des Reaktionsgefafles. Nach der Zugabe von Chloroform wurde das
Homogenat fir 2 Minuten in der Zentrifuge stehen gelassen. Um eine Phasenauftrennung
des Homogenats zu erzielen, schloss sich eine 10-minutige Zentrifugation bei 12000 xg
und 4°C an. Dabei bildeten sich die folgenden drei Phasen aus: eine obere, farblose,
wassrige und mit RNA angereicherte Phase, eine untere, rote, organische Phenol-
Chloroform-Phase und eine dazwischen liegende, triibe Interphase. In der Interphase und
in der Phenol-Chloroform-Phase befinden sich die DNA und Proteine des subkutanen WAT.
Zur RNA-Prazipitation wurde die RNA-haltige, wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefaly
pipettiert und mit 500 pl Isopropanol vermischt. Es folgte eine Inkubation fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur. AnschlieRend wurde die gefallte RNA fir 30 Minuten bei 12000 xg und
4°C in der Zentrifuge pelletiert.

Im néchsten Schritt wurde der Uberstand abpipettiert, das weie RNA-Pellet in 1 ml Ethanol
75 % gewaschen und fur 5 Minuten bei 7500 xg und 4°C in der Zentrifuge sedimentiert.
Erneut wurde der Uberstand abpipettiert. Das RNA-Pellet wurde fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur getrocknet.

Das RNA-Pellet wurde in 30 pl RNase-freiem Wasser fiir 5 Minuten bei 65°C unter Schitteln
geldst und anschlieflend bei -80°C gelagert.

Nachdem die Isolation der RNA fiir alle Gewebeproben erfolgt war, wurde die Messung der
RNA-Quantitat und -Qualitat mithilfe des NanoDrop 1000 Spektrophotometers
vorgenommen. Hierbei sollte die RNA mit einer Konzentration im Bereich von 80-500 ng/ul
vorliegen. Konzentrationen weit unter- oder oberhalb dieses Bereichs wurden korrigiert,
indem die RNA-Probe bei 65°C verdampft oder mit RNase-freiem Wasser verdiinnt wurde.
Die RNA-Qualitat wurde durch eine Messung der Absorption bei 260 nm und 280 nm
sichergestellt. Bei einem Absorptionsquotienten A260/280 im Bereich von 1,8-2,0 konnte

von einer nicht durch DNA und Proteine verunreinigten RNA-Probe ausgegangen werden.
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2.6.7 cDNA-Synthese

Fir die cDNA-Synthese sollte das RNA-Volumen einer Gewebeprobe 12 ul betragen und 1
Mg RNA enthalten. Die RNA wurde hierbei mit RNase-freiem Wasser aufgefillt, bis ein
Ansatz von 12 ul vorlag. Die cDNA-Synthese erfolgte unter der Verwendung des QuantiTect
Reverse Transcription Kits (Qiagen, Hilden). Die Vorgehensweise richtete sich nach dem

Protokoll des Herstellers.

2.6.8 Real-Time Quantitative PCR (RT-qPCR)

Die RT-gPCR wurde am StepOnePlus™ Real-Time PCR System von Frau Peggy Marra-
Mann durchgefuhrt. Fir die RT-gPCR wurde der Platinum® SYBR® Green gPCR
SuperMix-UDG verwendet. Die verwendeten Primerpaar-Sequenzen des entsprechenden
Zielgens sowie des Housekeeping-Gens sind in Tabelle 9 aufgelistet.

Jeder RT-gPCR-Ansatz enthielt 10 pl, bestehend aus 5 pl des SuperMix, 2,5 ul des
entsprechenden Primers und 2,5 pl cDNA der entsprechenden Probe. Die cDNA-
Konzentration der Proben im Ansatz betrug 8,33 ng/pl.

Die RT-gPCR wurde fir jedes Zielgen sowie fiur das Housekeeping-Gen einer Probe

doppelt durchgefihrt.

Tabelle 9: Verwendete Primersequenzen fiir die RT-qPCR

Gen Vorwarts-Primer 5°-3° Rickwarts-Primer 5°-3°

Ribosomal Protein TCCGGAAGCGGATGAATAC CCTGGCCTCTCTTGGTCTT
L13a (RPL13a)

Fatty Acid Synthase | GACTCGGCTACTGACACGAC | CGAGTTGAGCTGGGTTAGGG
3 (Fasn3)

Acetyl-CoA CCTCACCCAACCCAGAAAGG | AACCTGGCTCTGCCAACTAC
Carboxylase-alpha
1 (Acaca1)

Hormone-Sensitive | GGGCTTCCAGTTCACACCTG | GAATCGGCCACCGGTAAAGA
Lipase 3 (Lipe3)

Patatin Like CTCCAAGGGGTGCGCTATG GAGGCGGTAGAGATTGCGAA
Phospholipase
Domain Containing
2 (PnPla2)
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2.6.9 Relative Quantifizierung der mRNA-Expression

Die Auswertung der RT-gPCR erfolgte unter Verwendung der StepOnePlus ™ Software
Version 2.3 (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, USA). Mithilfe der 2722¢® -
Methode'* war eine relative Quantifizierung der mMRNA-Expression der zu untersuchenden
Gene moglich. Als Mal® wurden die von der StepOnePlus™Software angezeigten C(t)-
Werte herangezogen. Nicht alle Gewebeproben konnten im gleichen RT-gPCR-Lauf
analysiert werden, sodass eine Korrektur der Daten in StepOnePlus vor weiterer
Anwendung vorgenommen wurde. AnschlieBend wurde zur Normalisierung der mRNA-
Expressionsergebnisse die mMRNA-Expression der Zielgene auf die mRNA-Expression des
Housekeeping-Gens (RPL13a) bezogen. Es folgte die Kalibrierung der relativen mRNA-
Expression eines Zielgens unter Verwendung einer ausgewahlten Kontrollprobe. Die
Kontrollprobe reprasentierte die zum Housekeeping-Gen normalisierte mMRNA-Expression
eines Zielgens der Kontrollgruppe. Das 2722¢" _Ergebnis von Proben der Kontrollgruppe
wurde gemittelt. Zuletzt wurde das 2722 -Ergebnis einer Probe auf das gemittelte 27240
-Ergebnis von Proben der Kontrollgruppe bezogen, sodass letztendlich die x-fache, zum
Housekeeping-Gen normalisierte  mRNA-Expression eines Zielgens der BAT-
Ablationgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe vorlag. Die Daten wurden jeweils fur 21°C-
Kontroll- und BAT-Ablationstiere sowie fiur 30°C-Kontroll- und BAT-Ablationstiere in
GraphPad PRISM 9.1.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA)
eingetragen und graphisch dargestellt. Hierbei lag die relative mRNA-Expression eines
Zielgens der Kontrollgruppe immer bei 1. Die entsprechende mRNA-Expression in der BAT-

Ablationsgruppe entsprach dem x-fachen der Kontrollgruppe.

2.7 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden mit der Software GraphPad PRISM 9.1.0 (GraphPad Software Inc., San

Diego, California, USA) ausgewertet. Ausreil3er wurden mittels Grubbs test ermittelt.

Daten der mRNA-Expression beruhten auf einer exponentiellen Funktion. Um von einer
Normalverteilung ausgehen zu kdnnen wurden diese vor Anwendung des parametrischen,

ungepaarten, doppelseitigen Student’s T-test logarithmiert.

Alle anderen Datengruppen wurden bei vorliegender Normalverteilung und gleicher Varianz
mit einem parametrischen, ungepaarten, doppelseitigen Student’s T-test auf Signifikanz
getestet. Bei vorliegender Normalverteilung, aber unterschiedlicher Varianz sowie bei nicht
vorliegender Normalverteilung wurden die Datengruppen mit dem nicht-parametrischen

Mann-Whitney test auf Signifikanz getestet.
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Alle Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung (Mittelwert + SD) dargestellt. Bei

einem p-Wert < 0,05 wurde eine statistische Signifikanz angenommen.
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3 Ergebnisse

Im Folgenden wurden Tiere bei standardisierter Haltungstemperatur als 21°C-Tiere und
Tiere bei Thermoneutralitdt als 30°C-Tiere bezeichnet. Alle Untersuchungen erfolgten
separat fur 21°C- und 30°C-Tiere. Wenn mdglich, wurden die Daten zwischen 21°C- und
30°C-Tieren miteinander verglichen. Da Studien einen starkeren Einfluss des BAT und der
Umgebungstemperatur auf die Lipidspeicherung sowie die UCP-1-Expression im
subkutanen WAT im Vergleich zum viszeralen WAT belegen®® 8¢ ' konzentriert sich die

vorliegende Arbeit auf das subkutane WAT.

3.1 Einfluss einer chirurgischen Ablation des braunen Fettgewebes
auf das Korpergewicht und das Gewicht des subkutanen weiRen
Fettgewebes im Modell eines akuten Myokardinfarkts bei

standardisierter und thermoneutraler Haltungstemperatur

Drei Wochen nach I/R konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und
BAT-Ablationsgruppe in Bezug auf das Kérpergewicht (p = 0,46), das absolute subkutane
Fettgewicht (p = 0,09) und das subkutane Fettgewicht bezogen auf das Kérpergewicht (p =
0,10) von 21°C-Tieren festgestellt werden (Abbildung 7A, B und C). Bei standardisierter
Haltungstemperatur hatte die chirurgische BAT-Ablation keinen Einfluss auf das

Korpergewicht und das Gewicht des subkutanen WAT drei Wochen nach I/R.
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Abb. 7: Kein Effekt der chirurgischen Ablation des braunen Fettgewebes auf das
Korpergewicht und das Gewicht des subkutanen weiBen Fettgewebes von 21°C-Tieren

Méannliche, 6-9 Wochen alte C57BL/6J Mause wurden fir den gesamten Versuchszeitraum bei 21°C
mit freiem Zugang zu Standardfutter und Trinkwasser gehalten. Drei Wochen nachdem die Tiere
einer chirurgischen BAT-Ablation (BAT-Ablation) oder Schein-Operation des BAT (Kontrolle) und
einer I/R unterzogen wurden, wurde das subkutane WAT der Tiere entnommen. A Korpergewicht
drei Wochen nach I/R. B Absolutes subkutanes Fettgewicht und C subkutanes Fettgewicht bezogen
auf das Korpergewicht drei Wochen nach I/R. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD aufgefiihrt.
Daten aus A, B und C beruhen auf n = 4,4. A, B und C unpaired student’s t-test.

g Gramm; mg Milligramm; °C Grad Celsius.

