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I. Zusammenfassung

Ein Myokardinfarkt stellt eine der haufigsten und schwerwiegendsten kardiovaskularen
Erkrankungen dar und ist trotz therapeutischer Bemiihungen mit einer deutlich erhohten
Mortalitdt sowie Morbiditat der Patienten vergesellschaftet. Durch Sauerstoffunterversorgung
kann es zu einem Zelluntergang der betroffenen Kardiomyozyten mit anschlieRender Fibrosierung
und Umbauprozessen kommen, welche im weiteren Verlauf zu einer eingeschrankten
Herzfunktion flihren kénnen. Interessant dabei, ist der Zusammenhang der postischamischen
kardialen Funktion und der Lipolyse. Pathophysiologische Grundlage dieses Zusammenhangs, ist
die B-adrenerge Stimulation der peripheren Lipolyse wahrend und nach Infarkt. Dabei werden
unveresterte Fettsduren freigesetzt, die wiederrum Uber lipotoxische Effekte die kardiale Aktivitat
negativ beeinflussen kénnen. In einigen Studien konnte eine Verbesserung der kardialen Funktion
durch Inhibition der Lipolyse gezeigt werden. Ob die Inhibition der Lipolyse direkten Einfluss auf
die kardiale Funktion nimmt oder diese beispielsweise liber immunologische Mechanismen
beeinflusst, ist nicht abschlieBend geklart.

Nach einem Infarkt kommt es zu einer neutrophilen Infiltration ins Myokard. Diese neutrophile
Infiltration wird Giber Immunzellen reguliert. Die sogenannten fett-assoziierten lymphoiden
Cluster (FALCs), sind im mediastinalen FG lokalisiert und beinhalten neben Adipozyten auch
Immunzellen.

Die Experimente dieser Dissertation zielen nun darauf ab, zu untersuchen, ob und inwiefern eine
Inhibition der Lipolyse, Einfluss auf die Immunzellkomposition in den FALCs und damit auf die
inflammatorischen Prozesse post Ischamie hat. Dazu wurde ein Ischdmie-/Reperfusions-, sowie
drei verschiedene Lipolyse-Inhibitionen im murinen Modell angewandt und die Beeinflussung der
Zellmorphologie und Immunzellkomposition in den mediastinalen FALCs untersucht.

Eins der Hauptergebnisse der hier durchgefiihrten Experimente bringt neue Erkenntnisse:

Nach sieben Tage Reperfusion zeigt sich eine signifikante Abnahme der B-Zellen nach einer
Lipolyse-Inhibition wahrend und kurz nach kardialer Ischamie. Eine Abnahme der B-Zellen kdnnte
zu einer verringerten Granulozytopoese und damit zu einer geringeren neutrophilen Infiltration
fUhren. Dies lasst wiederrum Riickschliisse darauf ziehen, dass die Lipolyse-Inhibition die
Immunzellzusammensetzung in den Clustern beeinflusst und somit moglicherweise Einfluss auf

das inflammatorische Geschehen im Myokard hat.

Dieser Zusammenhang und weitere nicht-signifikante Ergebnisse dieser Arbeit, konnten in
zuklnftigen Forschungsarbeiten ein Ansatz zur Etablierung einer zielgerichteten

pharmakologischen Therapie flr die Nachsorge von Infarktpatienten darstellen.



Il. Conclusion

Myocardial infarction is one of the most common and most serious cardiovascular diseases and is,
despite therapeutic efforts, associated with significantly increased mortality and morbidity in
patients. Oxygen deficiency can lead to cell death of the affected cardiomyocytes with
subsequent fibrosis and remodeling processes, which can lead to impaired cardiac function in the
further course of the disease. There seems to be an interesting connection between post-
ischemic cardiac function and lipolysis. The pathophysiological basis of this connection is the B-
adrenergic stimulation of peripheral lipolysis during and after infarction. This releases free fatty
acids, which in turn negatively influence cardiac activity via lipotoxic effects. Some studies have
shown an improvement in cardiac function after inhibition of lipolysis. Whether the inhibition of
lipolysis has a direct influence on cardiac function or influences it indirectly, for example, via
immunological mechanisms, has not been conclusively clarified.

After an infarction, neutrophil infiltration into the myocardium occurs. This neutrophil infiltration
is regulated by immune cells. The so-called fat-associated lymphoid clusters (FALCs) are localized

in the mediastinal fatty tissue and contain adipocytes as well as immune cells.

The experiments of this dissertation are now aimed at investigating whether the inhibition of
lipolysis has an influence on the immune cell composition of the FALCs and thus on the
inflammatory processes post ischemia. For this purpose, an ischemia/reperfusion- and three
different models of lipolysis inhibition were used in mice, to investigate the influence on the

morphology and immune cell composition in the mediastinal FALCs.

One of the main results of the experiments conducted here provides new insights:

After seven days of reperfusion, there is a significant decrease in B cells after inhibition of lipolysis
during and shortly after cardiac ischemia. A decrease in B cells could lead to reduced
granulocytopoiesis and thus to a reduced neutrophil infiltration. This in turn allows conclusions to
be drawn that lipolysis inhibition influences the immune cell composition in the clusters and thus

possibly has an influence on the inflammatory process in the myocardium.

This correlation and other non-significant results of this study could represent an approach for the
establishment of a targeted pharmacological therapy for the aftercare of heart attack patients in

future research work.
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1 Einleitung

1.1 Myokardinfarkt

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Ein Myokardinfarkt (Ml) bezeichnet eine akute Ischamie des Herzmuskels infolge einer
plotzlichen Obstruktion oder Reduktion des Blutflusses in einer oder mehreren
Koronararterien. Diese hamodynamische Stérung resultiert in einem Ungleichgewicht
zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffnutzung des Gewebes (Lopaschuk, 2017;
Thygesen et al., 2019). Infolgedessen kommt es zu einem Untergang der Kardiomyozyten
(Frangogiannis, 2015).

Epidemiologische Studien verdeutlichen die erhebliche Birde, die MI weltweit darstellen.
Sie gelten als eine der hdufigsten Todesursachen mit hohen Mortalitatsraten, vor allem in
Industrie- und Schwellenlandern. Pradisponierende Faktoren fiir einen M|l umfassen
modifizierbare Elemente, wie eine ungesunde Lebensweise, Rauchen, erhohte Blutfette,
Bluthochdruck und Diabetes mellitus; sowie nicht-modifizierbare Risikofaktoren, wie
genetische Veranlagung und Alter (Ilbanez et al., 2018).

Die Lebenszeitpravalenz fiir einen akuten Herzinfarkt betragt laut einer Studie des
Robert-Koch-Instituts aus dem Jahre 2013 rund 4,7% (“RKI - Koronare Herzkrankheit und
akuter Myokardinfarkt,” n.d.). Diese Prdvalenz steigt mit zunehmendem Alter. Aufgrund
des demografischen Wandels in Deutschland und der im Rahmen dessen steigenden
Anzahl der Gber 70-jahrigen, gilt es hier in die Forschung zu investieren.

Hierbei sind nicht nur die hohen Mortalitatsraten, sondern auch die Morbiditat in Folge
einer verminderten Herzmuskelfunktion nach Ml durch unglinstige postischamische
Umbauprozesse von Relevanz. Dazu ist neben einer ausreichenden primaren Pravention

auch eine Verbesserung der Nachsorge bedeutsam.
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1.1.2 Pathophysiologie

Pathophysiologische Ursache eines Ml stellt meist eine rupturierter Plaque im Rahmen
einer Atherosklerose mit daraus resultierender Thrombose und Stenose oder
vollstandiger Okklusion dar. Wie bereits im vorherigen Abschnitt erwdhnt, existieren
beeinflussbare und unbeeinflussbare Risikofaktoren fiir die Entstehung dieser Erkrankung
(Ibanez et al., 2018). Dabei entstehen ,90% aller Myokardinfarkte[...] durch Faktoren
einer ungesunden Lebensweise“(Yusuf et al., 2004).

Die resultierende Ischdamie flhrt zu schwerwiegenden Stérungen des Metabolismus und
des Gleichgewichtes der Elektrolyte und induziert so eine Abfolge von Mechanismen, die
zu einer rapiden Nekrotisierung der Kardiomyozyten fiihren, welche sich von der
subendokardialen bis in die subepikardiale Schicht zieht (Frangogiannis, 2015).

Bereits circa vier bis sechs Stunden nach Infarkt kommt es zu einer mikroskopisch
sichtbaren Koagulationsnekrose. Dem zugrunde liegt eine Signalkaskade, in Gang gesetzt
durch das nekrotisierende Gewebe, welches im Verlauf zu einer ausgepragten
inflammatorischen Reaktion fuhrt. An dieser Reaktion sind viele verschiedenen
Immunzellen, unter anderem neutrophile Granulozyten, Monozyten, Makrophagen,
Mastzellen und dendritischen Zellen beteiligt (Zaidi et al., 2021).

Ausgelost wird die inflammatorische Reaktion unter anderem durch sogenannte damage-
associated molecular patterns (DAMPs). DAMPs sind endogene Molekiile, zum Beispiel
Hitzeschockproteine, die aus geschadigten Zellen freigesetzt werden und als
Gefahrensignal, sowie als Ausl6ser einer inflammatorischen Reaktion dienen (Roh and
Sohn, 2018). Dazu interagieren sie mit den sogenannten pattern recognition receptors
(PRRs). Diese PRRs existieren zum einen als |6sliche Rezeptoren, so wie auch als
Rezeptoren auf der Oberflache von Zellen des adaptiven Immunsystems und helfen so bei
dessen Aktivierung (Palm and Medzhitov, 2009).

Sechs bis 24 Stunden nach Infarkt bildet sich ein hyperamischer Randsaum mit einer
vermehrten Anreicherung von neutrophilen Granulozyten. Diese gelangen tber das
GefaRsystem gemeinsam mit anderen Blutzellen an das entziindete Gewebe. Dort
wandern sie entlang eines Konzentrationsgradienten der Signalstoffe, Chemokine, durch
das Endothel in die Zelle; wo sie mittels eines Transportprozesses, der als Chemotaxis
bezeichnet wird, an den Entziindungsherd gelangen. Die genannten Chemokine sind
Signalstoffe, wie beispielsweise C3a und C5a, welche als Teil des Komplementsystems
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eine wichtige Rolle in der Immunkaskade haben. Das Komplementsystem hat unter
anderem die Aktivierung von Makrophagen zur Folge, welche nekrotisiertes Gewebe
phagozytieren und damit den Prozess der Wundheilung und Gewebereparatur einleiten.
Der inflammatorischen Phase schlief3t sich dann die reparative und proliferative Phase an,
welche die strukturelle Stabilisierung des Ventrikels initiiert (Prabhu and Frangogiannis,
2016).

Drei bis sieben Tagen post Infarkt kommt es zur Entstehung von Granulationsgewebe,
sowie zu einer Unterdriickung der entziindlichen Reaktion. Fibroblasten vermehren sich,
differenzieren sich in Myofibroblasten und produzieren reichlich extrazellulare
Matrixproteine, um die strukturelle Stabilitat des infarzierten Ventrikels zu erhalten. Es
kommt zur Fibrosierung mit Expansion der extrazellularen Matrix. Dies kann entgegen der
urspringlichen Absicht im Verlauf zu einer erheblichen Einschrankung der ventrikularen
Pumpfunktion fihren (Frangogiannis, 2015; Prabhu and Frangogiannis, 2016).

Unter den genannten Immunzellen, die zur Aktivierung der Immunkaskade fihren, finden
sich unter anderem lymphatische Zellen, wie B-und T-Zellen. In den ersten sieben Tagen
nach Infarkt sind dabei primar die CD8+-zytotoxischen T-Zellen vertreten. Deren Funktion
ist noch nicht abschlieBend geklart, aber eine Studie von llatovskaya et al. zeigt deren
Einfluss auf die Quervernetzung der Kollagenfasern (llatovskaya et al., 2019). Acht
Wochen nach Infarkt Gberwiegen hingegen die CD4+-Th2-Helferzellen, welche durch ihre
Sekretion von Interleukin(IL)-4 und IL-13 eine ausschlaggebende Rolle in der
Kollagensynthese und somit fiir den Aufbau der extrazelluldren Matrix spielen (Zaidi et
al., 2021). Piroth et al. konnten bei Hyaluron-Synthase-3 (Has3)-defizienten Mausen im
Ischamie-/Reperfusions-Modell (I/R) neben einer groBeren Infarktnarbe und einer
reduzierten linksventrikularen Ejektionsfraktion, interessanterweise auch eine deutlich
verminderte Anzahl CD4-positiver-Zellen sowie eine Zunahme regulatorischer T- und
TH17-Zellen, im Vergleich zu Has3-suffizienten Mausen zeigen (Piroth et al., 2022). Dies
|asst einen engen Zusammenhang der Hyaluronsdure-Synthese und den damit
verbundenen kardialen Umbauprozessen, mit der T-Zell-gesteuerten Immunantwort nach
einem Ml vermuten.

Post Infarkt findet auBerdem eine Rekrutierung von B-Zellen statt, welche durch
Produktion von Antikdrpern (AK) sowie durch die Freisetzung von IL, sowohl pro-, als auch

antiinflammatorische Wirkung haben konnen (Daley and Bénézech, 2024).
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1.1.3 Therapie

Kardiovaskuldre Erkrankungen gelten in westlichen Landern als fihrende Todesursache,
wobei die koronare Herzkrankheit (KHK) fiir die Mehrzahl der Todesfélle in dieser
Klassifikation verantwortlich ist (Tsao et al., 2022). Zahlreiche Studien dokumentieren
einen Riickgang der Inzidenz von Ml im Zusammenhang mit der verstarkten Anwendung
moderner TherapiemaBnahmen. Insbesondere im letzten Jahrzehnt wurden erhebliche
Fortschritte in der Akutbehandlung des Ml erzielt. Reed et al. heben dabei insbesondere
die Weiterentwicklung der koronaren Revaskularisation sowie pharmakologischer
Therapiestrategien hervor (Reed et al., 2017).

Die sichere und rasche Diagnosestellung eines Ml stellt den ersten und essenziellen
Schritt fiir eine erfolgreiche Therapie dar. Im Fall eines ST-Hebungsinfarkts (STEMI) erfolgt
unmittelbar die Akutbehandlung, welche — sofern verfligbar — in der sofortigen koronaren
Revaskularisation mittels Herzkatheter besteht. Patienten, die mittels primarer
perkutaner koronarer Intervention (PCl) behandelt werden, erhalten in der Regel eine
duale Thrombozytenaggregationshemmung mit Acetylsalicylsdure und einem P2Y12-
Inhibitor, ergdnzt durch ein parenteral verabreichtes Antikoagulans. Koeth et al. konnten
in einer Studie eine signifikante Verbesserung der Prognose durch die PCI-Therapie
nachweisen (Koeth et al., 2009).

Ist eine PCl innerhalb von 120 Minuten nicht realisierbar, stellt die medikamentose
Fibrinolyse eine sinnvolle Alternative dar. Daruber hinaus ist bei Patienten mit hohem
Rezidivrisiko oder hamodynamischer Instabilitdt die koronare Bypass-Operation eine
etablierte Therapieoption. Diese kann sowohl als Notfallintervention als auch elektiv

durchgefiihrt werden (Ibanez et al., 2018).

Das postakute Management zielt primar darauf ab, die kardiale Belastung durch
medikamentdse Therapie zu reduzieren. Der Einsatz von B-Blockern dient der Senkung
von Herzfrequenz und myokardialer Sauerstoffnachfrage sowie der Pravention von
Arrhythmien. Inhibitoren, welche das Angiotensin-Konversions-Enzym (ACE) hemmen,
werden eingesetzt, um einem unglinstigen ventrikularen Umbau im Infarktgebiet
entgegenzuwirken. Zusatzlich ist die Fortfiihrung einer dualen Plattchenhemmung, analog
zur Therapie bei PCl, Standard. Alternativ kann eine Triple-Therapie, bei der ein weiteres

Antikoagulans erganzt wird, zur Sekundar- und Rezidivprophylaxe indiziert sein (Ibanez et
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al., 2018; Thygesen et al., 2019). In den letzten Jahren haben Statine zunehmend an
Bedeutung in der Nachsorge gewonnen, da sie das Fortschreiten der KHK signifikant
reduzieren (Kinlay and Ganz, 2003).

Neben der medikamentosen Therapie stellt die Lebensstilmodifikation eine zentrale Saule
in der MI-Nachsorge dar. Hierbei sind insbesondere die Kontrolle von Blutzucker und
Blutdruck, eine konsequente Rauchentwohnung, eine Gewichtsreduktion sowie

regelmalige korperliche Aktivitat von hoher Bedeutung (Doughty et al., 2017).
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1.2 Kardialer Metabolismus bei Infarkt

Das gesunde Herz weist einen enorm hohen Energieverbrauch auf. Um die groRen
Mengen an Adenosintriphosphat (ATP) zu produzieren und somit sowohl die
Muskelkontraktion als auch den Elektrolythaushalt aufrechtzuerhalten, bezieht das Herz
etwa 95 % seiner Energie (iber die oxidative Phosphorylierung. Diese verknlipft die
Atmungskette mit der ATP-Synthese, wobei freie Fettsdauren (FS) und Kohlenhydrate,
insbesondere Glukose, als primdre Substrate dienen. Die restliche Energie wird tber die
Glykolyse bereitgestellt (Lopaschuk, 2017).

Im Rahmen eines Myokardinfarkts flihrt der ausgepragte Sauerstoffmangel zu einer
verstarkten ATP-Produktion durch anaerobe Glykolyse. Dabei entstehen vermehrt
Protonen, die zu einem Ungleichgewicht im Elektrolythaushalt und einem
Calciumiiberschuss in den Kardiomyozyten fiihren. AuRerdem steigt der Laktatspiegel an,
was eine Laktatazidose beglinstigen kann. Diese metabolischen Veranderungen und die
Anhaufung von Stoffwechselprodukten wie Laktat und Protonen beeintrachtigen die
Herzfunktion zusatzlich. Wahrend der Reperfusionsphase verschiebt sich die
Energiegewinnung wieder vermehrt hin zur Fettsdaureoxidation, zulasten der
Glukoseoxidation (Lopaschuk, 2017).

Die reduzierte Herzleistung und das daraus resultierende verringerte Herzzeitvolumen
aktivieren kompensatorische Mechanismen. Hierzu zahlt die B-adrenerge Stimulation, die
eine Ausschittung von Katecholaminen bewirkt, um die Inotropie und Chronotropie zu
steigern (Lopaschuk et al., 2010). Katecholamine werden in der Nebennierenrinde
gebildet und sowohl aus sympathischen Nervenfasern als auch endogen aus dem
Myokard freigesetzt. In den ersten zehn Minuten der Ischdamie erfolgt eine massive
Noradrenalin-Freisetzung durch Exozytose an den sympathischen Nervenendigungen. In
der darauffolgenden Phase von 30 Minuten sammelt sich Noradrenalin im extrazellularen
Raum an, wird jedoch iber Carrier-Systeme rezykliert. Nach tiber 40 Minuten fiihrt die
erhohte Noradrenalin-Konzentration durch gesteigerte Membranpermeabilitat zur
Zellnekrose (Schomig, 2019). Petersen et al. konnten zeigen, dass Patienten, die bei
Aufnahme initial einen normal bis niedrigen Katecholaminspiegel nach akutem Ml
zeigten, bei Entlassung eine bessere linksventrikuldre Ejektionsfraktion aufwiesen als
Patienten mit initial erhohtem Katecholamin-Spiegel (Petersen et al., 2003). Weitere

Studien untermauern den schadlichen Einfluss eines prolongierten Katecholamin-
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Anstiegs, der unter anderem zu vermehrter Fibrose (Mascolo et al., 2017) und zu einem
gesteigertem Sauerstoffverbrauch (Grassi et al., 2015) beitragt.

Mit dem Anstieg der Katecholamine, kommt es auBerdem zu einer vermehrten 3-
adrenergen Stimulation der peripheren Lipolyse (Young and Zechner, 2013), durch welche
in Fettdepots gespeicherte Triacylglyceride (TAGs) in unveresterte FS und Glycerin
gespalten und freigesetzt werden (Duncan et al., 2007). Dieser Prozess wird maRgeblich
durch die Adipozyten-Triglycerid-Lipase (ATGL) und die Hormon-sensitive Lipase (HSL)
katalysiert. Das Uberangebot an freien FS fiihrt zu einer Riickkopplung, die die
Glukoseaufnahme hemmt und somit den Glukoseabbau in den Zellen reduziert. Dieser
Regulationsmechanismus wird als ,Glukose-Fettsaure-Zyklus“ oder ,,Randle-Cycle”
bezeichnet. Er beschreibt den wechselseitigen hemmenden Effekt, den Metabolite der
Fettsdureoxidation auf die Glykolyse und umgekehrt Metabolite der Glykolyse auf die

Fettsdureoxidation ausiiben (Hue and Taegtmeyer, 2009; Randle et al., 1963).
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1.3 Akuter Myokardinfarkt, weiles Fettgewebe und periphere Lipolyse

Das weilde Fettgewebe (FG) spielt eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie
kardiovaskularer und metabolischer Erkrankungen. Erkrankungen wie Adipositas und Typ-
2-Diabetes mellitus sind mit einer erhéhten Pravalenz fir Myokardinfarkte
vergesellschaftet (Gruzdeva et al., 2018). Physiologischerweise dient das weiRe FG als
Energiespeicher fiir katabole Stoffwechsellagen. Die gespeicherte Energie liegt in Form
von TAGs vor, die im Rahmen der Lipogenese aus aktiviertem Glycerin und freien FS
synthetisiert werden (Young and Zechner, 2013).