Drei Wochen nach I/R konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und BAT-
Ablationsgruppe von 30°C-Tieren in Bezug auf das Korpergewicht festgestellt werden (p =
0,01) (Abbildung 8A). Das Kdrpergewicht der BAT-Ablationstiere war hierbei signifikant
erhéht. Somit hatte die chirurgische BAT-Ablation bei thermoneutraler Haltungstemperatur
einen Einfluss auf das Koérpergewicht drei Wochen nach I/R. Ebenso lie sich ein
signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und BAT-Ablationsgruppe von 30°C-Tieren
hinsichtlich des absoluten subkutanen Fettgewichts (p < 0,0001) und des subkutanen
Fettgewichts bezogen auf das Kérpergewicht (p < 0,0001) drei Wochen nach I/R erkennen
(Abbildung 8B und C). Das subkutane Fettgewicht der BAT-Ablationstiere war hierbei
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signifikant erhoht. Somit hatte die chirurgische BAT-Ablation bei thermoneutraler

Haltungstemperatur einen Einfluss auf das subkutane Fettgewicht drei Wochen nach I/R.
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Abb. 8: Signifikante Zunahme des Korpergewichts und des subkutanen Fettgewichts von
30°C-Tieren nach chirurgischer Ablation des braunen Fettgewebes

Mannliche, 6-9 Wochen alte C57BL/6J Mause wurden fir den gesamten Versuchszeitraum in einem
30°C-temperierten Klimaschrank mit freiem Zugang zu Standardfutter und Trinkwasser gehalten.
Drei Wochen nachdem die Tiere einer chirurgischen BAT-Ablation (BAT-Ablation) oder Schein-
Operation des BAT (Kontrolle) und einer I/R unterzogen wurden, wurde das subkutane WAT der
Tiere entnommen. A Korpergewicht drei Wochen nach I/R. B Absolutes subkutanes Fettgewicht in
Tieren mit BAT-Ablation bzw. in entsprechenden Kontrolltieren sowie C subkutanes Fettgewicht
bezogen auf das Kdrpergewicht drei Wochen nach I/R. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD
aufgefiihrt. Daten aus A beruhen auf n = 8,10; B und C n = 9,9. A, B und C unpaired student’s t-
test.

g Gramm; mg Milligramm; °C Grad Celsius.

Drei Wochen nach I/R konnte ein signifikanter Unterschied zwischen 21°C- und 30°C-
Kontrolltieren (p < 0,0001) sowie 21°C- und 30°C-BAT-Ablationstieren (p < 0,0001)
hinsichtlich des subkutanen Fettgewichts bezogen auf das Korpergewicht festgestellt
werden (Abbildung 9A und B). Hierbei zeigte sich das subkutane Fettgewicht der 30°C-

Kontroll- und -BAT-Ablationstiere signifikant erhoht. Somit lag auch ein
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temperaturabhangiger Effekt auf das subkutane Fettgewicht bezogen auf das

Korpergewicht von Kontroll- und BAT-Ablationstieren drei Wochen nach I/R vor.
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Abb. 9: Signifikanter Temperatureffekt auf das subkutane Fettgewicht/Kérpergewicht von
Kontrolltieren und Tieren mit chirurgischer Ablation des braunen Fettgewebes
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Mannliche, 6-9 Wochen alte C57BL/6J Mause wurden fir den gesamten Versuchszeitraum bei 21°C
oder in einem 30°C-temperierten Klimaschrank mit freiem Zugang zu Standardfutter und Trinkwasser
gehalten. Drei Wochen nachdem die Tiere einer chirurgischen BAT-Ablation (BAT-Ablation) oder
Schein-Operation des BAT (Kontrolle) und einer I/R unterzogen wurden, wurde das subkutane WAT
der Tiere entnommen. A Subkutanes Fettgewicht bezogen auf das Koérpergewicht von 21°C- und
30°C-Kontrolltieren drei Wochen nach I/R. B Subkutanes Fettgewicht bezogen auf das
Korpergewicht von 21°C- und 30°C-Tieren mit chirurgischer Ablation des braunen Fettgewebes drei
Wochen nach I/R. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD aufgefiihrt. Daten aus A und B beruhen
aufn =4,9. A und B unpaired student’s t-test.

g Gramm; mg Milligramm; °C Grad Celsius.
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3.2 Einfluss einer chirurgischen Ablation des braunen Fettgewebes
auf das subkutane weille Fettgewebe im Modell eines akuten
Myokardinfarkts bei standardisierter und thermoneutraler

Haltungstemperatur

Wie zuvor gezeigt ging eine chirurgische BAT-Ablation mit einer signifikanten Zunahme des
subkutanen Fettgewichts bei thermoneutraler Haltungstemperatur einher. Zudem zeigte
sich das subkutane Fettgewicht von Tieren bei Thermoneutralitat signifikant erhdht im
Vergleich zu Tieren bei standardisierter Haltungstemperatur. Nun sollte der Einfluss einer
chirurgischen BAT-Ablation auf folgende Kriterien im subkutanen WAT vergleichend
zwischen standardisierter und thermoneutraler Haltungstemperatur der Tiere naher
untersucht werden:

e Adipozytenmorphologie

e UCP-1-Expression

¢ mRNA-Expression von Genen, die fur Enzyme der Lipogenese und Lipolyse

codieren.

3.2.1 Adipozytenmorphologie des subkutanen weiBen Fettgewebes
von 21°C- und 30°C-Tieren

Far 21°C- sowie 30°C-Kontroll- und -BAT-Ablationstiere wurden jeweils die
durchschnittliche Adipozytenflaiche sowie die absolute und prozentuale Adipozyten-
GroRenverteilung ermittelt. Zudem wurden in lichtmikroskopischen Aufnahmen des
subkutanen WAT Gruppierungen kleiner Adipozyten entdeckt. Die GroRRe dieser kleinen
Adipozyten lag bei 21°C-Tieren = 5 ym? und < 20 ym?, bei 30°C-Tieren = 5 ym? und < 40
um2. Adipozyten der oben genannten Gruppierungen wurden schlicht als ,kleine
Adipozyten® bezeichnet und als prozentualer Anteil vom subkutanen WAT jeweils fur 21°C-

sowie 30°C-Kontroll- und -BAT-Ablationstiere dargestellt.
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3.2.1.1 Durchschnittliche Adipozytenflache des subkutanen weiRen

Fettgewebes von 21°C- und 30°C-Tieren

Drei Wochen nach I/R konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und
BAT-Ablationsgruppe in Bezug auf die durchschnittliche Adipozytenflache von 21°C-Tieren
(p = 0,45) und 30°C-Tieren (p = 0,67) festgestellt werden (Abbildung 10A und B). Unter der
jeweiligen Haltungstemperatur hatte die chirurgische BAT-Ablation keinen Einfluss auf die

durchschnittliche Adipozytenflache drei Wochen nach I/R.
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Abb. 10: Kein Effekt der chirurgischen Ablation des braunen Fettgewebes auf die
durchschnittliche Adipozytenflache des subkutanen weiBen Fettgewebes von 21°C- und
30°C-Tieren

Mannliche, 6-9 Wochen alte C57BL/6J Mause wurden fiir den gesamten Versuchszeitraum A bei
21°C oder B in einem 30°C-temperierten Klimaschrank gehalten. Drei Wochen nachdem die Tiere
einer chirurgischen BAT-Ablation (BAT-Ablation) oder Schein-Operation des BAT (Kontrolle) und
einer I/R unterzogen wurden, wurde das subkutane WAT der Tiere entnommen. Gezeigt ist die
durchschnittliche Adipozytenflache des subkutanen WAT von A 21°C-Tieren und B 30°C-Tieren drei
Wochen nach I/R. Der einzelne Adipozyt hat eine Flache von A > 20 ym? und B > 40 pm?2 Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD aufgefiihrt. Daten aus A beruhen aufn=11,11;Bn=89. A
unpaired student’s t-test, B Mann-Whitney-test.

pm? Quadratmikrometer; °C Grad Celsius.

Drei Wochen nach I/R konnte ein signifikanter Unterschied zwischen 21°C- und 30°C-
Kontrolltieren in Bezug auf die durchschnittliche Adipozytenflache festgestellt werden (p =
0,04) (Abbildung 11A). Hierbei war die durchschnittliche Adipozytenfliche der 30°C-
Kontrolltiere signifikant gréRer. Bei Kontrolltieren lag somit ein temperaturabhangiger Effekt
auf die durchschnittliche Adipozytenflache drei Wochen nach I/R vor.

Drei Wochen nach I/R war kein signifikanter Unterschied zwischen 21°C- und 30°C-BAT-
Ablationstieren in Bezug auf die durchschnittliche Adipozytenflache erkennbar (p = 0,33)
(Abbildung 11B). Bei BAT-Ablationstieren lag somit kein temperaturabhangiger Effekt auf

die durchschnittliche Adipozytenflache drei Wochen nach I/R vor.
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Abb. 11: Signifikant groBere durchschnittliche Adipozytenfliche des subkutanen weiBen
Fettgewebes von 30°C-Kontrolltieren

Méannliche, 6-9 Wochen alte C57BL/6J Mause wurden fir den gesamten Versuchszeitraum bei 21°C
oder in einem 30°C-temperierten Klimaschrank gehalten. Drei Wochen nachdem die Tiere einer
chirurgischen BAT-Ablation (BAT-Ablation) oder Schein-Operation des BAT (Kontrolle) und einer I/R
unterzogen wurden, wurde das subkutane WAT der Tiere entnommen. Gezeigt ist ein Vergleich der
durchschnittlichen Adipozytenfliche des subkutanen WAT zwischen A 21°C- und 30°C-
Kontrolltieren sowie zwischen B 21°C- und 30°C-BAT-Ablationtieren. Bei 21°C-Tieren hat der
einzelne Adipozyt eine Flache ab > 20 pym?, bei 30°C-Tieren ab > 40 uym2. Die Ergebnisse sind als
Mittelwerte £ SD aufgefiihrt. Daten aus A beruhen auf n = 11,8; B n = 11,9. A und B unpaired
student’s t-test.

pm? Quadratmikrometer; °C Grad Celsius.
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3.2.1.2 Absolute und prozentuale Adipozyten-GroRenverteilung des

subkutanen weiBen Fettgewebes von 21°C- und 30°C-Tieren

Im nachsten Schritt wurden die absolute und prozentuale Haufigkeit der Adipozyten fur
GroRenkategorien im Abstand von 250 um? ermittelt. Die Kategorie < 250 wurde zwischen
21°C- und 30°C-Tieren unterschiedlich definiert. Adipozyten von 21°C-Tieren wurden mit
einer GrofRe von > 20 ym? bis < 250 ym? der Kategorie < 250 zugeordnet. Adipozyten der
30°C-Tieren wurden mit einer Grofde von > 40 ym? bis < 250 uym? der Kategorie < 250
zugeordnet. Beim Vergleich der Adipozyten der Kategorie < 250 zwischen beiden

Haltungstemperaturen, wurden Adipozyten erst ab einer Gré3e von > 50 um? einbezogen.