Im akuten Ml aktiviert der Kérper verschiedene Kompensationsmechanismen, um das
verminderte Herzzeitvolumen kurzfristig auszugleichen. Wie bereits erlautert, fihrt die
Aktivierung des Sympathikus zu einer verstarkten Ausschittung von Katecholaminen,
welche wiederum Bs-adrenerge Rezeptoren im weiRen FG stimulieren. Uber den Gs-
Signalweg wird die Adenylatcyclase aktiviert, die die Umwandlung von ATP zu zyklischem
Adenosinmonophosphat (cCAMP) katalysiert. cAMP wirkt als second messenger und
aktiviert die Proteinkinase A (PKA). Die PKA aktiviert die Lipolyse durch zwei
Hauptmechanismen: Erstens phosphoryliert sie das Protein Perilipin-1, das auf der
Oberflache der Lipidtropfen lokalisiert ist und diese unter Ruhebedingungen vor dem
Zugriff lipolytischer Enzyme schiitzt (Sztalryd and Brasaemle, 2017). Durch die
Phosphorylierung wird die Schutzfunktion aufgehoben und Co-Aktivatoren der ATGL
freigesetzt, was zu einer erhohten ATGL-Aktivitat flihrt. Zweitens phosphoryliert die PKA
direkt die HSL, die daraufhin zur Oberflache transloziert und dort DAG zu
Monoacylglycerol (MAG) abbaut (Holm, 2003; Miyoshi et al., 2006; Sztalryd et al., 2003).
Die finale Spaltung von MAG zu Glycerin und freier FS erfolgt durch die Monoacylglycerol-
Lipase (MGL). Die gesamte Lipolyse wird somit durch die Enzyme ATGL, HSL und MGL
katalysiert (Young and Zechner, 2013).

Die freigesetzten freien FS werden iberwiegend in Skelettmuskelgewebe, Leber und Herz
aufgenommen. Besteht jedoch ein Missverhaltnis zwischen dem Angebot an Lipiden und
deren oxidativer Verwertung, kommt es zur intrazelluldren Lipidakkumulation. Die daraus
resultierenden toxischen Effekte werden als Lipotoxizitat bezeichnet (Ghaben and
Scherer, 2019). Dabei beschreibt eine Lipotoxizitdt die Konstellation aus gestértem FS-
Stoffwechsel, kardialer Lipidiiberladung und kontraktiler Dysfunktion ( Sharma et al.,

2004).
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1.4 Adipozyten-Triglycerid-Lipase

Die Adipozyten-Triglycerid-Lipase (ATGL) spielt eine zentrale Rolle in der Lipolyse und
wird daher als vielversprechender therapeutischer Ansatz bei Stoffwechselerkrankungen
betrachtet. Sie katalysiert den ersten Schritt der Lipolyse, bei dem TAG zu Diacylglycerol
(DAG) und freien FS abgebaut wird (Cerk et al., 2018). Seit Entdeckung der ATGL hat sich
das Verstandnis der intrazelluldren Mobilisierung freier FS entscheidend
weiterentwickelt. Die ATGL ist in kleinen Konzentrationen im Gewebe der Muskulatur, der
Leber, des Herzens und des Gastrointestinaltraktes zu finden. Zum gréRten Teil katalysiert
das Enzym jedoch im weiRen und braunen FG (Schreiber et al., 2019). Die Aktivitdt und
Expression des Gens wird transkriptionell und post-transkriptionell reguliert
(Zimmermann et al., 2004). Die Regulation des Enzyms wird dabei als eine entscheidende
Schnittstelle zwischen dem Lipidangebot und dem Lipidbedarf betrachtet, da
Uberschissige FS die bereits genannten lipotoxischen Effekte hervorrufen kénnen (Cerk
et al., 2018).

Die freien FS dienen im Weiteren als Vorstufen fir Membranlipide, wie beispielsweise
Glykolipide, spielen aber auch als Liganden fiir nukleare Rezeptoren eine wichtige Rolle.
Freie FS gelten auBerdem nach Verwertung im Citratzyklus als effektivste Energiequelle,
sie sind dabei dem Protein- und Kohlenhydratabbau iberlegen. Demnach gilt die ATGL,
aufgrund der Freisetzung freier FS, als ein Schliisselenzym fiir die Energie-Homdostase
des ganzen Korpers (Schreiber et al., 2019).

Auch im kardialen Metabolismus spielt die ATGL eine maligebliche Rolle. Haemmerle et
al. konnten 2006 erstmals nachweisen, dass eine genetische Inaktivierung der ATGL,
durchgeflihrt an einem Ganzkorper-Knockout (KO), unter anderem, zu einer
Akkumulation von Lipiden im Herzen, einer verminderten kardialen Funktion und im
Rahmen dessen zu einem friihzeitigen Herztod fiihrt (Haemmerle et al., 2006).

Seit einigen Jahren wird daher an einem kompetitiven Inhibitor der ATGL geforscht, dem
Atglistatin, welcher spezifisch die murine ATGL in FG und Leber hemmt (Mayer et al.,
2013; Schweiger et al., 2017; Thiele et al., 2021). In einer Studie von Schweiger et al.
konnte ein positiver Einfluss auf die Insulinresistenz sowie die Glukosetoleranz unter
Atglistatin-Gabe in Mdusen nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich auch bei Langzeit-
Behandlung mit Atglistatin, im Vergleich zu ATGL-KO Modellen, keine Lipidakkumulation

(Schweiger et al., 2017). Parajuli et al. zeigten aulRerdem eine verbesserte kardiale

20



Funktion durch die Behandlung mit Atglistatin, bei druckinduzierter Herzinsuffizienz in
Mausmodellen (Parajuli et al., 2018). Dabei sind die genauen zugrundeliegenden
Mechanismen der kardioprotektiven Wirkung des Atglistatins nicht abschlieend geklart.
Die Wirkung von Atglistatin wurde von unabhangigen Arbeitsgruppen in verschiedenen
Spezies untersucht. Dabei konnte eine artenspezifische Wirkung der ATGL-Inhibition
festgestellt werden, bisher zeigte sich dabei jedoch keine effektive Inhibition der
humanen Lipolyse durch Atglistatin-Gabe (Grabner et al., 2022; Schweiger et al., 2017).
Daraufhin entwickelten Grabner et al. 2022 einen selektiven Inhibitor der humanen ATGL,
NG-497, dessen sichere Lipolyse-Inhibition sich jedoch, vor Anwendung im Menschen,

erst in praklinischen Studien zeigen muss (Grabner et al., 2022).
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1.5 ATGL-Inhibition fiihrt zu einer Verbesserung der kardialen Funktion

Die ATGL wurde 2004 im Rahmen unabhangiger experimenteller Studien identifiziert
(Jenkins et al., 2004; Villena et al., 2004; Zechner et al., 2005; Zimmermann et al., 2004).
Seitdem stellt das Enzym einen zentralen Forschungsschwerpunkt zahlreicher
Arbeitsgruppen dar. Untersuchungen an KO- sowie transgenen Mausmodellen haben
seither entscheidend zum Verstandnis der (patho-)physiologischen Funktionen der ATGL
beigetragen (Schreiber et al., 2019). Die ATGL gilt als vielversprechendes Ziel
therapeutischer Interventionen zur Verbesserung der Herzfunktion, was die im Weiteren
aufgefiihrten Studien belegen:

Salatzki et al. untersuchten als eine der ersten Arbeitsgruppen den Einfluss der Lipolyse,
spezifisch der ATGL, im Kontext einer kardialen Insuffizienz. Zu diesem Zweck wurden
Mause mit einem Adipozyten-spezifischen ATGL-KO generiert. Diese Tiere wurden einer
transversalen Aortenkonstriktion unterzogen, um eine druckvermittelte Herzinsuffizienz
zu modellieren. Zur Beurteilung der kardialen Funktion wurden unter anderem die
linksventrikulare Muskelmasse, der diastolische linksventrikulare Durchmesser sowie
Verdanderungen im Lipidom analysiert. Die KO-Mause zeigten im Vergleich zur
Kontrollgruppe verringerte Spiegel freier FS, eine veranderte Lipidom-Zusammensetzung
sowie eine signifikant verbesserte systolische Ejektionsfraktion. Zudem wiesen sie eine
reduzierte linksventrikulare Dilatation auf.

Dariiber hinaus zeigte sich im ATGL-KO eine Reduktion pro-apoptotischer Lipide. Diese
Beobachtung legt nahe, dass die Inhibition der ATGL im FG das Herz vor nachteiligen
Veranderungen im kardialen Lipidom schiitzen kann. (Salatzki et al., 2018).

2018 berichteten Parajuli et al. Gber vergleichbare Ergebnisse: Auch diese
Forschungsgruppe nutzte die Methode der transversalen Aortenkonstriktion, um eine
druckinduzierte Herzinsuffizienz zu modellieren. Die ATGL-Knockout-M&use wiesen, in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Salatzki et al., eine erhohte linksventrikuldre
Ejektionsfraktion im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Zusatzlich zum genetischen KO
wurde eine pharmakologische Hemmung der ATGL mittels Atglistatin durchgefiihrt. Dabei
zeigte sich eine reduzierte linksventrikuldare Hypertrophie, sowie Hinweise auf eine
verminderte druckbedingte Belastung des Lungenkreislaufs (Parajuli et al., 2018).

In einer weiteren Studie konnten Thiele et al. die kardioprotektiven Effekte einer Lipolyse-

Inhibition mittels Atglistatin in einem Mausmodell nachweisen. Zur Simulation eines
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Katecholamin-vermittelten Herzschadens wurde Isoproterenol (ISO), ein Noradrenalin-
Derivat, eingesetzt. Die Verabreichung von ISO fiihrte zu einer beeintrachtigten
Herzfunktion, die auf subendokardiale fibrotische und pro-apoptotische Prozesse
zuriickgefihrt wurde, ausgeldst unter anderem durch die Katecholamin-induzierte
Freisetzung freier FS. Die Behandlung mit Atglistatin, mit Beginn vor Verabreichung des
ISO, flihrte nicht nur zu einer Verringerung der freien FS, sondern auch zu einer
signifikanten Reduktion pro-fibrotischer und pro-apoptotischer Vorgange (Thiele et al.,
2021).

In einer Studie von Takahara et al. fliihrte sowohl die pharmakologische ATGL-Inhibition
mit Atglistatin, als auch der genetische ATGL-Knockout nach einer zweiwdéchigen, 1SO-
induzierten chronischen adrenergen Stimulation, zu einer Verbesserung der zuvor
ausgeldsten kardialen Dysfunktion. Dabei wurde eine Reduktion der linksventrikuldaren
Hypertrophie und Fibrosierung, sowie eine verminderte Sekretion von Galektin-3
beobachtet. Galektin-3 spielt eine zentrale Rolle als Aktivator von Makrophagen und als
Induktor pro-fibrotischer Prozesse. Damit konnte eine Abnahme der ISO-induzierten
kardialen Inflammation und des kardialen Umbaus durch die Inhibition der ATGL
nachgewiesen werden (Takahara et al., 2021).