Drei Wochen nach I/R konnte kein signifikanter Unterschied in der absoluten sowie
prozentualen Adipozyten-GroRRenverteilung zwischen Kontroll- und BAT-Ablationstieren
beider Haltungstemperaturen beobachtet werden (Abbildung 12). Die entsprechenden p-
Werte kénnen der Abbildung 12 entnommen werden. Zudem verhalt sich das Muster der
Adipozyten-GroRenverteilung zwischen Kontroll- und BAT-Ablationstieren einer
Haltungstemperatur sehr ahnlich. Unter der jeweiligen Haltungstemperatur hatte die
chirurgische BAT-Ablation somit keinen Effekt auf die absolute und prozentuale Adipozyten-

Grolenverteilung drei Wochen nach I/R.
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Abb. 12: Kein Effekt der chirurgischen Ablation des braunen Fettgewebes auf die absolute
und prozentuale Adipozyten-GroRenverteilung des subkutanen weiRen Fettgewebes von
21°C- und 30°C-Tieren

Méannliche, 6-9 Wochen alte C57BL/6J Mause wurden fir den gesamten Versuchszeitraum A und B
bei 21°C oder C und D in einem 30°C-temperierten Klimaschrank gehalten. Drei Wochen nachdem
die Tiere einer chirurgischen BAT-Ablation (BAT-Ablation) oder Schein-Operation des BAT
(Kontrolle) und einer I/R unterzogen wurden, wurde das subkutane WAT der Tiere entnommen.
Gezeigt ist die A und C absolute und B und D prozentuale Haufigkeit von Adipozyten des subkutanen
WAT von A und B 21°C-Tieren und C und D 30°C-Tieren drei Wochen nach I/R pro GréRenkategorie.
Der einzelne Adipozyt hat eine Flache von A und B > 20 um? und C und D > 40 um?. Die Ergebnisse
sind als Mittelwerte + SD aufgefiihrt. A Daten aus Kategorie < 250 bis einschlieBlich < 1250 beruhen
aufn=11,11; <1500 n = 11,10; > 1500 n = 11,9; B Daten aus Kategorie < 250 bis einschlieflich <
1000 beruhen auf n = 11,11; < 1250, < 1500 n = 11,10; > 1500 n = 11,8; C Daten aus Kategorie <
250, <500, <1000 bis einschliellich > 1500 beruhen auf n = 8,9; < 750 n = 8,8; D Alle Daten beruhen
auf n = 8,9. A und B Kategorie < 250 bis einschlieRlich < 1500 unpaired student’s t-test; Kategorie
> 1500 Mann-Whitney-test, C Kategorie < 250, < 500, < 1000, < 1250, < 1500 unpaired student’s t-
test; Kategorie < 750, > 1500 Mann-Whitney-test; D Kategorie < 250 bis einschlieRlich 1250 unpaired
student’s t-test; Kategorie < 1500, > 1500 Mann-Whitney-test.

% Prozent; um? Quadratmikrometer; °C Grad Celsius.
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AnschlieRend wurde die Adipozyten-Groflienverteilung zwischen 21°C- und 30°C-Tieren
verglichen.

Im Vergleich zu 21°C-Kontrolltieren war die absolute Haufigkeit von Adipozyten der
Kategorie < 250 bei 30°C-Kontrolltieren drei Wochen nach I/R tendenziell erniedrigt (p =
0,07) (Abbildung 13A). Zudem konnte ein signifikanter Unterschied zwischen 21°C- und
30°C-Kontrolltieren in der absoluten Haufigkeit von Adipozyten der Kategorie < 500
festgestellt werden (p = 0,02) (Abbildung 13A). Hierbei war die Anzahl der Adipozyten von
30°C-Kontrolltieren signifikant erniedrigt. Dieser Temperatureffekt verschwand bei
entsprechender prozentualer Darstellung der Daten (Abbildung 13B). In der weiteren
absoluten und prozentualen Adipozyten-GroRenverteilung lag kein signifikanter
Unterschied zwischen 21°C- und 30°C-Kontrolltieren und somit auch kein
temperaturabhangiger Effekt vor (Abbildung 13A und B). Alle entsprechenden p-Werte
kénnen den Abbildungen 13A und B entnommen werden.

Drei Wochen nach I/R konnte kein signifikanter Unterschied zwischen 21°C- und 30°C-
BAT-Ablationstieren in der absoluten und prozentualen Adipozyten-Grofienverteilung
festgestellt werden (Abbildung 13C und D). Die entsprechenden p-Werte konnen den
Abbildungen 13C und D entnommen werden. Dennoch fallt hinsichtlich der prozentualen
Adipozyten-Grofienverteilung auf, dass 30°C-BAT-Ablationstiere tendenziell mehr
Adipozyten in der Kategorie < 1250 und > 1500 haben als 21°C-BAT-Ablationstiere
(Abbildung 13D).
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Abb. 13: Signifikant erniedrigte absolute Anzahl von Adipozyten in der Kategorie > 250 pm?
bis < 500 ym? des subkutanen weiBen Fettgewebes bei 30°C-Kontrolltieren

Méannliche, 6-9 Wochen alte C57BL/6J Mause wurden fir den gesamten Versuchszeitraum bei 21°C
oder in einem 30°C-temperierten Klimaschrank gehalten. Drei Wochen nachdem die Tiere einer
chirurgischen BAT-Ablation (BAT-Ablation) oder Schein-Operation des BAT (Kontrolle) und einer I/R
unterzogen wurden, wurde das subkutane WAT der Tiere entnommen. Fur die A und B Kontroll- und
C und D BAT-Ablationgruppe wurde jeweils die A und C absolute und B und D die prozentuale
Haufigkeit der Adipozyten des subkutanen WAT von 21°C- vs. 30°C-Tieren drei Wochen nach I/R
pro GroRenkategorie gezeigt. Einbezogen wurden Adipozyten ab einer Flache von > 50 uym2. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD aufgefiihrt. A und B Daten beruhen auf n = 11,8; C Daten aus
Kategorie < 250, < 500, < 1000, < 1250 beruhen auf n = 11,9; <750 n = 11,8; < 1500 n = 10,9; >
1500 n = 9,9; D Daten aus Kategorie < 250 bis einschlieRlich < 1500 beruhen auf n = 11,9; > 1500 n
= 8,9. A Kategorie < 250 bis einschlieRlich < 1500 unpaired student’s t-test; Kategorie > 1500 Mann-
Whitney-test, B Kategorie < 250, < 500, < 1000, < 1250, < 1500 unpaired student’s t-test; Kategorie
< 750, > 1500 Mann-Whitney-test; C Kategorie < 250, < 500, < 1000, < 1250, < 1500 unpaired
student’s t-test; Kategorie < 750, > 1500 Mann-Whitney-test; D Kategorie < 250 bis einschlief3lich <
1500 unpaired student’s t-test; Kategorie > 1500 Mann-Whitney-test.

% Prozent; um? Quadratmikrometer; °C Grad Celsius.
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3.2.1.3 Prozentualer Anteil der kleinen Adipozyten vom subkutanen

weilen Fettgewebe von 21°C- und 30°C-Tieren

Drei Wochen nach I/R konnte kein signifikanter Unterschied zwischen 21°C-Kontroll- und
BAT-Ablationstieren in Bezug auf den prozentualen Anteil der kleinen Adipozyten (p = 0,87)
vom subkutanen WAT festgestellt werden (Abbildung 14A). Bei standardisierter
Haltungstemperatur hatte die chirurgische BAT-Ablation somit keinen Einfluss auf den
prozentualen Anteil der kleinen Adipozyten vom subkutanen WAT drei Wochen nach I/R.
Drei Wochen nach I/R konnte jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen 30°C-Kontroll-
und BAT-Ablationstieren in Bezug auf den prozentualen Anteil der kleinen Adipozyten vom
subkutanen WAT festgestellt werden. Hierbei war der prozentuale Anteil der kleinen
Adipozyten vom subkutanen WAT der BAT-Ablationstiere signifikant erniedrigt (p = 0,002)
(Abbildung 14B). Bei thermoneutraler Haltungstemperatur hatte die chirurgische BAT-
Ablation einen Einfluss auf den prozentualen Anteil der kleinen Adipozyten vom subkutanen
WAT drei Wochen nach I/R.
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Abb. 14: Signifikant verringerter prozentualer Anteil der kleinen Adipozyten vom subkutanen
weiBen Fettgewebe in 30°C-Tieren mit chirurgischer Ablation des braunen Fettgewebes

Méannliche, 6-9 Wochen alte C57BL/6J Mause wurden fiir den gesamten Versuchszeitraum A bei
21°C oder B in einem 30°C-temperierten Klimaschrank gehalten. Drei Wochen nachdem die Tiere
einer chirurgischen BAT-Ablation (BAT-Ablation) oder Schein-Operation des BAT (Kontrolle) und
einer I/R unterzogen wurden, wurde das subkutane WAT der Tiere entnommen. Fir die A 21°C- und
B 30°C-Tiere wurde jeweils der prozentuale Anteil der kleinen Adipozyten A =5 um? und < 20 ym?
und B =5 ym? und < 40 pm? vom subkutanen WAT drei Wochen nach I/R dargestellt. Die Ergebnisse
sind als Mittelwerte + SD aufgefiihrt. Daten aus A beruhen auf n = 10,11; B n = 8,8. A unpaired
student’s t-test; B Mann-Whitney-test.

% Prozent; °C Grad Celsius.
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3.2.2 UCP-1-Expression im subkutanen weien Fettgewebe von 21°C-
und 30°C-Tieren

Mithilfe einer immunhistochemischen Farbung erfolgte eine UCP-1-Detektion im
subkutanen WAT von 21°C- und 30°C-Tieren. Hierbei beschrieb ein UCP-1-positives Signal
den prozentualen Anteil der UCP-1-positiven Flache im subkutanen WAT.

Drei Wochen nach I/R konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und
BAT-Ablationsgruppe in Bezug auf das UCP-1-positive Signal bei 21°C-Tieren (p = 0,09)
und 30°C-Tieren (p = 0,80) festgestellt werden (Abbildung 15A und C). Bei thermoneutraler
Haltungstemperatur hatte die chirurgische BAT-Ablation keinen Einfluss auf die UCP-1-
Expression im subkutanen WAT 3 Wochen nach I/R. Hierbei war das UCP-1-positive Signal
in 30°C-Kontroll- und BAT-Ablationtieren nahezu nicht detektierbar (Abbildung 15C). Bei
standardisierter Haltungstemperatur hingegen war ein tendenziell erhéhtes UCP-1-
positives Signal im subkutanen WAT von BAT-Ablationstieren erkennbar (p = 0,09)
(Abbildung 15A).