Die oben genannten Arbeiten beweisen also, dass eine genetische, beziehungsweise
pharmakologische ATGL-Inhibition zu einer verbesserten kardialen Funktion fiihrt
(Parajuli et al., 2018; Salatzki et al., 2018; Takahara et al., 2021; Thiele et al., 2021).
Bottermann et al. untersuchten in einer 2021 veroffentlichten Studie, inwieweit die
periphere Inhibition der Lipolyse mittels Atglistatin die Pathophysiologie der
myokardialen Ischdamie beeinflusst. Hierzu wurde Atglistatin zur Hemmung der ATGL zwei
Tage vor einer 60-minttigen kardialen Ischamie verabreicht. Sieben Tage nach
Reperfusion zeigte sich eine signifikant verbesserte systolische Pumpfunktion.
Interessanterweise ging diese funktionelle Verbesserung nicht mit einer Reduktion der
InfarktgroRe einher (Bottermann et al., 2021). Dies legt nahe, dass die protektiven Effekte
der Lipolyseinhibition auf die kardiale Funktion nicht primar durch eine Verringerung des
ischamischen Gewebeschadens, sondern vielmehr durch alternative Mechanismen

vermittelt werden.
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1.6 Fett-assoziierte lymphoide Cluster

Fett-assoziierte lymphoide Cluster (FALCs) bezeichnen Ansammlungen von Immunzellen
im FG, die Uberwiegend aus B- und T-Lymphozyten bestehen, aber auch Makrophagen
und weitere Zellen des adaptiven Immunsystems umfassen (Cruz-Migoni and Caamafio,
2016). Auch TH2-Helferzellen sind in FALCs nachweisbar; sie spielen eine zentrale Rolle
bei der Proliferation von B-Zellen (Moro et al., 2010). FALCs befinden sich im viszeralen
FG, insbesondere im Omentum, Mesenterium und Mediastinum, im gonadalen FG sowie
im Perikard. Wahrend im Omentum die sogenannten , milky spots“ (dt.: milchige Flecken)
die groBten lymphoiden Ansammlungen darstellen, gelten FALCs in der Peritonealh6hle,
im Mediastinum und insbesondere im Perikard als primare Orte der Immunantwort
(Bénézech et al., 2015). Charakteristisch fur FALCs ist ihr enger Kontakt mit umgebenden
Adipozyten, da ihnen, anders als klassischen Lymphknoten, eine kapselartige Abgrenzung
fehlt. Die assoziierten Adipozyten sind morphologisch heterogen und variieren in Grof3e
und Form (Moro et al., 2010). Dariber hinaus sind FALCs stark vaskularisiert. Sie
enthalten glomeruldre GefaRstrukturen sowie postkapillare Hochendothelvenolen,
welche die Leukodiapedese ermdglichen und insbesondere in inflammatorischen
Prozessen von Bedeutung sind (Daley and Bénézech, 2024).

Im Vergleich zu anderen lymphoiden Geweben fillt in den FALCs die hohe Dichte an B1-
und B2-Zellen auf. B1-Zellen gelten als regenerierbare Immunzellen mit Funktionen, die
dem angeborenen Immunsystem zugeordnet werden, wahrend B2-Zellen dem adaptiven
Immunsystem angehdren und primar humorale Immunantworten vermitteln (Jr et al.,
2001). Eine aktuelle Ubersichtsarbeit von Bénézech et al. beschreibt detailliert, wie FALCs
im Omentum die Immunantwort koordinieren: B1-Zellen entfalten dabei iberwiegend
antiinflammatorische Wirkungen, wohingegen B2-Zellen durch die Sekretion
autoreaktiver IgG-Antikorper und proinflammatorischer Zytokine inflammatorische
Prozesse verstarken (Daley and Bénézech, 2024). Darliber hinaus konnten regulatorische
B-Zellen innerhalb der FALCs identifiziert werden, die durch die Produktion von IL-10
sowie die Inhibition CD8-positiver T-Zellen immunmodulatorisch und antiinflammatorisch
wirken (Lemoine et al., 2009).

Arbeiten von Jackson-Jones und Bénézech zeigen, dass bei pleuraler Inflammation —
induziert durch inhalative Verabreichung von Litomosoides sigmodontis und Alternaria

alternata — eine schnelle Aktivierung mediastinaler FALCs erfolgt, begleitet von einer B-
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Zell-Aktivierung (Jackson-Jones and Bénézech, 2020). Solche Inflammationsprozesse
gehen mit einer schnellen Neubildung von Lymphclustern, einer Umstrukturierung der
zellularen Zusammensetzung sowie einer Aktivierung von B- und T-Lymphozyten einher
(Cruz-Migoni and Caamafio, 2016). Die Aktivierung von B-Zellen erfolgt unter anderem
Uber Toll-like-Rezeptoren (TLR), einer Klasse von pattern recognition receptors (PRRs),
woraufhin sie zu FALCs migrieren und dort proliferieren. In diesem Kontext kommt es zur
Produktion von IgM-Antikorpern (Bénézech et al., 2015). Stromazellen innerhalb der
FALCs sezernieren zudem das Zytokin IL-33, welches Typ-2-innate lymphoid cells (ILC2)
aktiviert. Diese wiederum setzen IL-5 frei, das die weitere Aktivierung von B-Zellen sowie
deren IgM-Produktion stimuliert (Moro et al., 2010). Der genaue Mechanismus der IL-33-
Freisetzung aus Stromazellen ist bislang noch nicht vollstandig verstanden. Zusatzlich zur
B-Zell-Aktivierung wurde auch eine T-Zell-Antwort in FALCs beschrieben (Rangel-Moreno
et al., 2009). Die meisten dieser Befunde stammen aus Studien mit murinen FALCs im
Omentum oder der Pleurahdhle, lassen sich jedoch auch auf mediastinale FALCs
Ubertragen, die eine zentrale Rolle bei inflammatorischen Reaktionen, besonders im Falle
eines Myokardinfarkts spielen. Hierbei kommt es infolge ischamischer Gewebeschadigung
ebenfalls zu ausgepragten Inflammationsprozessen.

Basierend auf den genannten Erkenntnissen wurde in dieser Arbeit die Hypothese
aufgestellt, dass die Zusammensetzung der Immunzellpopulation in FALCs durch die
Inhibition der Lipolyse beeinflusst wird und diese verdanderte Zellkomposition das kardiale
Remodelling nach Myokardinfarkt moduliert.

Diese Hypothese stiitzt sich unter anderem auf eine Studie von Horckmans et al., in der
nach kardialem Infarkt, ein ausgepragtes Wachstum des mediastinalen FG sowie ein
starker Anstieg von B-Zellen, insbesondere Granulozyten-stimulierender B-Zellen, in
einem Mausmodell beobachtet wurde. Diese Zellen fordern die Infiltration neutrophiler
Granulozyten ins Myokard und stehen im Zusammenhang mit verstarkter Fibrosierung.
Eine Entfernung des mediastinalen FG in CB2-Rezeptor-defizienten Mdusen konnte die
Fibrosierung sowie die damit einhergehende Einschrankung der Herzfunktion verhindern
(Horckmans et al., 2018).

Zusammenfassend deuten die vorliegenden Daten auf eine entscheidende

immunregulatorische Rolle der FALCs im Rahmen ischamischer Herzerkrankungen hin.
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1.7 Ziele der Arbeit

Das viszerale FG spielt bekanntermalien eine zentrale Rolle im Immunsystem und ist
wesentlich an der Regulation akuter Inflammationen sowie chronischer Erkrankungen
beteiligt (Batra and Siegmund, 2012; Frihbeck, 2008).

Zahlreiche Studien weisen auf die immunologische Relevanz des mediastinalen FG und
der darin lokalisierten FALCs hin. Im Rahmen eines ischamischen Ereignisses kommt es zu
einer verstarkten Rekrutierung von Immunzellen in diese Strukturen, die wesentlich an
der Koordination der Immunantwort beteiligt sind. Dadurch nehmen sie Einfluss auf die
Herzgewebereparatur sowie das postischamische kardiale Remodelling (Bénézech et al.,
2015; Horckmans et al., 2018). Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, die Zellkomposition
innerhalb der FALCs im Rahmen eines murinen MI-Modells detailliert zu analysieren.

Ein weiterer Fokus dieser Arbeit lag auf der Rolle der Lipolyse im Kontext der
ischamischen Herzerkrankung. Nach einem Ml ist eine Katecholamin-bedingt gesteigerte
periphere Lipolyse zu beobachten, die mit erhdhten Spiegeln freier FS und einer damit
verbundenen Lipotoxizitat einhergeht. Diese kann zum Untergang von Kardiomyozyten
beitragen und so die kardiale Dysfunktion weiter verstarken. In einigen Studien konnte
gezeigt werden, dass eine pharmakologische Inhibition der Lipolyse, einhergehend mit
reduzierten Plasma-FS, lipotoxische Effekte abschwachen (Girousse et al., 2013; Perry et
al., 2015; Schoiswohl et al., 2015) und die kardiale Funktion verbessern kann (Parajuli et
al., 2018; Takahara et al., 2021; Thiele et al., 2021).

Vor dem Hintergrund dieser Erkenntnisse wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht,
ob die Inhibition der Lipolyse im Rahmen eines Ml die Immunzellzusammensetzung in den
FALCs so beeinflusst, dass es zu abgeschwachten Inflammationsprozessen kommt. Dies
kdénnte in der Folge durch eine Modulation des kardialen Remodellings zu einer
verbesserten Herzfunktion fiihren.

Zu diesem Zweck wurden verschiedene murine Lipolyse-Inhibitionsmodelle mit
unterschiedlichen Entnahmezeitpunkten und Inhibitionsintervallen hinsichtlich ihrer
Wirksamkeit evaluiert. Dabei wurde das entnommene mediastinale FG hinsichtlich
AdipozytengroRe, GréRe der FALCs und Immunzellkomposition innerhalb der Cluster

analysiert und statistisch ausgewertet.
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2 Material und Methoden

2.1 Arbeitsmittel

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

2.1.1.1 Aligemeine Chemikalien

Tabelle 1: Allgemeine Chemikalien

Chemikalie

Verwendung

Hersteller

Roticlear
Ethanol (70%, 96%, abs.)

Citrat-Puffer (pH 6,0)

Triton (t-Octylphenoxypoly-
ethoxyethanol)

PAP-Pen

Roti Mount DAPI Fluor Care
Hamalaun

1% HCI (Salzsaure)

1% Eosin

Roti Mount

Xylolersatz

Reinigen des
Objekttragers
Antigendemaskierung

Zelllyse

Hydrophober Barriere-
Fettstift

Eindeckmittel
HE-Farbung
HE-Farbung
HE-Farbung

Eindeckmedium

Carl Roth
Technisolv- VWR

BIOZOL
Sigma-Aldrich

DCS- Innovative Diagnostik
Systeme

Roti Mount, Carl Roth
Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth

RotiMount, Carl Roth

Tabelle 2: Weitere Lésungen

Puffer

Zusammensetzung

Phosphat-gepufferte
Salzlésung (PBS)

Tris-gepufferte
Salzlosung (TBS)

Blockierungs-Lésung

0,137 M NacCl, 0,0027 M KCl, 0,01 M Na2HPO,, 0,0018 M

KH2PO4

20 mM Tris, 150 mM NaCl

20mM Tris, 137mM NaCl, 10% (V/V) fetales Kalbserum,

1% (m/V) Serumalbumin
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2.1.1.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Gerdite und Verbrauchsmaterialien

Gerat /

Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller

Automatisches

Probenvorbereitungsgerat

Mikrotom

Wasserbad

Objekttrager

Brutschrank
Dampfgarer
Sterile Werkbank
(+Abzug)
Zentrifuge

Vortexmischer

Pipetten (10,100,1000pl)
Reagenzgefal

Reagenzgefal

Prazisionswaage

Magnetriihrer

Magnetriihrstabe
Kuhlschrank

Inkubationskammern

Deckglaser (24x50/60mm)

Tissue Tek VIP

HistoCore Autocut

Inkubationsbad

Super Frost plus

Thermo Inkubator B6120

Intellisteam

Mini Spin plus

Dual press to mix Vortex
Mixer

Research Plus

Safe Lock Tubes (1ml,
1,5ml, 2ml)

Cellstar Tubes (15ml,
50ml)

Sartorius Practum

RH basic 2

Ultratiefkthlschrank (-
20°C, -4°C)

Fast Wells-
Inkubationskammer

Eindeckglas

Sakura Finetek

Leica Biosystems
GFL- Gesellschaft fur
Labortechnik

R. Langenbrick GmbH/
Marienfeld

Heraeus Group
Morphy Richards

Vinitex

Eppendorf SE
Snijders Labs

Eppendorf SE
Eppendorf SE

Greiner Bio-One

Sartorius

IKA Labor- und
Analysetechnik
Fisherbrand
Liebherr

Fast Wells

Engelbrecht-
Medizintechnik
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2.1.1.3 Mikroskop

Tabelle 4: Mikroskope

Mikroskop Bezeichnung Hersteller
Lichtmikroskop Axioster plus Leica
Fluoreszenzlichtquelle HXP 120C Zeiss
Mikroskop Axio Imager M2m Zeiss
2.1.1.4 Primare Antikorper
Tabelle 5: Primdire Antikérper
Name Nummer Eingesetzte Spezies  Hersteller
Verdiinnung
CD3 5690 1:100 Rabbit abcam
CD19 MCA1439 1:100/ 1:200/ 1:500 Rabbit BioRad
CD19 1:100 Rat Invitrogen
CD19 D4Vv4B 1:100/ 1:200/ 1:500 Rabbit CellSignaling
CD20 64088 1:50/ 1:100/ 1:200 Rabbit abcam
PAX 5 109443 1:100/ 1:200/ 1:500 Rabbit abcam
B220/ 1:100/ 1:200 Rabbit Novus
CD45-R Biologicals
2.1.1.5 Sekundare Antikérper fiir Inmunfluoreszenz
Tabelle 6: Sekunddire AK fiir die Inmunfluoreszenz
Name Eingesetzte Spezies Hersteller
Verdiinnung
IgG Alexa Fluor 1:200 anti-rabbit Invitrogen
647
IgG Alexa Fluor 1:200 anti-rabbit Invitrogen
568

Weitere Fluoreszierende Materialien: Alexa Fluor 488 Konjugat von 488, Thermo Fisher
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2.1.2 Softwaresysteme

Tabelle 7: Softwaresysteme

Programm Firma

Anwendung

Image J (Freeware) National Institutes of Health,

Bethesda, Maryland

Graph Pad Prism Graph Pad Prism Software,

Inc.
Zen Zeiss Software, Carl Zeiss
Excel Microsoft

Auswertung der Adipozyten und
Immunfluoreszenz (Schneider et
al., 2012)

Statistische Analyse
Bildverarbeitungssystem des

Mikroskops

Tabellenkalkulation
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2.1.3 Herstellerverzeichnis

Tabelle 8: Herstellerverzeichnis

Hersteller

Hauptsitz

Abcam

Greiner Bio-One

Bio-Rad

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH
Carl Roth

Cell Signaling Technology

DCS- Innovative Diagnostik Systeme

Engelbrecht Medizin- und Labortechnik

GmbH

Eppendorf SE

GFL- Gesellschaft fiir Labortechnik
Graphpad Software

Heraeus Group

IKA- Werke

Leica

LI-COR

Paul Marienfeld GmbH & Co.KG
Morphy Richards

R. Langenbrick Labor- und
Medizintechnik

Sakura

Sartorius

Sigma-Aldrich

Snijders

Technisolv, VWR Chemicals
Thermo Fisher Scientific

Vinitex Laboreinrichtungen GmBH

Zeiss

Cambridge, UK
Solingen, Deutschland
Hercules, CA, USA
Eching, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Danvers, MA, USA
Hamburg, Deutschland

Ederminde, Deutschland

Hamburg, Deutschland
Burgwedel, Deutschland

La Jolla, CA, USA

Hanau, Deutschland

Staufen im Breisgau, Deutschland
Wetzlar, Deutschland

Lincoln, NE, USA
Lauda-Kénigshofen, Deutschland
Mexborough, UK

Emmendingen, Deutschland

Staufen im Breisgau, Deutschland
Géttingen, Deutschland

St. Louis, MO, USA

Tilburg, Netherlands

Radnor, Pennsylvania, USA
Waltham, MA, USA

Coswig, Deutschland

Oberkochen, Deutschland
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2.2 Methoden

2.2.1 Verwendete Gewebe

Alle Tierexperimente der vorliegenden Arbeit wurden gemal$ nationaler
Tierschutzrichtlinien durchgefiihrt und durch das Komitee des Landesamtes fir Natur,
Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen genehmigt (LANUV,
Recklinghausen, Tierversuchsgenehmigung AZ: 81-02.04.2019.A397 und 81-
02.04.2018.A079). Fir die vorliegende Arbeit war kein Ethikvotum erforderlich. Die Tiere
wurden unter Raumtemperatur (20-22°C) und bei einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12
Stunden gehalten. Dabei wurden ausschlieBlich mannliche Mause im Alter von 10-15
Wochen verwendet. Sie hatten stets freien Zugang zu Leitungswasser und Standardfutter.
Die Durchfiihrung der Tierversuche sowie die Organentnahmen erfolgte durch Dr. med.

Katharina Bottermann.
2.2.1.1 Ligatur-Anlage und Induktion der Ischamie

Zur experimentellen Induktion eines Ml in den Mausen wurde in einem zweistufigen
Verfahren zunachst eine Ligatur angelegt, die es ermdglichte, die Ischdmie am
geschlossenen Thorax 3-7 Tage nach der Anlage durchzufiihren (Nossuli et al., 2000).
Dazu wurde unter Ketamin/Xylazin-Narkose eine Ligatur um die linke Koronararterie
angelegt, diese jedoch nicht zugezogen, die Fadenenden aus dem Thorax herausgefiihrt
und in einer Hauttasche positioniert. Nach drei bis sieben Tagen erfolgte dann die
Induktion der Ischamie unter Isoflurannarkose fiir 60 Minuten bei geschlossenem Thorax.
Dabei wurde lediglich die Haut er6ffnet, die angelegten Faden aus der Hauttasche
entnommen und mit Gewichten unter Spannung gesetzt, um die Ischamie auszuldsen.
Eine Ischdmie-Zeit von 60 Minuten wurde unter standiger Uberwachung der
Vitalparameter und Temperatur durchgefiihrt. Die postoperative Analgesie erfolgte mit
Buprenorphin. Bei den Sham-operierten Kontrollen, wurde die gleiche Prozedur ohne Zug
auf die Faden durchgefiihrt.

Diese Experimente wurden von Dominik Semmler und Dr. Katharina Bottermann

durchgefihrt.
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2.2.1.1 Entnahme und Einbettung

Fiir die vorliegende Arbeit wurde das mediastinale FG durch Dr. Katharina Bottermann,
Dr. Luzhou Wang und Heba Zabri nach Tétung der Versuchstiere entnommen. Das
Gewebe wurde in Paraffin eingebettet, welches eine aufwendigere Nachbereitung des
Gewebes erforderlich macht, fur die Strukturhaltung der Schnitte allerdings von Vorteil
ist. Nach einer Ubernacht-Fixierung in 4%- Formalin bei 4°C, wurden die Proben

entwassert, in Paraffinbldcke eingebettet und gekdhilt.
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2.2.2 Modellreihen

Im Rahmen dieser Dissertation wurde der Einfluss einer Lipolyse-Inhibition auf die FALCs
nach oder wahrend kardialer Ischamie getestet. Daflir wurden drei verschiedene Maus-
Modelle zur Lipolyse-Inhibition angewandt, die zuvor einer Operation zur Induktion einer
kardialen Ischamie unterzogen wurden. Zudem wurde der Einfluss der kardialen Ischamie
mit anschlieRender Reperfusion im Vergleich zu einer Schein-Operation (Sham) zu zwei
verschiedenen Entnahmezeitpunkten untersucht.

Das entnommene mediastinale Gewebe wurde dann hinsichtlich der Adipozytengrofie,

der ClustergrofRe sowie der Immunzellkomposition der FALCs eruiert.

2.2.2.1 Ischdamie/ Reperfusion

Die M&use der I/R-Serie wurden einer kontrollierten kardialen Ischamie mit
anschliefender Reperfusion von 24 Stunden sowie nach 28 Tagen, wie unter 3.2.1.1
beschrieben unterzogen. Schematisch dargestellt ist das Modell in Abbildung (Abb.1). Die
Operation wurde von Frau Dr. Katharina Bottermann und Herrn Dominik Semmler

durchgefiihrt.