Drei Wochen nach I/R konnte ein signifikanter Unterschied zwischen 21°C- und 30°C-
Kontrolltieren (p < 0,0001) sowie zwischen 21°C- und 30°C-BAT-Ablationstieren (p <
0,0001) in Bezug auf ein UCP-1-positives Signal festgestellt werden (Abbildung 15E und
F). Das UCP-1-positive Signal bei 21°C-Kontroll- und BAT-Ablationstieren war signifikant
erhoht. Bei Kontroll- und BAT-Ablationstieren lag somit ein temperaturabhangiger Effekt auf

die UCP-1-Expression im subkutanen WAT drei Wochen nach I/R vor.
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Abb. 15: Signifikanter Temperatureffekt auf die UCP-1-Expression im subkutanen weiBen
Fettgewebe von Kontrolltieren und Tieren mit chirurgischer Ablation des braunen
Fettgewebes

Méannliche, 6-9 Wochen alte C57BL/6J Mause wurden fiir den gesamten Versuchszeitraum A bei
21°C oder C in einem 30°C-temperierten Klimaschrank gehalten. Drei Wochen nachdem die Tiere
einer chirurgischen BAT-Ablation (BAT-Ablation) oder Schein-Operation des BAT (Kontrolle) und
einer I/R unterzogen wurden, wurde das subkutane WAT der Tiere entnommen. Gezeigt ist der
prozentuale UCP-1-Flachenanteil vom subkutanen WAT der A 21°C-Tiere und C 30°C-Tiere drei
Wochen nach I/R mit B und D reprasentativen Aufnahmen der Immunhistochemischen Farbung fiir
UCP-1. E Vergleich des prozentualen UCP-1-Flachenanteils vom subkutanen WAT zwischen 21°C-
und 30°C-Kontrolltieren sowie zwischen F 21°C- und 30°C-BAT-Ablationstieren drei Wochen nach
I/R. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD aufgefihrt. Daten aus A beruhen auf n = 10,11; C n =
8,8; En=10,8; F n=11,8. A unpaired student’s t-test; C, E und F Mann-Whitney-test.
Aufnahmen B und D: Repréasentative Ubersichtsaufnahme des subkutanen WAT in UCP-1-Farbung
von Kontroll- und BAT-Ablationtier. 40-fache VergroRerung. MaRstabbalken: 50 pm.

% Prozent; °C Grad Celsius.
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3.2.3 mRNA-Expression von Markergenen der Lipogenese und
Lipolyse im subkutanen weiBen Fettgewebe von 21°C- und 30°C-

Tieren

Fir die Lipogenese wurde die Fasn3 und Acaca’ mRNA-Expression und fiir die Lipolyse
die Lipe3 und PnPla2 mRNA-Expression im subkutanen WAT mittels qPCR analysiert. Die
mRNA-Expression der BAT-Ablationstiere wurde als Vielfaches der mMRNA-Expression von
Kontrolltieren angegeben. Aus diesem Grund liel3 sich die mRNA-Expression von Enzymen
des Lipidmetabolismus nicht zwischen beiden Haltungstemperaturen vergleichen.

Drei Wochen nach I/R konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und
BAT-Ablationsgruppe in Bezug auf die Fasn3 und Acaca’l mRNA-Expression bei 21°C-
Tieren (p = 0,12 und p = 0,28) und 30°C-Tieren (p = 0,32 und p = 0,95) festgestellt werden
(Abbildung 16). Unter der jeweiligen Haltungstemperatur hatte die chirurgische BAT-
Ablation keinen Einfluss auf die Fasn3 und Acaca’ mRNA-Expression drei Wochen nach
I/R.

54



A 21°C Fasn3 B 21°C Acaca1

Fasn3 mRNA Acacal mRNA
0,12 0,28

o Kontrolle
° ° o BAT-Ablation

Vielfaches der Kontrolle
w
1
Vielfaches der Kontrolle
w
I
o

C 30°C Fasn3 D 30°C Acaca1

Fasn3 mRNA Acacal mRNA
0,32 0,95

o Kontrolle
e BAT-Ablation

Vielfaches der Kontrolle
N w
1 1
(o]
o
.
Vielfaches der Kontrolle
N w
| |
(e}

Abb. 16: Kein Effekt der chirurgischen Ablation des braunen Fettgewebes auf die Fasn3 und
Acacal mRNA-Expression im subkutanen weiRen Fettgewebe von 21°- und 30°C-Tieren

Méannliche, 6-9 Wochen alte C57BL/6J Mause wurden fir den gesamten Versuchszeitraum A und B
bei 21°C und C und D in einem 30°C-temperierten Klimaschrank gehalten. Drei Wochen nachdem
die Tiere einer chirurgischen BAT-Ablation (BAT-Ablation) oder Schein-Operation des BAT
(Kontrolle) und einer I/R unterzogen wurden, wurde das subkutane WAT der Tiere entnommen. Die
A und C Fasn3 und B und D Acaca’ mRNA-Expression im subkutanen WAT der BAT-Ablationstiere
drei Wochen nach I/R wurde als Vielfaches der Kontrolle angegeben. Die Ergebnisse sind als
Mittelwerte £ SD aufgefiihrt. Daten aus A, B, C und D sind logarithmiert. Daten aus A beruhen auf n
=11,10;Bn=11,12;Cn=_8,10; Dn =9,9. A, B, C und D unpaired student’s t-test.

°C Grad Celsius.
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Drei Wochen nach I/R konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und
BAT-Ablationsgruppe in Bezug auf die Lipe3 und PnPla2 mRNA-Expression bei 21°C-
Tieren (p = 0,06 und p = 0,07) und 30°C-Tieren (p = 0,54 und p = 0,57) festgestellt werden
(Abbildung 17). Allerdings war die Lipe3 und PnPla2 mRNA-Expression bei 21°C-BAT-
Ablationstieren tendenziell erniedrigt (p = 0,06 und p = 0,07) (Abbildung 17A und B). Bei
thermoneutraler Haltungstemperatur hatte die chirurgische BAT-Ablation keinen Einfluss
auf die Lipe3 und PnPla2 mRNA-Expression drei Wochen nach I/R.
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Abb. 17: Tendenziell reduzierte Lipe3 und PnPla2 mRNA-Expression im subkutanen weilRen
Fettgewebe von 21°C-Tieren mit chirurgischer Ablation des braunen Fettgewebes

Mannliche, 6-9 Wochen alte C57BL/6J Mause wurden fir den gesamten Versuchszeitraum A und B
bei 21°C und C und D in einem 30°C-temperierten Klimaschrank gehalten. Drei Wochen nachdem
die Tiere einer chirurgischen BAT-Ablation (BAT-Ablation) oder Schein-Operation des BAT
(Kontrolle) und einer I/R unterzogen wurden, wurde das subkutane WAT der Tiere entnommen. Die
A und B Lipe3 und C und D PnPla2 mRNA-Expression im subkutanen WAT von BAT-Ablationstiere
drei Wochen nach I/R wurde als Vielfaches der Kontrolle angegeben. Die Ergebnisse sind als
Mittelwerte + SD aufgefiihrt. Daten aus A, B, C und D sind logarithmiert. Daten aus A beruhen auf
n=10,12; Bn=11,10; Cund Dn=9,10. A, B, C und D unpaired student’s t-test.

°C Grad Celsius.
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4 Diskussion

4.1 Schlussfolgerungen

Ziel dieser Arbeit war es, die Interorgankommunikation zwischen BAT und WAT nach einem
Myokardinfarkt unter Bedingungen zu charakterisieren, die der tatsachlichen Situation im
Menschen nahekommen. Zu diesem Zweck wurde der Einfluss einer chirurgischen BAT-
Ablation auf die Morphologie und Funktion des subkutanen WAT nach Induktion eines
akuten Myokardinfarkts ergdnzend zur standardisierten Haltungstemperatur auch bei
Thermoneutralitat der Tiere untersucht. Die vorliegende Arbeit fokussiert sich lediglich auf
das subkutane WAT, da Studien einen starkeren Einfluss des BAT sowie der
Umgebungstemperatur auf die Lipidspeicherung und die UCP-1-Expression im subkutanen
WAT im Vergleich zum viszeralen WAT belegen® &: 15,

Drei Wochen nach I/R konnte kein Effekt der chirurgischen BAT-Ablation auf das
Koérpergewicht und das Gewicht des subkutanen WAT von Tieren bei standardisierter
Haltungstemperatur nachgewiesen werden. Auch ein Effekt der chirurgischen BAT-Ablation
auf die Adipozytenmorphologie im subkutanen WAT vergleichend zu scheinoperierten
Kontrolltieren blieb in der zugrundeliegenden Arbeit aus. Dagegen zeigte sich das UCP-1-
Protein im subkutanen WAT, am ehesten einer kompensatorischen Reaktion bei Kalte
entsprechend, von BAT-Ablationstieren tendenziell erhdht. Insgesamt war eine signifikant
gesteigerte UCP-1-Expression im subkutanen WAT von Tieren bei standardisierter
Haltungstemperatur im Vergleich zu Tieren bei thermoneutraler Haltungstemperatur
erkennbar. Des Weiteren fihrte die chirurgische BAT-Ablation zu einer tendenziell
reduzierten Genexpression lipolytischer Enzyme im subkutanen WAT von Tieren bei
standardisierter Haltungstemperatur.

Im Gegensatz zur standardisierten Haltungstemperatur konnte eine signifikante Zunahme
des Koérpergewichts und des Gewichts des subkutanen WAT von BAT-Ablationstieren bei
Thermoneutralitdt drei Wochen nach I/R nachgewiesen werden. Auch wirkte sich die
chirurgische BAT-Ablation bei thermoneutraler Haltungstemperatur auf die
Adipozytenmorphologie im subkutanen WAT aus. Einer Lipidakkumulation bei Zunahme
des subkutanen WAT entsprechend, zeigte sich der Anteil kleiner Adipozyten, welche sich
stellenweise im subkutanen WAT gruppierten, nach chirurgischer BAT-Ablation signifikant
erniedrigt. Aulterdem wurde eine signifikant gréftere durchschnittliche Adipozytenflache im
subkutanen WAT von Tieren mit Erhalt des BAT bei thermoneutraler Haltungstemperatur
im Vergleich zu Tieren bei standardisierter Haltungstemperatur festgestellt. Das UCP-1-
Protein im subkutanen WAT blieb von der chirurgischen BAT-Ablation bei Thermoneutralitat
unbeeinflusst und war nahezu nicht detektierbar. Ebenso zeigte die chirurgische BAT-
Ablation keinen Effekt auf die Expression von Genen des Lipidstoffwechsels im subkutanen

WAT von Tieren bei thermoneutraler Haltungstemperatur.
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Zusammenfassend lieR sich in dieser Arbeit ein antilipolytischer Effekt der chirurgischen
BAT-Ablation auf das subkutane WAT herausarbeiten. Sowohl die histomorphologischen
als auch die molekulargenetischen Untersuchungsergebnisse waren mit einer reduzierten
lipolytischen Aktivitat im subkutanen WAT nach chirurgischer BAT-Ablation vereinbar. Der
bei standardisierter Haltungstemperatur lediglich molekulargenetischen und der bei
thermoneutraler Haltungstemperatur histomorphologischen Darstellung des
antilipolytischen Effekts einer chirurgischen BAT-Ablation im subkutanen WAT lag am
ehesten ein unterschiedlicher Zeitverlauf der Effektdarstellung zugrunde, welcher
wiederrum durch den unterschiedlichen Temperatureinfluss auf das subkutane WAT
resultiert. Im Vergleich zwischen beiden Haltungstemperaturen konnten zudem die bereits
allgemein bekannte Akkumulation von Lipiden bei Thermoneutralitat und die stimulierende
Wirkung von Kalte auf die UCP-1-Expression bei standardisierter Haltungstemperatur im
subkutanen WAT nachgewiesen werden. Die zugrundeliegenden Daten verdeutlichen,
dass die Haltungstemperatur der Versuchstiere durchaus einen Einfluss auf die Forschung
nimmt und Forschung insbesondere fir eine besser vergleichbare Situation zum Menschen

an thermoneutral gehaltenen Versuchstieren erfolgen sollte.