(¢ - 12 Wochen 3.7 1Tag 4 Wochen
S — _ Tage

Ligaturanlage

oP 24h 28d

60° Ischdmie

Abbildung 1: Schema des verwendeten Ischdmie-Modells, selbsterstellte Abbildung mit Modulen
von Smart Sevier, lizenziert unter einer "Creative Common Attribution 3.0 Generic’ Lizenz,
http://smart.servier.com
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2.2.2.2 Modelle der Lipolyse-Inhibition

Im Folgenden werden die angewandten Modelle der Lipolyse-Inhibition genauer
erldutert. In zwei der drei Modelle wird der erste Schritt der Lipolyse, bei dem die ATGL
das katalysierende Enzym ist, inhibiert. Als ein pharmakologischer Ansatz wurde dabei der
kompetitive, reversible Inhibitor Atglistatin zur spezifischen Inhibition der ATGL
angewandt. Der Hemmstoff wird dabei erst nach Induktion der Ischamie oral verabreicht,
sodass die Lipolyse, im Rahmen dieses Modells, nur post Infarkt inhibiert wird. Als eine
genetische Alternative zur Hemmung der ATGL, ist ein KO bei einer Gruppe der Maduse
induziert worden. Dies hat der Vorteil, dass im Gegensatz zum pharmakologischen Ansatz,
die Lipolyse nicht ausschlieRlich postischamisch, sondern von Beginn an inhibiert wird.
Zur Adipozyten-spezifischen Inhibition der Lipolyse Gber einen kurzen Zeitraum, wurde
ein Modell angewandt, bei dem ein synthetischer Rezeptor exprimiert und mit Hilfe eines
spezifischen Agonisten aktiviert wird, sodass es Uiber eine Signalkaskade zu einer
Lipolyseinhibition kommt. Bei dem sogenannten DREADD (designer receptor exclusively

activated by designer drug)-Modell fand somit keine direkte Inhibition der ATGL statt.
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2.2.2.2.1 Pharmakologisches Atglistatin- Inhibitionsmodell

Die ATGL ist ein Enzym, das den ersten und geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der
Lipolyse katalysiert, wie unter Abschnitt 2.4 beschrieben. Dabei wird TAG zu DAG und FS
umgewandelt, wodurch die Freisetzung von FS induziert wird. Pharmakologisch kann sie
effektiv und reversibel durch Atglistatin inhibiert werden (Mayer et al., 2013; Schweiger
etal., 2017).

Drei bis sieben Tage nach Ligaturanlage erfolgte die Induktion der Ischamie. Nach 24
Stunden Reperfusion wurde die orale Gabe des Atglistatin-enthaltenen Futters (0,4mg/g
Futter) begonnen, das mediastinale FG der Mause wurde am 28. Tag nach Reperfusion
geerntet. Durchgefiihrt wurden diese Experimente von Frau Heba Zabri.

. crAtglistatin

-

o
i

12 Wochen

Ligaturanlage 4

OP 28 Tage

60° Ischamie
Abbildung 2: Schema der pharmakologischen Lipolyseinhibition mittels Atglistatin,

selbsterstellte Abbildung mit Modulen von Smart Sevier, lizenziert unter einer "Creative
Common Attribution 3.0 Generic’ Lizenz, http://smart.servier.com
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2.2.2.3 Genetisches ATGL-KO- Modell

Zur Generierung der adipozytenspezifischen ATGL-defiziente Mduse wurden die Linien
B6N.129-Pnpla2t™mitek/) (ATGL-flox) (RRID:IMSR_JAX:024278) und C57BL/6-Tg(Adipog-
icre/ERT2) 1Soff/J (AdipoQiCreERT2) (RRID:IMSR_JAX:025124) der Firma The Jackson
Laboratory (USA) gekreuzt (Sassmann et al., 2010; Sitnick et al., 2013). Der KO wurde
zuvor mittels 4-Hydroxy-Tamoxifen-Behandlung induziert. Die zehn Wochen alten Mause
erhielten dazu fur finf Tage 4-Hydroxy-Tamoxifen-Injektionen zur Induktion des KO. Diese

Experimente wurden durchgefiihrt von Frau Heba Zabri.

40H-

g Washout-Phase
Tamoxifen
10 Wochen 5 Tage 2 Wochen 3-7 Tage
Ligaturanlage
i oP 9 7 Tage

60‘ Ischdmie

Abbildung 3: Schema der Lipolyseinhibition mittels ATGL-KO, selbsterstellte Abbildung mit
Modulen von Smart Sevier, lizenziert unter einer "Creative Common Attribution 3.0 Generic’
Lizenz, http://smart.servier.com
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2.2.2.4 Synthetisches DREADD-Modell

Ein weiteres Inhibitionsmodell, welches unabhangig von der ATGL fungiert, ist ein
,designer receptors exclusively activated by designer drug” (DREADD). Dabei handelt es
sich um modifizierte Gi-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Sie binden ausschlieBlich
synthetische Liganden, wie den DREADD-Agonisten 21, CP21. CP21 zeigte sich in
praklinischen In-vitro- und In-vivo-Modellen als wirksam, wobei es weitgehend ein
pharmakologisch inertes Wirkprofil aufwies (Thompson et al., 2018). Bei der Gi-Protein-
gekoppelten Signalkaskade kommt es, im Gegensatz zu dem unter 2.3. erwahnten Ggs-
Weg, zu einer Inhibition der Adenylatcyclase, zu einer verminderten Aktivitat der PKA und
demnach zu einer fehlenden Phosphorylierung und Aktivierung der lipolytischen Enzyme.
Bei den Mdusen, die diesen synthetischen DREADD, den hM4Di- Rezeptor exprimieren,
kann so effektiv nach Agonisten-Injektion, die Gi-Protein-gekoppelte Signalkaskade in
Gang gesetzt und die Lipolyse inhibiert werden (Farrell and Roth, 2013; Rogan and Roth,
2011).

R26-LSL-Gi-DREADD-Mduse (RRID:IMSR_JAX:026219) (Zhu et al., 2016) wurden mit der
C57BL/6-Tg(Adipog-icre/ERT2) 1Soff/J (RRID:IMSR_JAX:025124) der Firma The Jackson
Laboratory (Bar Harbour, ME, USA) gekreuzt und erhielten fir funf Tage 4-Hydroxy-
Tamoxifen, um so einen adipozytenspezifischen, induzierbaren hM4Di-Rezeptor zu
exprimieren. Fir die Aktivierung des DREADDs wurde, kurz vor und kurz nach Ischamie,
der Agonist CP21 (3mg/kg KG) intraperitoneal injiziert. Das mediastinale FG der Mause
wurde anschliefend nach 24 Stunden und sieben Tagen Reperfusion entnommen. Die

Experimente wurden durchgefiihrt von Dr. Luzhou Wang (Wang, 2024).

DREADD-Agonist 21
f C 1.Injektion
| e : /| 2 Injektion
M 40H-Tamoxifen S )
/

=
10 Wochen 5 Tage 2 Wochen 3.7 Tage

Expression Ligaturanlage

24 Stunden 7 Tage
hM4Di-Rezeptor oP .

60 Ischdamie

Abbildung 4: Schema der durchgefiihrten Lipolyseinhibition durch Exprimierung und Aktivierung
eines synthetischen Rezeptors, selbsterstellte Abbildung mit Modulen von Smart Sevier,
lizenziert unter einer “Creative Common Attribution 3.0 Generic’ Lizenz,
http://smart.servier.com
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2.2.3 Histologische Methoden

2.2.3.1 Paraffinschnitte

Zur Herstellung der Gewebeschnitte kam ein Mikrotom zum Einsatz. Dabei wurde durch
langsames Schneiden das Paraffin schrittweise in einer Tiefe von etwa 300-400 um
entfernt, bis der grofSte Durchmesser des Gewebes sichtbar war. Die gewonnenen
Schnitte wurden anschliefend, um etwaige Falten zu glatten, in einem HeiBwasserbad
mit destilliertem Wasser gestreckt und auf einen Objekttrager aufgebracht. Pro
eingebettetes FG im Paraffinblock wurden vier bis fiinf Schnittebenen mit jeweils zwei
Objekttragern, auf denen je zwei Schnitte aufgebracht wurden, hergestellt. Die
Schnittdicke betrug 5 um pro Schnitt. Nach der Herstellung wurden die Schnitte fiir eine
Stunde bei etwa 62°C im Inkubator hitzefixiert und anschlieRend abgekiihlt, um sie fir die

Farbungen vorzubereiten.
2.2.3.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Nach vorheriger Inspektion unter dem Mikroskop und Auswahl der geeignetsten Schnitte,
erfolgte die Farbung gemaRk dem Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbeprotokoll. Zunédchst wurde
eine Entparaffinisierung in drei Durchgangen a 15 Minuten mit Xylol (Roticlear)
durchgefiihrt, gefolgt von einer Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe (100%,
96%, 70%) fiir jeweils zwei Minuten, um die Aufnahme der Farbung ins Gewebe zu
optimieren.

Nach einer anschlieRenden Waschung mit Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) und
destilliertem Wasser, erfolgte die Kernfarbung mit Hamalaun fiir eine Minute. Die
Schnitte wurden dann in Leitungswasser und anschlieBend in eine 1%-HCI-Lésung
eingetaucht, bevor sie fiir zehn Minuten unter flieBendem Leitungswasser geblaut
wurden, um die Farbung der Zellkerne zu intensivieren. Die Plasmafarbung erfolgte mit
Hilfe einer 1%-Eosin-Lésung.

Zur langfristigen Aufbewahrung und Konservierung der Schnitte wurde eine erneute
Entwasserung durchgefiihrt, indem eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 96%, 100%)
verwendet wurde, gefolgt von einer fiinfminitigen Behandlung mit Xylol (Roticlear).
AbschlieBend wurde ein Tropfen des Eindeckmediums Rotimount unter dem Abzug mittig

auf das Gewebe aufgetragen und die Schnitte anschlieBend eingedeckt.
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2.2.3.3 Immunfluoreszenzfarbung
2.2.3.3.1 Immunfluoreszenz-Prinzip

Zur Quantifizierung der lymphoiden T- und B-Zellen wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung mit Antikorper (AK) durchgefiihrt. Dabei wurden die gleichen
Ebenen verwendet, wie bei der HE-Farbung, um vergleichbare Bilder der Zellcluster zu
produzieren. Bei der Immunfluoreszenz werden spezifische Proteine durch die Bindung
von fluoreszenzmarkierten AK sichtbar gemacht. Hierbei wurden zwei AK
unterschiedlicher Spezies verwendet: Der primare AK bindet zunachst an das Zielprotein,
und anschlieBend bindet der fluoreszenzmarkierte Sekundarantikorper an den primaren
AK, um das Zielprotein sichtbar zu machen. Zusatzlich wurden die Zellkerne mit 4°,6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) angefarbt, um sie unter einem Fluoreszenzmikroskop zu

visualisieren.

Fluoreszierender
Sekundarer Antikorper
ﬁ N 7\ \

Antigen

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Immunfluoreszenz-Prinzips, selbsterstellte
Abbildung mit Modulen von Smart Sevier, lizenziert unter einer "Creative Common Attribution
3.0 Generic’ Lizenz, http://smart.servier.com
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2.2.3.3.2 Vorversuche

Zur Darstellung der T- und B-Zellen wurden verschiedene AK vor den eigentlichen
Experimenten getestet (Tabelle 4). Aus friheren Versuchen der Arbeitsgruppe war
bekannt, dass der T-Zell-Anti-CD3-AK ein sehr gutes Fluoreszenzsignal erzeugt, weshalb
dieser auch in den Experimenten dieser Dissertation Anwendung fand.

Fir die B-Zell-AK wurden insgesamt sechs verschiedene AK getestet. Die verwendeten AK
fur die indirekte Fluoreszenz der B-Zellen umfassten den Anti-CD19-, Anti-CD20- und Anti-
B220/CD45R-AK, sowie den letztlich fir die Auswertung eingesetzte Anti-PAX5-AK. Die
Testung verschiedener AK war notwendig, da die Formalin-Fixierung und Paraffin-
Einbettung die Epitope der Antigene maskieren kénnen, was die Bindung des AK

erschwert.