4.2 Einfluss einer chirurgischen Ablation des braunen Fettgewebes
auf das Korpergewicht und das Gewicht des subkutanen weiRen
Fettgewebes im Modell eines akuten Myokardinfarkts unter

standardisierter und thermoneutraler Haltungstemperatur

In dieser Arbeit konnte kein Einfluss der chirurgischen BAT-Ablation auf das Kérpergewicht
und das Gewicht des subkutanen WAT bei standardisierter Haltungstemperatur drei
Wochen nach Myokardinfarkt festgestellt werden. Da das BAT infolge einer Aktivierung den
Energieverbrauch durch die Metabolisierung grofer Mengen an freien Fettsauren und
Glukose erhoéht und somit einer Speicherung dieser Energie im WAT sowie einer Zunahme
des Korpergewichts entgegenwirkt®" 8% ware die chirurgische Ablation des BAT bei
standardisierter Haltungstemperatur mit einem Wegfall seines Energieverbrauchs und
folglich mit einer Zunahme des subkutanen WAT und Kérpergewichts zu erwarten
gewesen. Jedoch sei auf die kleine StichprobengréfRe in Bezug auf die oben genannte
Untersuchung hingewiesen, die nur eine unzureichende Aussagekraft der Ergebnisse
zuldsst. So haben Vorarbeiten mit einem groReren Stichprobenumfang aus der
Forschungsgruppe von Frau Professor Grandoch gezeigt, dass die chirurgische BAT-
Ablation bei standardisierter Haltungstemperatur drei Wochen nach Myokardinfarkt zu
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einem deutlichen Trend hinsichtlich einer Zunahme des Kérpergewichts fuhrte''>. Mit einer

gréRReren Stichprobe ware demnach auch ein erhdhtes Kérpergewicht sowie ein erhéhtes
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Gewicht des subkutanen WAT von BAT-Ablationstieren bei standardisierter
Haltungstemperatur in der zugrundeliegenden Arbeit wahrscheinlich. Im Gegensatz zur
standardisierten Haltungstemperatur fuhrte die chirurgische BAT-Ablation bei
thermoneutraler Haltungstemperatur drei Wochen nach Myokardinfarkt zu einem signifikant
erhohten Koérpergewicht. Ebenso zeigte sich das Gewicht des subkutanen WAT signifikant
erhoht. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die chirurgische BAT-Ablation infolge einer
Zunahme des subkutanen WAT Einfluss auf das Koérpergewicht nahm. Ein derartig
relevanter Einfluss des BAT auf das subkutane WAT bei bekanntlich minimaler BAT-
Aktivitdt in thermoneutral gehaltenen Versuchstieren wurde bis dato noch nicht
nachgewiesen. Jedoch wird angenommen, dass der Einfluss des BAT auf das Korper- und
Fettgewicht von der Umgebungstemperatur des Organismus abhangig ist. Im Vergleich zu
einer Haltung der Versuchstiere bei standardisierter Haltungstemperatur, durch die das
BAT permanent aktiviert wird, geht die basale, auf ein Minimum reduzierte zitterfreie
Thermogenese im BAT bei thermoneutraler Haltungstemperatur mit einer Koérper- und
Fettgewichtszunahme einher'®®. Die verringerte BAT-Aktivitit bei Thermoneutralitét
spiegelt sich durch seine reduzierte sympathische Stimulation wider, dem Hauptstimulus
der zitterfreien Thermogenese und des Energieverbrauchs durch das BAT™®. Eine
Zunahme des Korpergewichts von thermoneutral gehaltenen Versuchstieren resultiert
daher aus einem stark reduzierten Kalorienverbrauch durch das BAT, welcher eine positive
Energiebilanz mit einer Speicherung der Uberschiussigen Energie im WAT zur Folge hat.
Da das BAT bei Thermoneutralitat nur minimal Energie verbrennt, ware vorstellbar
gewesen, dass eine chirurgische Ablation dieses Organs bei thermoneutraler
Haltungstemperatur keine signifikante Veranderung im Energieverbrauch und somit im
Korper- und Fettgewicht bewirkt. Die zugrundeliegenden Ergebnisse demonstrierten das
Gegenteil. Dies lasst vermuten, dass BAT zusatzlich zu seinem basalen Energieverbrauch
Uber andere Mechanismen oder auch unabhangig von seinem Energieverbrauch Einfluss
auf das Korper- und Fettgewicht nehmen kann. Nicht nur Gber die BAT-Aktivitat, auch per
se beeinflusst die Umgebungstemperatur das WAT. Die Lipidspeicherung im WAT wird
Uber die sympathische Innervation desgleichen reguliert?®. Das Ausmal’ der sympathischen
Innervation des WAT hangt wiederrum von der Umgebungstemperatur ab. So geht eine
thermoneutrale Haltung der Versuchstiere mit einer Unterdrickung der sympathischen
Aktivitat im WAT und folglich mit einer Gréf3enzunahme (Hypertrophie) weilRer Adipozyten
bzw. mit einer Zunahme des WAT einher'® ' |n Ubereinstimmung mit der Literatur zeigte
sich das subkutane Fettgewicht der Versuchstiere bei Thermoneutralitat in dieser Arbeit im
Vergleich zur standardisierten Haltungstemperatur signifikant erhéht.

Eine weitere Méglichkeit, Einfluss auf das Kérper- und Fettgewicht zu nehmen, stellt die in
neueren Studien beschriebene neuronale Verknipfung zwischen BAT und WAT dar, durch

die das BAT einen regulierenden Einfluss auf lipolytische Prozesse im WAT und somit auf
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das Korper- und Fettgewicht habe'® 193 194 per diese neuronale
Interorgankommunikation soll die Mobilisierung von Fettsduren aus dem WAT zur
Wiederaufflllung der Substratspeicher im BAT gesteigert werden'® 193 1% Da dem eine
permanente Aktivierung des BAT durch eine Haltung der Versuchstiere bei
subthermoneutralen Temperaturen oder auch eine gezielte BAT-Aktivierung wie durch eine
starkere Kalteexposition oder den Einsatz von Beta-Sympathomimetika zugrunde liegt,
scheint die BAT-Aktivierung eine Voraussetzung flr seine stimulierende Wirkung auf die
Lipolyse im WAT zu sein. Vor dem Hintergrund dieser wissenschaftlichen Annahme wurde
in den Versuchstieren mit permanenter BAT-Aktivierung bei standardisierter
Haltungstemperatur eine Unterbrechung der neuronalen Verknipfung zwischen BAT und
subkutanem WAT nach chirurgischer BAT-Ablation zu einem Wegfall der stimulierenden
Wirkung des BAT auf die Lipolyse im subkutanen WAT fiihren. Ahnlich zur oben
aufgefiihrten Theorie des Energieverbrauchs wirde dies mit einer Akkumulation von
Lipiden im subkutanem WAT einhergehen und die tendenzielle Zunahme des
Korpergewichts der Versuchstiere bei standardisierter Haltungstemperatur aus den oben
genannten Vorarbeiten erklaren. In den Versuchstieren bei thermoneutraler
Umgebungstemperatur, eine Situation, in der die Aktivierung des BAT auf ein Minimum

reduziert wird'®

, ist eine Stimulation der neuronalen Verknipfung zwischen BAT und
subkutanem WAT zur Steigerung der Lipolyse im subkutanen WAT unwahrscheinlich. Unter
diesen Bedingungen ware auch nach chirurgischer Ablation des BAT und folglich einer
Unterbrechung der neuronalen Verknupfung zwischen BAT und subkutanem WAT keine
relevante Veranderung der lipolytischen Aktivitat im subkutanen WAT zu erwarten. Ebenso
blieben das Korper- und Fettgewicht nach chirurgischer BAT-Ablation bei Thermoneutralitat
unbeeinflusst. Unsere Ergebnisse bei thermoneutraler Haltungstemperatur demonstrierten
aber das Gegenteil. Somit ware tatsachlich eine lipolytische Wirkung des BAT auf das
subkutane WAT bei Thermoneutralitat denkbar. Anderenfalls ware vorstellbar, dass die
Aktivierung des BAT nicht die alleinige Voraussetzung fir eine intakte neuronale
Kommunikation zwischen BAT und WAT zur Regulation der Lipolyse im WAT darstellt.
Womdglich existieren neben der zitterfreien Thermogenese weitere, noch unbekannte
Stimuli im BAT, die eine Aktivierung der neuronalen VerknlUpfung zur Regulation der
Lipolyse im WAT bewirken. Um dies beantworten zu kénnen bedarf es in Zukunft weiterer
Untersuchungen.

Alternativ. zur  neuronalen Interorgankommunikation stellen Batokine einen
Kommunikationstrager zwischen BAT und WAT dar. So wurden Batokine mit einem Einfluss
auf thermogene und lipolytische Prozesse im WAT identifiziert®> *® wie das in der Einleitung
beispielhaft erlauterte Batokin FGF21. Diesem wird unter anderem eine Browning-
induzierende Wirkung im WAT anerkannt®®. Ein Browning wiederrum filhrt zu einer

reduzierten Lipidakkumulation im WAT und koénnte auf diesem Wege das Kérper- und

60



Fettgewicht beeinflussen (Naheres siehe Kapitel 1.2.2.2). Im Rahmen einer chirurgischen
Entfernung des BAT fehlt dem Organismus das Organ zur Sekretion von Batokinen, sodass
ein Browning im WAT ausbleiben und in der Folge eine Akkumulation von Lipiden
resultieren wurde. Dies konnte die Zunahme des Korper- und Fettgewichts der BAT-
Ablationstiere dieser Arbeit erklaren. Allerdings wird die zuvor genannte Theorie durch die
bisherige wissenschaftliche Annahme limitiert, dass kein Batokin existiere, welches
ausschlieB3lich durch das BAT und nicht auch durch andere Organe oder Gewebe produziert
und sezerniert wiirde®* *3. So kénnte die bei chirurgischer Entfernung des BAT fehlende
Sekretion von Batokinen durch andere Organe oder Gewebe kompensiert werden, wie
beispielhaft durch die Leber in Bezug auf das Batokin FGF21**. Dies wiederrum kénnte ein
Browning im subkutanen WAT zur Folge haben, trotz der chirurgischen Ablation des BAT
und der hierbei ausbleibenden Sekretion von Browning-induzierenden Batokinen durch das
BAT. Des Weiteren wurde eine Freisetzung bzw. eine verstarkte Genexpression von
Batokinen lediglich durch aktiviertes BAT beobachtet®* "', Anhnlich wie in Bezug auf den
Energieverbrauch erfolgt vermutlich keine relevante Sekretion von Batokinen durch das
BAT im basalen Zustand bei Thermoneutralitat. In diesem Sinne waren in der vorliegenden
Arbeit keine signifikanten Effekte einer chirurgischen BAT-Ablation auf das subkutane WAT
bei thermoneutraler Haltungstemperatur zu erwarten. Eine Beteiligung von Batokinen an
der Regulation des Korpergewichts von Tieren bei standardisierter Haltungstemperatur aus
den oben genannten Vorarbeiten hingegen ware durchaus maglich.

Zusammenfassend deuten die vorliegenden Gewichtsdaten auf eine fur die
Energiechomdostase erforderliche Kommunikation zwischen BAT und subkutanem WAT
hin, insbesondere vor dem Hintergrund einer basalen BAT-Aktivitat bei Thermoneutralitat

der Versuchstiere und einer somit besser vergleichbaren Situation zum Menschen.

4.3 Einfluss einer chirurgischen Ablation des braunen Fettgewebes
auf das subkutane weile Fettgewebe im Modell eines akuten
Myokardinfarkts unter standardisierter und thermoneutraler

Haltungstemperatur

Ziel dieser Arbeit war es, ein besseres Verstandnis fir die Interorgankommunikation
zwischen BAT und WAT zu erlangen, insbesondere in einer fur den Menschen
vergleichbaren Situation. Wie dem Kapitel 4.2 entnommen werden kann, scheint das BAT
in erster Linie vor dem Hintergrund einer basalen BAT-Aktivitat in thermoneutral gehaltenen
Tieren Einfluss auf die Speicherung von Lipiden im subkutanen WAT zu nehmen. Um den
Einfluss des BAT auf die Lipidspeicherung im subkutanen WAT genauer zu

charakterisieren, wurden die Adipozytenmorphologie, die Expression des Proteins UCP-1
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und die Expression von Genen des Lipidstoffwechsels im subkutanen WAT vergleichend

zwischen standardisierter und thermoneutraler Haltungstemperatur untersucht.

4.3.1 Adipozytenmorphologie

Die Lipidspeicherung im WAT wird insbesondere Uber die sympathische Innervation
desgleichen reguliert. Eine Aktivierung des SNS steigert die Lipolyse und somit die
Mobilisierung von Fettsiduren aus dem WAT?°. Demnach ist auch die AdipozytengroRe im
WAT von der Aktivierung des SNS abhangig. So wird in Versuchstieren bei
subthermoneutralen Haltungstemperaturen eine Reduktion der Adipozytengrofe im WAT
beobachtet®® 38 3% Ein Grund hierfir ist die Stimulation der sympathischen Innervation und
Lipolyse weiller Adipozyten durch Kalte. Umgekehrt flhrt die Unterdrickung der
sympathischen Aktivitat im WAT, wie etwa bei Thermoneutralitat der Versuchstiere, zu einer
Grékenzunahme (Hypertrophie) weiler Adipozyten'® 13°,

Dartber hinaus stellt die Sympathikusaktivierung den Hauptstimulus der zitterfreien
Thermogenese im BAT dar'°. Da die Lipolyse im WAT, wie unter Kapitel 1.2.3 beschrieben,

d100. 103,104 ist ein Einfluss des

auch durch die zitterfreie Thermogenese im BAT reguliert wir
BAT auf die AdipozytengréBe im WAT vorstellbar. Mit welcher morphologischen
Veranderung die lipolytische Wirkung des BAT im WAT einhergeht und ob hierbei
Unterschiede im Vergleich zwischen Versuchstieren bei Kalte und bei Thermoneutralitat
vorliegen, geht aus der aktuellen Literatur nicht hervor.

Die zugrundeliegende Arbeit sollte den Einfluss des BAT auf die Lipidspeicherung und
Adipozytenmorphologie des subkutanen WAT im Vergleich zwischen den Zusténden einer
permanenten BAT-Aktivierung bei standardisierter Haltungstemperatur und einer basalen
BAT-Aktivitat bei Thermoneutralitat der Versuchstiere und somit einer fir den Menschen

besser vergleichbaren Situation charakterisieren.

Sowohl bei standardisierter als auch bei thermoneutraler Haltungstemperatur konnte in
dieser Arbeit kein statistisch signifikanter Effekt einer chirurgischen BAT-Ablation auf die
durchschnittliche Adipozytengrofie im subkutanen WAT drei Wochen nach Myokardinfarkt
festgestellt werden. Nur im Vergleich zwischen beiden Haltungstemperaturen von Tieren
mit Erhalt des BAT unterschied sich die durchschnittliche Adipozytengréf3e im subkutanen
WAT. In Ubereinstimmung mit der Literatur'*®, zeigte sich der weiRe Adipozyt von Tieren
mit Erhalt des BAT bei Thermoneutralitat im Durchschnitt gréRer als bei standardisierter
Haltungstemperatur. Aus welchem Grund dieser Effekt im subkutanen WAT von Tieren mit
chirurgischer BAT-Ablation ausblieb, ist ungewiss. Dessen ungeachtet weisen unsere
Daten am ehesten darauf hin, dass dem durchschnittlich groReren weilen Adipozyten bei

Thermoneutralitat eine reduzierte sympathische Aktivierung und somit lipolytische Aktivitat
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zugrunde liegen. Folglich ist ein temperaturabhangiger Effekt auf die durchschnittliche
AdipozytengroRe im subkutanen WAT am naheliegendsten. Die durchschnittliche GrofRie
weilder Adipozyten scheint durch das BAT selbst nicht beeinflusst zu werden, sowohl bei
standardisierter als auch bei thermoneutraler Haltungstemperatur.

Auch bezuglich der AdipozytengréRenverteilung im subkutanen WAT blieb ein statistisch
signifikanter Effekt der chirurgischen BAT-Ablation bei standardisierter und thermoneutraler
Haltungstemperatur drei Wochen nach Myokardinfarkt aus. Der durchschnittlich grof3eren
weillen Adipozyten entsprechend zeigte sich im subkutanen WAT von Tieren mit Erhalt des
BAT bei Thermoneutralitat auch eine signifikant reduzierte absolute Anzahl von Adipozyten
in der Kategorie > 250 ym? bis < 500 ym? sowie ein deutlicher Trend hinsichtlich absolut
weniger Adipozyten in der Kategorie > 50 um? bis < 250 ym?. Zudem war die relative Anzahl
der weilden Adipozyten in der Kategorie > 1000 um? bis < 1250 ym? sowie > 1500 ym? von
BAT-Ablationstieren bei Thermoneutralitdt tendenziell erhdht. Eine Verschiebung der
Adipozytenanzahl hin zu mehr gréReren Adipozyten im subkutanen WAT unter den
Bedingungen einer grundlegend reduzierten sympathischen Aktivitat bei Thermoneutralitat
scheint plausibel. Aus welchem Grund sich dieser Temperatur-Effekt auf die
Lipidspeicherung im subkutanen WAT derart uneinheitlich zwischen Tieren mit und ohne
BAT sowie zwischen der absoluten und relativen Adipozytengrofenverteilung darstellte,
blieb fraglich.

Dartber hinaus wurden Gruppierungen kleiner Adipozyten im subkutanen WAT entdeckt.
Um Adipozyten dieser Gruppierungen von den restlichen Adipozyten des subkutanen WAT
abzugrenzen, wurden diese schlicht als ,kleine Adipozyten® bezeichnet. Hierbei war ein
Vergleich der Ergebnisse zwischen beiden Haltungstemperaturen nicht moglich, weil sich
die GroRe, ab der die kleinen Adipozyten detektierbar waren, zwischen beiden
Haltungstemperaturen unterschied.

Der Anteil kleiner Adipozyten zeigte sich in BAT-Ablationstieren bei thermoneutraler
Haltungstemperatur drei Wochen nach Myokardinfarkt signifikant erniedrigt. Um diesen
Zusammenhang deuten zu kdnnen, erwies sich die unter Kapitel 4.2 genannte lipolytische
Wirkung des BAT auf das WAT, vermittelt Gber neuronale Verknipfungen zwischen BAT
und WAT, als hilfreich'® 19319 Dieser liegt jedoch eine permanente Aktivierung des BAT
durch eine Haltung der Versuchstiere bei subthermoneutralen Temperaturen oder auch
eine gezielte BAT-Aktivierung wie durch eine starkere Kalteexposition oder den Einsatz von
Beta-Sympathomimetika zugrunde. Ob das BAT bei basaler Grundaktivitat in thermoneutral
gehaltenen Versuchstieren eine lipolytische Wirkung auf das subkutane WAT hat, ist nicht
bekannt. Unsere Gewichtsdaten lieRen tatsachlich eine lipolytische Wirkung des BAT auf
das subkutane WAT bei Thermoneutralitat vermuten. So zeigten unsere Versuchstiere eine

Zunahme des subkutanen WAT nach chirurgischer BAT-Ablation bei Thermoneutralitat,
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sprich nach einem Wegfall der lipolytischen Wirkung des BAT und einer konsekutiven
Akkumulation von Lipiden im subkutanen WAT. Entsprechend lieRe sich der reduzierte
Anteil von kleinen wei3en Adipozyten nach chirurgischer BAT-Ablation bei thermoneutraler
Haltungstemperatur erklaren. So wirkte die Akkumulation von Lipiden im subkutanen WAT
bei einem Wegfall der lipolytischen Wirkung des BAT nach chirurgischer BAT-Ablation einer
Gruppierung kleiner weilRer Adipozyten entgegen.

Erstaunlicherweise blieb der oben beschriebene Effekt einer chirurgischen BAT-Ablation
auf die kleinen Adipozyten im subkutanen WAT bei standardisierter Haltungstemperatur
aus. Weil sich der Versuchsaufbau zwischen 21°- und 30°-Tieren lediglich in der
Haltungstemperatur unterschied, ware eine Verzerrung des Effekts durch die
Haltungstemperatur denkbar. Dies kdnnte wie folgt zu Stande kommen: Nach chirurgischer
Ablation des BAT fehlt dem Organismus ein Organ, welches Warme produziert, sodass die
Kaltebelastung des Organismus bei standardisierter Haltungstemperatur zunimmt. Kalte
stimuliert bekanntlich das SNS und infolgedessen die Lipolyse im WAT®: 3% Bej einem
gesteigerten Kalteempfinden der Versuchstiere nach chirurgischer BAT-Ablation ware
folglich eine Steigerung der ohnehin stimulierten Lipolyse im subkutanen WAT bei
standardisierter Haltungstemperatur anzunehmen. Dies wirde der Akkumulation von
Lipiden im subkutanen WAT nach chirurgischer BAT-Ablation entgegenwirken und dazu
fuhren, dass sich der Effekt eines reduzierten Anteils kleiner weiller Adipozyten nach
chirurgischer BAT-Ablation zeitlich verzdgert darstellt bzw. in Bezug auf die vorliegende
Arbeit zum Untersuchungszeitpunkt von drei Wochen nach Myokardinfarkt noch nicht
darstellen Iasst. Auf diese Weise ware der nahezu vergleichbare Anteil kleiner Adipozyten
im WAT zwischen Tieren mit Erhalt und chirurgischer Ablation des BAT bei standardisierter
Haltungstemperatur erklarbar. Da Mause bei Thermoneutralitat nicht frieren und nicht auf
die Warmeproduktion durch das BAT angewiesen sind'?', wére eine Aktivierung des SNS
mit Stimulation der Lipolyse im subkutanen WAT nach chirurgischer BAT-Ablation
unwahrscheinlich. So wirde einer Akkumulation von Lipiden im subkutanen WAT nach
chirurgischer BAT-Ablation bei Thermoneutralitdt nicht entgegengewirkt werden.
Dementsprechend zeigte sich der Anteil kleiner Adipozyten im subkutanen WAT von BAT-
Ablationstieren bei Thermoneutralitat bereits reduziert. Trotz dass ein direkter Einfluss der
Haltungstemperatur auf die kleinen Adipozyten im subkutanen WAT nicht untersucht
werden konnte, kénnen wir schlussfolgern, dass der Effekt eines reduzierten Anteils kleiner
weiller Adipozyten nach chirurgischer BAT-Ablation von Tieren bei standardisierter
Haltungstemperatur durch Kalte verzerrt wurde und sich demnach im Vergleich zu Tieren

bei Thermoneutralitat noch nicht nachweisen liel}.