2.2.3.3.2.1 T-Zellen

Als primarer AK fur die Quantifizierung der T-Zellen ist ein rabbit Anti-CD3-AK der Firma
Abcam getestet und im weiteren Verlauf verwendet worden. CD3 ist bekannt als
Oberflachenmarker der T-Zellen und wird unter anderem fiir die Expression des T-

Zellrezeptors bendotigt (Jr et al., 2001).

2.2.3.3.2.2 B-Zellen

Fir die Versuche der primaren B-Zell-AK-Farbung wurde, nach denin 3.2.3.3.2.
erwahnten Vorversuchen, schlussendlich Anti-PAX5 verwendet. PAX5 ist ein
Transkriptionsfaktorprotein und ein Schlisselregulator in der B-Zell-Entwicklung und -
Reifung (PubChem, n.d.). Der verwendete Anti-PAX5-AK bindet somit das, sich in den
Zellkernen der B-Zellen befindliche, PAX5. Triton-X-100 wurde nach Fixierung in
Formaldehyd in vorherigen Schritten zur besseren Permeabilisierung der Zellmembranen
verwendet. So wird eine erleichterte Passage der AK durch die Zellmembran erméglicht.

(Jamur and Oliver, 2010).
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2.2.3.3.2.3 Sekundarer Antikérper

Im Verlauf der Experimente wurde unter anderem der rabbit Anti-IgG-AK Alexa Fluor 568
als sekundarer AK verwendet. Dieser zeigte jedoch eine zu starke Hintergrundfluoreszenz
im Mikroskop. Aus diesem Grund wurde fir die Fluoreszenzmarkierung der B- und T-
Zellen schlieBlich der subklassenspezifische IgG-AK Alexa Fluor 647 Anti-rabbit eingesetzt.
Zur Darstellung des FG wurde Weizenkeimagglutinin (WGA)-Alexa-488 verwendet. WGA-
Alexa-488 ermoglicht die Visualisierung von Glykoproteinen und Glykolipiden in den
Zellen, indem es an die GIcNAc-Rickgruppen auf der Zelloberflache bindet. Dies
ermoglicht die prazise Markierung und Darstellung dieser Strukturen unter dem

Fluoreszenzmikroskop (Emde et al., 2014).

2.2.3.4 Antikorper-Farbung:

2.2.3.4.1 Vorbereitung

Die Farbung der Immunzellen basierte auf dem folgenden Protokoll:

Zundachst wurden die Objekttrager gemall dem Standardverfahren fir die Himatoxylin-
Eosin (HE)-Farbung dreimal fir jeweils 15 Minuten mit einem Xylol-Ersatz (Roticlear)
behandelt, gefolgt von einer absteigenden Alkoholreihe zur Rehydrierung der Proben.
Daraufhin wurde eine Antigen-Demaskierung durchgefiihrt, um die, durch die Formalin-
Fixierung und Paraffin-Einbettung, potentiell verdeckten Epitope wiederherzustellen.
Hierfiir wurde ein Citrat-Puffer im Verhadltnis 1:10 in destilliertem Wasser verdiinnt und
im Dampfgarer auf eine Temperatur von 100-115 Grad Celsius erhitzt. Die Objekttrager
wurden wahrenddessen zweimal fir jeweils finf Minuten mit PBS gewaschen.
Nachdem der Dampfgarer vollstandig vorgeheizt war, wurden die Objekttrager fir 20
Minuten in der voreingestellten Temperatur betrieben. Anschlieend wurden sie fir
weitere zehn Minuten auf der Arbeitsflache abgekiihlt, wobei sie im Citrat-Puffer
verblieben, um ein Austrocknen des Gewebes zu verhindern.

In einem Zwischenschritt erfolgte eine erneute Waschung mit PBS sowie mit 0,3%igem
Triton X100.

Die Objekttrager wurden im nachsten Schritt fir 60 Minuten in einer eigens hergestellten
Blockierungslosung inkubiert. Diese Losung bestand aus tris-gepufferter Kochsalzlosung

(TBS), angereichert mit 10% fetalem Rinderserum (FBS) und 1%-Bovinem Serumalbumin.
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Die Inkubation erfolgte in einer abgedunkelten Feuchtkammer, um eine unspezifische

Bindung zu verhindern.

2.2.3.5 Primarer Antikorper

Nach einer Blockierungs-Zeit von 60 Minuten wurden etwa 80 pl des primaren AK,
verdiinnt im jeweiligen Verhaltnis mit 1%-BSA in PBS, auf die Schnitte pipettiert. Fir die
Negativkontrolle wurden hingegen 80-100 pl reines 1%-BSA verwendet. Die Objekttrager
wurden anschliefend Gber Nacht bei 4°C in einer abgedunkelten und feuchten

Farbekammer inkubiert.

2.2.3.6 Sekundarer Antikorper

Nach erneuter Waschung der Objekttrager in PBS und 0,1%-Triton am zweiten Tag,
erfolgte das Auftragen des sekundaren AK. Dabei wurden subklassenspezifische
Sekundarantikorper, wie oben erwahnt sowie WGA-Alexa-488 fiir die Immunfluoreszenz
des FG verwendet. Auf die Schnitte wurden 80-100 pl des sekundaren AK in PBS
aufgetragen und anschlieRend fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten
Dunkelkammer inkubiert.

Nach der Inkubation wurde das Gewebe mittig mit einem Eindeckmedium eingebettet,
wobei die Prozedur unter einem Abzug durchgefiihrt wurde. Als Einbettmedium kam

dabei Roti-Mount Fluor Care mit DAPI zum Einsatz.
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2.2.4 Mikroskopieren

Nach Durchfiihrung der Farbungen, wurden die Objekttrager bei einer Temperatur von
4°C gelagert und innerhalb der darauffolgenden zwei Tage mikroskopiert. Fiir die
Mikroskopie und Bewertung der Mikromorphologie, wurden Bilder mit dem Mikroskop,
Axio-Imager-M2m, der Marke Zeiss aufgenommen. Dazu wurde regelhaft das Objektiv mit
40-facher VergroBerung verwendet, bei groBeren Clustern wurde gelegentlich auch das
Objektiv mit 20-facher VergroBerung oder die Kachelfunktion des Mikroskops eingesetzt.
Bei Objekttragern, die mit der HE-Farbung behandelt wurden, ist in den meisten Fallen
eine Ubersichtsaufnahme mit Hilfe der Kachelfunktion erstellt worden.

Die Bilder einer Modellreihe wurden mit derselben Belichtungszeit aufgenommen, und
das, in der Software angezeigte Histogramm der Negativkontrolle, Gbernommen, um eine
hohe Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Fir die Aufnahmen der
Immunfluoreszenzfarbungen fand ein spezielles Immunfluoreszenz-Mikroskop der Marke
Zeiss Anwendung.

Bei jeder Aufnahme wurden drei Kanale libereinandergelegt: DAPI, WGA-Alexa-488 und
Alexa-Fluor-647. AnschlieBend erhielt jedes Bild einen Mal3stab von 1000-2000 pm.
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2.2.5 Auswertung

2.2.5.1 Auswertung der Adipozyten

Die Quantifizierung der Adipozyten wurde unter Verwendung des
Bildbearbeitungsprogramms Imagel) durchgefihrt. Zunachst wurde das unter dem
Mikroskop aufgenommene Bild als TIFF-Datei gespeichert und in die Software geladen.
Der zuvor im Zeiss-Blue-Programm eingefiligte MaRstab wurde dabei tiber die Funktion
>set-scale ibernommen. Die Adipozyten wurden manuell mittels der >free-hand-
selections-Option im Bild markiert und automatisch im ROI-Manager erfasst.
AnschlieBend wurden die erfassten Daten mit der Funktion >measure in eine Tabelle
Uberfuhrt und nach Excel exportiert. In Excel wurden dann Auswertungen erstellt, um die
Anzahl und GrofR3e der Fettzellen in den Gewebeschnitten zu analysieren. Zudem erfolgte
eine Einteilung der Adipozyten in verschiedene GrolRenkategorien und eine grafische
Darstellung der prozentuellen Verteilung in einem Histogramm. Die Diagramme wurden

mit Graph Pad Prism erstellt.
2.2.5.2 Auswertung der Immunzellen

Eine Immunfluoreszenz-AK-Farbung und ein Fluoreszenzmikroskop erlaubten die
Visualisierung und Quantifizierung der Anti-CD3-AK und Anti-PAX5-AK gefarbten Zellen
innerhalb der Cluster.

Bei der Auswertung der Cluster stand der Vergleich zwischen den in der HE-Farbung
sichtbaren Lymphclustern und den fluoreszierenden Lymphzellansammlungen im
Vordergrund. Anhand dessen wurden die Cluster hinsichtlich ihrer Menge an
fluoreszierenden Immunzellen analysiert.

Dazu wurde zundchst der Anteil der Cluster an der Gesamtflache des Schnittes anhand
der HE-Farbung berechnet und in prozentuellen Anteilen dargestellt. Hierbei wurden die
Cluster mithilfe des Programmes Image-J per >free-hand-selection nachgezeichnet und ins
Verhaltnis mit der Flache des gesamten Gewebes gesetzt.

Zur Quantifizierung der T-und B-Zellen, anhand des Anti-CD3- und Anti-PAX5-AK, sind die
positiven Zellen in den Clustern bestimmt worden. Dies erfolgte zunachst per Augenmal3,
dabei wurde zwischen stark positiv, positiv, negativ und stark negativ unterschieden. Zur

genaueren Quantifizierung wurde im Weiteren dann die >threshold-Funktion des
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Programmes Image-J verwendet. Dazu wurde jedes Bild vorher unter >image >colour
>split channels in die drei genannten Kanale unterteilt, mit der >free-hand-selection das
Cluster umrandet und die positiven Zellen unter >adjust >threshold im AlexaFluor647-
Kanal quantifiziert. Die durch das Programm berechnete Prozentzahl wurden nach Graph

Pad Prism Ubertragen und mithilfe dessen eine Grafik erstellt.

Imag- Threshold

Abbildung 6: Beispielhafte Darstellung immunfluoreszenter Bilder

2.2.5.3 Statistische Analyse mittels Graph Pad Prism

Zur statistischen Analyse der Daten wurde das Programm Graph Pad Prism 10.1.1.
verwendet. Die Analyse zweier Gruppen wurde dabei mit einem unabhangigen
zweiseitigem t-Test ausgewertet. Fiir den Vergleich mehrerer Gruppen wurde der
Two-way-ANOVA gefolgt von Sidak post Test angewendet. Unterschiede von p<0.05

wurden als statistisch signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

Im vorliegenden Abschnitt werden die Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente zur
Inhibition der Lipolyse und deren Einfluss auf die Immunzellzusammensetzung in den
FALCs des mediastinalen Fettgewebes nach einem Myokardinfarkt prasentiert.
Aufbauend auf der in der Einleitung formulierten Hypothese, dass eine Hemmung der
Lipolyse die Zusammensetzung der FALCs, insbesondere der T- und B-Zellpopulationen,
beeinflussen kénnte, wurden verschiedene experimentelle Modelle zur Lipolyse-
Inhibition eingesetzt. Ziel war es, die Auswirkungen dieser Hemmung auf die lymphoiden

Cluster im Kontext einer kardialen Ischamie zu untersuchen.