Zusammenfassend hatte die chirurgische BAT-Ablation keinen Einfluss auf die

durchschnittliche Adipozytengrélie sowie die Adipozytengrofienverteilung im subkutanen
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WAT von Tieren bei standardisierter sowie thermoneutraler Haltungstemperatur. Dagegen
wirkte die chirurgische BAT-Ablation einer Gruppierung kleiner Adipozyten im subkutanen
WAT entgegen, am ehesten infolge einer Akkumulation von Lipiden. Dieser Effekt schien

wie oben ausfuhrlich beschrieben durch Kalte verzerrt worden zu sein.

4.3.2 UCP-1-Expression

Die Expression von UCP-1 im WAT wurde erstmals im Rahmen einer Kalteexposition von
Versuchstieren beobachtet’> ®. Ahnlich wie im BAT, wird von einer Stimulation
verschiedener Lipasen Uber den adrenergen 3-Rezeptor zur Aktivierung und Expression
von UCP-1 in weilen Adipozyten ausgegangen, die in der Folge einen ,braunen® Phanotyp
annehmen’®. Dieses Phanomen ist unter dem Begriff ,Browning* bekannt®. Wie man der
Morphologie entnehmen kann, speichern braune Adipozyten im WAT, sogenannte beige
Adipozyten, weniger Lipide als weile Adipozyten'®, sodass insgesamt eine Reduktion des
WAT durch ein Browning denkbar ware. Eine Resistenz gegen ernahrungsbedingte

78 81 Neben der

Fettleibigkeit durch ein Browning konnte bereits nachgewiesen werden
Kélteexposition sind eine dysfunktionale zitterfreie Thermogenese im BAT und einzelne
Batokine mit einer UCP-1-Expression im WAT assoziiert®® 7> 7 7 Hierbei sei auf die
standardisierte Haltungstemperatur der Versuchstiere und somit auf den Einfluss durch
Kalte hingewiesen.

Bei Thermoneutralitat konnte bisher keine Expression von UCP-1 im WAT nachgewiesen
werden’® ¥ Ob das BAT einen Einfluss auf die UCP-1-Expression im WAT bei
Thermoneutralitat hat, ist bislang unbekannt.

Hier wurde der Effekt einer chirurgischen BAT-Ablation auf die UCP-1-Expression im
subkutanen WAT, sowohl bei standardisierter als auch bei thermoneutraler

Haltungstemperatur, gepruft.

In der vorliegenden Arbeit konnte unter beiden Haltungstemperaturen kein statistisch
signifikanter Effekt einer chirurgischen BAT-Ablation auf die UCP-1-Expression im
subkutanen WAT drei Wochen nach Myokardinfarkt festgestellt werden. Nur bei
standardisierter Haltungstemperatur zeigte sich tendenziell eine starkere UCP-1-
Expression im subkutanen WAT von BAT-Ablationstieren verglichen zu Tieren mit Erhalt
des BAT. Dies ist vermutlich auf ein kompensatorisches Browning bei Verlust der
zitterfreien Thermogenese nach chirurgischer BAT-Ablation zurlickzufihren. So konnten im
Rahmen einer dysfunktionalen zitterfreien Thermogenese im BAT bei simultaner
Kalteexposition eine verstarkte UCP-1-Expression und eine erhdhte Temperatur im WAT
zur Kompensation des Warmeverlustes beobachtet werden’? 78 7® Hierbei blieb unklar, liber

welchen Mechanismus die Information der dysfunktionalen zitterfreien Thermogenese im
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BAT das WAT erreichte. Diskutiert wird ein Austausch Uber sensorische Afferenzen des
BAT, die eine reduzierte BAT-Temperatur oder sezernierte Faktoren als Ausdruck der
dysfunktionalen zitterfreien Thermogenese registrieren und diese Information an das WAT
weiterleiten wirden’. Da im vorliegenden Modell von einer Unterbrechung neuronal-
endokriner Mechanismen zwischen BAT und subkutanem WAT nach chirurgischer BAT-
Ablation ausgegangen werden kann, scheint der tendenziell starkeren UCP-1-Expression
im subkutanen WAT von BAT-Ablationstieren bei standardisierter Haltungstemperatur ein
anderer Mechanismus zugrunde zu liegen. Vermutlich nahmen die BAT-Ablationstiere den
Warmeverlust durch das fehlende BAT in einer fur sie ohnehin kalten Umgebung bei
standardisierter Haltungstemperatur schlichtweg als zusatzliche Kaltebelastung wahr,
wodurch die Stimulation des SNS und folglich der UCP-1-Expression im subkutanen WAT
gesteigert wurden. Auch unsere Ergebnisse bei Thermoneutralitdt sind mit dieser
Uberlegung vereinbar. Unabhangig vom BAT lieR sich nahezu kein UCP-1 im subkutanen
WAT bei Thermoneutralitat detektieren. Weil Mause bei Thermoneutralitat nicht frieren und
nicht auf die Warmeproduktion durch das BAT angewiesen sind'?', 16ste der Verlust des
BAT vermutlich keinen Kaltereiz aus. Folglich wirden die Aktivierung des SNS und einer
UCP-1-Expression im subkutanen WAT ausbleiben, was die vorliegenden Ergebnisse
bestatigen konnten.

Im Vergleich zwischen beiden Haltungstemperaturen zeigte sich die UCP-1-Expression im
subkutanen WAT von Tieren bei standardisierter Haltungstemperatur signifikant erhdht.
Wie bereits erlautert, ist Kalte ein Ausloser fiir die UCP-1-Expression im WAT’® 76 und liefert
somit eine Erklarung fir diese Beobachtung. Daten von de Jong JMA et al.”® bestéatigen
den Einfluss der Umgebungstemperatur auf die UCP-1-Expression im WAT. Wahrend kein
Nachweis einer UCP-1-Expression im WAT bei Thermoneutralitédt gelang, waren reichlich
UCP-1-positive Adipozyten im WAT unter dem Einfluss von Kélte erkennbar®®. Hierbei war
die UCP-1-Expression im WAT von Tieren bei 5°C starker ausgepragt als bei

standardisierter Haltungstemperatur'®

. Mit einfachen Worten: eine starkere Kaltebelastung
steigerte auch die UCP-1-Expression im WAT.

Zusammenfassend bestatigen die zugrundeliegenden Untersuchungen die bisherige
wissenschaftliche Feststellung, dass eine UCP-1-Expression im subkutanen WAT von
Tieren bei Thermoneutralitat ausbleibt. Zudem konnte gezeigt werden, dass BAT hierbei
keine Rolle spielt. Mutmallich liefern die vorliegenden Ergebnisse erstmals den Nachweis
daflir, dass BAT keinen Einfluss auf die UCP-1-Expression im subkutanen WAT von Tieren
bei Thermoneutralitat hat. Zuletzt scheint eine Expression von UCP-1 nicht an dem in den
Kapiteln 4.2 und 4.3.1 beschriebenen Effekt des BAT auf die Lipidspeicherung im

subkutanen WAT von thermoneutral gehaltenen Versuchstieren beteiligt zu sein.
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4.3.3 mRNA-Expression von Markergenen der Lipogenese und

Lipolyse

Zuletzt wurde der Einfluss einer chirurgischen BAT-Ablation auf die Expression von
Markergenen des Lipidstoffwechsels im subkutanen WAT bei standardisierter und
thermoneutraler Haltungstemperatur untersucht. Dies konnte zum Verstandnis der bisher
beobachteten Effekte einer chirurgischen BAT-Ablation auf das Kérper- und Fettgewicht
sowie die Adipozytenmorphologie im subkutanen WAT beitragen. Jedoch lasst unsere
Methode zur Quantifizierung der mRNA-Expression von Markergenen des
Lipidstoffwechsels im subkutanen WAT lediglich einen Vergleich zwischen BAT-
Ablationstieren und Tieren mit Erhalt des BAT, aber keinen Vergleich der Ergebnisse
zwischen beiden Haltungstemperaturen der Versuchstiere zu. Bis dato sind keine direkte
Wirkung des BAT sowie kein direkter Einfluss der Umgebungstemperatur auf die
Genexpression lipogener und lipolytischer Enzyme im subkutanen WAT bekannt.

Sowohl bei standardisierter als auch bei thermoneutraler Haltungstemperatur konnte kein
statistisch signifikanter Effekt einer chirurgischen BAT-Ablation auf die Genexpression
lipogener und lipolytischer Enzyme im subkutanen WAT drei Wochen nach Myokardinfarkt
festgestellt werden. Nur bei standardisierter Haltungstemperatur zeigte sich ein deutlicher
Trend hinsichtlich einer reduzierten Genexpression lipolytischer Enzyme im subkutanen
WAT von BAT-Ablationstieren im Vergleich zu Tieren mit Erhalt des BAT. Einen
Erklarungsansatz liefert die bereits unter Kapitel 4.2 beschriebene, stimulierende Wirkung
des BAT auf die Lipolyse im WAT': 103104 'Demzufolge wiirde der lipolytische Effekt des
BAT auf das subkutane WAT nach chirurgischer BAT-Ablation entfallen und zu einer
reduzierten lipolytischen Aktivitat im subkutanen WAT von BAT-Ablationstieren fiihren. Die
zuvor genannte, tendenziell reduzierte Genexpression lipolytischer Enzyme im subkutanen
WAT der BAT-Ablationtiere bei standardisierter Haltungstemperatur steht mit dieser
Theorie in Einklang.

Interessanterweise blieb dieser antilipolytische Effekt einer chirurgischen BAT-Ablation auf
molekulargenetischer Ebene im subkutanen WAT von Tieren bei Thermoneutralitat aus.
Dagegen flhrte die chirurgische BAT-Ablation in thermoneutralen Tieren zu einer
histomorphologischen Veranderung im subkutanen WAT, wie unter Kapitel 4.3.1 erlautert,
mit dem Resultat einer relativen Reduktion von kleinen weilen Adipozyten. Auch diese
Entdeckung lie sich durch einen Wegfall der lipolytischen Wirkung des BAT mit
konsekutiver Akkumulation von Lipiden und weniger kleinen Adipozyten im subkutanen
WAT erklaren (siehe Kapitel 4.3.1). Bezlglich der verschiedenartigen Darstellung des
antilipolytischen Effekts einer chirurgischen BAT-Ablation im subkutanen WAT verglichen
zwischen beiden Haltungstemperaturen, sprich auf molekulargenetischer Ebene bei

standardisierter Haltungstemperatur und auf histomorphologischer Ebene bei
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thermoneutraler Haltungstemperatur, sollte bertcksichtigt werden, dass es sich um zwei
unterschiedliche und zeitlich voneinander abhangige Untersuchungsansatze handelte:
Wahrend Genexpressionsanalysen Auskunft Gber die Regulation entsprechender Gene
geben, spiegeln histomorphologische Aspekte eine Veranderung auf Proteinebene wider,
der wiederrum eine molekulargenetische Veranderung voraus geht. Somit scheint sich der
antilipolytische Effekt einer chirurgischen BAT-Ablation auf das subkutane WAT bei
standardisierter Haltungstemperatur tendenziell erst molekulargenetisch und noch nicht
histomorphologisch darzustellen. Zu einem spateren Untersuchungszeitpunkt nach
Myokardinfarkt ware auch eine histomorphologische Veranderung im subkutanen WAT von
BAT-Ablationstieren bei standardisierter Haltungstemperatur denkbar. Bei thermoneutraler
Haltungstemperatur hingegen zeigte sich der antilipolytische Effekt der chirurgischen BAT-
Ablation  auf  histomorphologischer  Ebene im  subkutanen  WAT  zum
Untersuchungszeitpunkt drei Wochen nach Myokardinfarkt zeitlich weiter fortgeschritten.
Zusammengenommen scheint sich der antilipolytische Effekt der chirurgischen BAT-
Ablation im subkutanen WAT verglichen zwischen standardisierter und thermoneutraler
Haltungstemperatur zeitversetzt darzustellen. Einen moglichen Grund fir die zeitlich
verzogerte Darstellung des antilipolytischen Effekts einer chirurgischen BAT-Ablation im
subkutanen WAT von Tieren bei standardisierter Haltungstemperatur liefert die in dem
Kapitel 4.3.1 beschriebene Effektverzerrung durch Kalte. Der stimulierende Einfluss durch
Kalte auf die Lipolyse im subkutanen WAT von Tieren bei standardisierter
Haltungstemperatur, der sich nach chirurgischer BAT-Ablation, eines gesteigerten
Kalteempfindens zufolge, verstarkt, wirkt dem antilipolytischen Effekt der chirurgischen
BAT-Ablation im subkutanen WAT entgegen und fiihrt dazu, dass sich dieser zeitlich
verzogert prasentiert verglichen zu den Untersuchungen der Tiere bei Thermoneutralitat
(detaillierte Erklarung unter Kapitel 4.3.1). Unter der Berilcksichtigung, dass eine
molekulargenetische Veranderung einer histomorphologischen Veranderung vorausgeht,
erklart dies die lediglich tendenziell molekulargenetische Darstellung des antilipolytischen
Effekts der chirurgischen BAT-Ablation im subkutanen WAT von Tieren bei standardisierter
Haltungstemperatur und die bereits histomorphologische Darstellung bei thermoneutraler
Haltungstemperatur der Tiere, bei der eine Effektverzerrung durch Kalte ausgeschlossen
werden kann (siehe Kapitel 4.3.1). In gleicher Weise wurde sich rtickblickend das von der
chirurgischen BAT-Ablation noch unbeeinflusste Gewicht des subkutanen WAT von Tieren
bei standardisierter Haltungstemperatur und das hingegen signifikant erhéhte Gewicht des
subkutanen WAT von BAT-Ablationstieren bei thermoneutraler Haltungstemperatur
erklaren.

Zusammenfassend zeigte sich ein deutlicher Trend zur reduzierten Expression lipolytischer
Markergene im subkutanen WAT nach chirurgischer BAT-Ablation bei standardisierter

Haltungstemperatur. Wie oben erldutert, stellte sich dieser antilipolytische Effekt in
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thermoneutral gehaltenen Tieren nicht molekulargenetisch, sondern zeitversetzt und
demnach histomorphologisch in einem reduzierten relativen Anteil kleiner weifl3er
Adipozyten dar. Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse untermauern dennoch die
anfangliche Vermutung, dass dem Einfluss der chirurgischen BAT-Ablation auf die
Lipidspeicherung im subkutanen WAT tatsachlich eine antilipolytische Wirkung zugrunde
liegt. Aus welchem Grund die Expression von Markergenen der Lipogenese nicht von der
chirurgischen BAT-Ablation beeinflusst wurde, blieb unklar. Gezielte Untersuchungen
bezuglich eines Einflusses des BAT auf die Lipogenese im WAT liegen bis dato nicht vor.
Somit liefert die zugrundeliegende Arbeit erstmals einen indirekten Nachweis daflr, dass

BAT scheinbar keinen Einfluss auf die Lipogenese im subkutanen WAT hat.

AbschlieRend konnte in der vorliegenden Arbeit ein antilipolytischer Effekt der chirurgischen
BAT-Ablation auf das subkutane WAT herausgearbeitet werden, insbesondere unter
Bedingungen, die der tatsachlichen Situation im Menschen nahekommen, sprich bei
Thermoneutralitat der Versuchstiere. So fuhrte die chirurgische BAT-Ablation in erster Linie
bei thermoneutraler Haltungstemperatur zu einer Zunahme des Kdrpergewichts und des
subkutanen WAT der Versuchstiere. Die hierbei makroskopisch festgestellte Speicherung
von Lipiden im subkutanen WAT von BAT-Ablationstieren prasentierte sich
histomorphologisch in einem reduzierten relativen Anteil kleiner weiller Adipozyten.
Molekulargenetisch zeigte sich interessanterweise kein Einfluss der chirurgischen BAT-
Ablation auf den Lipidstoffwechsel im subkutanen WAT. Lediglich bei standardisierter
Haltungstemperatur war ein deutlicher Trend zur reduzierten Expression lipolytischer
Markergene im subkutanen WAT von BAT-Ablationstieren nachweisbar, wahrend ein
antilipolytischer Effekt der chirurgischen BAT-Ablation auf histomorphologischer Ebene im
subkutanen WAT bei standardisierter Haltungstemperatur ausblieb. Dieser
verschiedenartigen Darstellung des antilipolytischen Effekts einer chirurgischen BAT-
Ablation im subkutanen WAT verglichen zwischen beiden Haltungstemperaturen lag am
ehesten ein unterschiedlicher Zeitverlauf der Effektdarstellung zugrunde, welcher
wiederrum durch den unterschiedlichen Temperatureinfluss auf das subkutane WAT
resultiert. Die zugrundeliegende Arbeit verdeutlicht die Relevanz der Haltungstemperatur
von Versuchstieren fur die Forschung, insbesondere vor dem Hintergrund einer Translation

dieser Ergebnisse auf den Menschen.
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4.4 Limitationen

Eine Limitation fur die Interpretation der Ergebnisse stellte das zugrundeliegende Modell
des Myokardinfarkts ohne entsprechende Vergleichsgruppe mit Versuchstieren ohne
Induktion eines akuten Myokardinfarkts dar. Demzufolge blieb die Bedeutung der hier
festgestellten Interorgankommunikation zwischen BAT und WAT im Rahmen eines
Myokardinfarkts unklar, insbesondere vor dem Hintergrund der kardioprotektiven Funktion
des BAT, welche in Vorarbeiten der Forschungsgruppe von Frau Professor Grandoch
herausgearbeitet werden konnte. Zudem kann ein Einfluss des Myokardinfarkts per se auf
die Daten dieser Arbeit nicht ausgeschlossen werden. So ist anerkannt, dass eine akute
Myokardischamie mit einer kurzzeitigen, systemischen Aktivierung des SNS einhergeht'®*
1% ynd temporar die Lipolyse im WAT verstarkt'®”. Weil das SNS der Hauptaktivator des
BAT ist®” %7, liegt auch eine temporare Aktivierung des BAT nach Myokardinfarkt nahe.
Vorarbeiten der Forschungsgruppe von Frau Professor Grandoch bestatigten dies. So
konnte eine signifikante Hochregulation der UCP-1-mRNA im BAT zu einem frihen
Zeitpunkt nach Myokardinfarkt nachgewiesen werden''®. Darliber hinaus ist die Aktivierung
des BAT bekanntlich mit einer Stimulation der Lipolyse im WAT assoziiert' 19 1% sodass
eine Stimulation der Lipolyse im WAT Uber die Aktivierung des BAT nach Myokardinfarkt
denkbar ware. In den Kapiteln 4.3.1 und 4.3.3 wurde zudem eine Verzerrung des in dieser
Arbeit herausgearbeiteten antilipolytischen Effekts einer chirurgischen BAT-Ablation auf
das subkutane WAT durch Kalte diskutiert. Ahnlich zu dieser Uberlegung wére eine
Verzerrung des antilipolytischen Effekts einer chirurgischen BAT-Ablation auf das
subkutane WAT durch die akute Myokardischamie, welche temporar die Lipolyse im WAT
verstarkt. Mit anderen Worten: eine temporar verstarkte Lipolyse im subkutanen WAT nach
akuter Myokardischamie koénnte dem antilipolytischen Effekt einer chirurgischen BAT-
Ablation entgegenwirken mit einer folglich zeitlich verzégerten Darstellung dieses Effekts.
Da die Untersuchungen jedoch drei Wochen nach dem Myokardinfarkt und nicht zu einem
frdheren  Zeitpunkt durchgefihrt wurden, st ein Einfluss der kurzzeitigen
Sympathikusaktivierung nach Myokardinfarkt auf das BAT und subkutane WAT der
Versuchstiere unwahrscheinlich.

Eine weitere Limitation der Ergebnisse ergab sich im Hinblick auf die chirurgische BAT-
Ablation, welche lediglich das interskapulare BAT-Depot umfasste. Trotz der Entfernung
des interskapuldren und somit des gréten BAT-Depots®’ ist ein Einfluss belassener kleiner
BAT-Depots auf das subkutane WAT von BAT-Ablationstieren mdglich.

Ferner galt es zu berlcksichtigen, dass die Gewebeproben von Versuchstieren bei
standardisierter Haltungstemperatur aus Vorarbeiten unserer Forschungsgruppe

entstammten.  Stéreinflisse auf den damaligen Versuchsdurchlauf, die im
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zugrundeliegenden Experiment ebenso vorliegen, abweichen oder ausbleiben kdnnten,

sind moglich und kénnten die vorliegenden Ergebnisse beeinflusst haben.

4.5 Ausblick

Wie aus den Ergebnissen dieser Arbeit hervorging, stellte sich die antilipolytische Wirkung
einer chirurgischen BAT-Ablation in Abhangigkeit von der Haltungstemperatur der
Versuchstiere unterschiedlich im subkutanen WAT dar. Dies verdeutlicht die Relevanz der
Haltungstemperatur von Versuchstieren fir die Forschung, insbesondere vor dem
Hintergrund einer Translation der Ergebnisse auf den Menschen. Fir eine besser
vergleichbare Situation zum Menschen und eine Translation von Forschung an
Versuchstieren in den Menschen sollte erganzend zur standardisierten Haltungstemperatur
der Versuchstiere auf eine vergleichende Durchfihrung der Versuche in thermoneutralen

Versuchstieren geachtet werden.
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