3.1 Ischdamie/ Reperfusion

Zundachst wurde in allen Mausmodellen eine kardiale Ischamie induziert. Wie unter
Abschnitt 3.2.2.1 beschrieben, erfolgte dies mittels operativer Ligaturanlage um die
linken Koronararterie, gefolgt von einer 60-minitigen Ischamie-Phase.

Im Rahmen der I/R-Versuchsreihe wurde das mediastinale FG in zwei Gruppen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Reperfusion entnommen: entweder nach 24 Stunden
oder nach 28 Tagen. Zum Vergleich diente eine Kontrollgruppe (Sham-Gruppe), bei der
die Mause der gleichen operativen Prozedur unterzogen wurden, jedoch ohne
anschliefende Induktion einer Ischamie. Auch hier erfolgte die Gewebeentnahme nach

24 Stunden bzw. nach 28 Tagen.
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3.1.1 Gesteigerte AdipozytengrofRe 28 Tage nach Reperfusion

Um den Effekt der kardialen Ischamie auf die Morphologie der Adipozyten zu
untersuchen, wurde die GréRe der Adipozyten im mediastinalen Fettgewebe analysiert.
Hierzu wurden H&E-Farbungen an etwa 5 um dicken Paraffinschnitten des mediastinalen
FG angefertigt. AnschlieRend erfolgte die Quantifizierung der AdipozytengrélRe durch
Messung des Durchmessers der einzelnen Adipozyten in den gefarbten
Schnittpraparaten. Abbildung 7 zeigt exemplarisch die histologischen H&E-Farbungen des

mediastinalen Fettgewebes mit den erkennbaren lymphoiden Clustern (FALCs).

Abbildung 7: Einfluss kardialer Ischémie auf die Adipozytengrdfie, H&E Féirbung des
mediastinalen FG mit lymphoiden Clustern und umliegende Adipozyten in operierten Kontrollen
(Sham) und nach 60 -miniitiger Ischdmie; Vergleich S/I 24 Stunden (h) und 28 Tage (d) nach
Reperfusion (rep)
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In Abbildung 8 wird die relative Adipozytengrof3e in Form eines Histogramms sowie die
mittlere GroRe in Form eines Balkendiagramms veranschaulicht. Dabei zeigt sich nach 28
Tagen Reperfusion ein signifikanter Unterschied. Die Auswertung ergab eine signifikante
Abnahme (p<0,0066) der 26-50um?-groRen, und demnach eine Zunahme der >75um?-
grofRen Adipozyten nach Ischamie. Das mediastinale FG, welches nach 24-Stunden-
Reperfusion entnommen wurde, zeigte keine signifikanten Verdanderungen in Bezug auf
die AdipozytengroRe (p>0,01). Tendenziell ist dabei jedoch eine Zunahme kleinerer
Adipozyten sowie eine Abnahme der mittleren AdipozytengréRe (p=0,43) nach 24
Stunden erkennbar (Abb.8).
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Abbildung 8: Einfluss kardialer Ischdmie auf die Adipozytengréfie; Vergleich Sham/ischdmie 24
Stunden (h) (griin) und 28 Tage (d) nach Reperfusion (blau)

(A) Histogramm mit Verteilung der Adipozyten pro Gréfienbereich (um?) in % nach 24h (griin)
und 28d (blau), Mittelwerte *+ SEM, n= 4-5, Two-Way-ANOVA, Siddk-Test,

(B) Mittlere Adipozytengréfle in um?, unabhdiingiger zweiseitiger t-Test.
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Der Einfluss der kardialen Ischamie auf die Adipozytengrof3e wird in Abbildung 9 im
direkten Vergleich der beiden Entnahmezeitpunkte veranschaulicht. Hierbei zeigt die
mittlere AdipozytengréRe in der Sham-Gruppe keine Dynamik zwischen den
Entnahmezeitpunkten, 24 Stunden und 28 Tagen nach Reperfusion (p=0,98). Auch nach
60-mindtiger Ischdamie zeigt sich keine signifikante Verdanderung hinsichtlich der
AdipozytengroRe zwischen den beiden Entnahmezeitpunkten. Jedoch ist ein tendenzieller
Anstieg der AdipozytengrdRe nach 28 Tagen im Vergleich zur Grof3e nach 24 Stunden
Reperfusion erkennbar (p=0,35) (Abb.9).
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Abbildung 9: Einfluss kardialer Ischéimie auf die mittlere Adipozytengréfie in um? iiber den
Zeitverlauf der Entnahmezeitpunkte von 24 Stunden (h) und 28 Tage (d) in Sham/Ischédmie,
Mittelwert + SEM, n = 4-5 Mdiuse pro Gruppe; Two-way-ANOVA, Siddk-Test.
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3.1.2 Kardiale Ischdmie zeigt keinen Einfluss auf GroR3e der Cluster

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, konnte in vorherigen Studien nach kardialer
Ischamie eine Aktivierung immunologischer Kaskaden beobachtet werden. Diese
Erkenntnisse legen nahe, dass es im Rahmen eines Ml nicht nur zu einer Veranderung der
Immunzellzusammensetzung, sondern moglicherweise auch zu einer Veranderung der
GesamtgrolRe der lymphoiden Cluster kommt. Vor diesem Hintergrund wurde in der
vorliegenden Arbeit die GréBe der FALCs im mediastinalen FG muriner Modelle nach 60-
minltiger analysiert.

Abbildung 10 zeigt exemplarisch die lymphoiden Cluster in der Sham-Gruppe sowie post

Ischdmie in H&E Farbung (Abb.10).

Sham Ischamie

Abbildung 10: Einfluss kardialer Ischdmie auf die Clustergréfie, H&E Fédrbung des mediastinalen
FG mit lymphoiden Clustern und umliegende Adipozyten in operierten Kontrollen (Sham) und
nach 60 -miniitiger Ischémie; Vergleich S/I 24 Stunden (h) und 28 Tage (d) nach Reperfusion
(rep)
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Abbildung 11 bildet die relative Clustergrofie im Verhaltnis zur Gesamtflache des
mediastinalen FG ab. Dabei zeigt sich 24 Stunden post Ischdamie keine signifikante
Zunahme der ClustergroRe im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,61). Nach 28 Tagen
Reperfusion zeigt sich ein leichter Anstieg der ClustergroRe nach Ischdamie im Vergleich
zur Sham-Gruppe, jedoch ist die Zunahme auch bei diesem Entnahmezeitpunkt nicht

signifikant (p=0,32) (Abb.11).
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Abbildung 11: Einfluss kardialer Ischdmie auf die Clustergréfie; Vergleich Sham/Ischdmie 24
Stunden (h) (griin) und 28 Tage (d) nach Reperfusion (blau),
Mittlere Clustergréfle in um?, n=4-5, unabhéingiger zweiseitiger t-Test.
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Aufgrund der bestehenden Tendenz zur Zunahme der ClustergréRen post Ischamie,
wurde die relative ClustergroRe zusatzlich Giber den Zeitverlauf der Entnahmezeitpunkte
nach 24 Stunden und 28 Tagen in der Sham-Gruppe und post Ischdmie untersucht. Die
Auswertung zeigt eine unveranderte Dynamik der ClustergréRe in der Sham-Gruppe Uber
den Zeitraum der 27 Tage (p=0,71). Auch post Ischdmie zeigt sich nach 24 Stunden
Reperfusion im Vergleich zum Entnahmezeitpunkt nach 28 Tagen keine relevante

Dynamik (p=0,74) (Abb. 12).
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Abbildung 12: Einfluss kardialer Ischimie auf die mittlere Clustergréfie in um? iiber den
Zeitverlauf der Entnahmezeitpunkte von 24 Stunden (h) und 28 Tage (d) in Ischéimie/
Reperfusion (I/R), Mittelwert + SEM, n = 4-5 Méuse pro Gruppe; Two-way-ANOVA, Siddk-Test.
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3.1.3 Anzahl der B-und T-Zellen in FALCs nach Ischamie unverandert

Aufgrund der Annahme, dass die FALCs im mediastinalen Fettgewebe auf die durch eine

kardiale Ischamie ausgeldsten Entzliindungs- und Umbauprozesse im Herzen reagieren,
wurde neben der Analyse der Adipozyten- und ClustergréRe auch die
Immunzellzusammensetzung innerhalb der FALCs untersucht. Hierzu wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt.

Zur ldentifikation der B-Zellen wurde der monoklonale Antikérper gegen PAX5
verwendet, wahrend zur Detektion der T-Zellen ein Antikorper gegen CD3 zum Einsatz

kam.
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24-h-Reperfusion: Nach 24 Stunden Reperfusion zeigt sich eine gleichbleibende
Immunzellzusammensetzung innerhalb der Cluster. In Abbildung 13 ist exemplarisch eine
Immunzellfluoreszenzfarbung gezeigt. Dabei ist weder eine sichtbar erhéhte Anzahl
Fluoreszenz-positiver Signale der B-Zellen, dargestellt mit einem Anti-PAX5-AK, noch
vermehrt positive Signale der T-Zellen, dargestellt mit einem Anti-CD3-AK, erkennbar. Die

Auswertungen beziehen sich jeweils auf den Vergleich zur Sham-Gruppe (Abb.13).

Sham Ischamie

Sham Ischamie

Pax5/ CD3, WGA488, DAPI

Abbildung 13: Einfluss kardialer Ischdmie auf die lymphoide Zellzusammensetzung in den
Clustern,

Anteil der Anti-PAX5-positiven B- (oben) und Anti-CD3-positiven T-Zellen (unten) an allen Zellen
in den Clustern (%) nach 24 Stunden Reperfusion, Sham (Links) und nach 60-miniitiger Ischdmie
(Rechts); Immunfluoreszenz-Férbung, Schichtbilder mit drei Kandilen: WGA488 zur Féirbung des
FG, DAPI zur Zellkernfirbung, sowie Anti-PAX5, sowie Anti-CD3 AK-Féirbung.
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Abbildung 14 bildet den prozentuellen Anteil der positiven (Immun-)Zellen, im Verhaltnis
zu der Gesamtzahl der Zellen, 24 Stunden nach Reperfusion in den mediastinalen FALCs
ab. Die Auswertung zeigt keine signifikante Zu- oder Abnahme der Anti-PAX5-positiven B-
Zellen (p=0,38) oder der Anti-CD3-positiven T-Zellen (p=0,27) in der Ischdmie-Gruppe
gegeniiber Sham-Gruppe. Betrachtet man die Anzahl Anti-PAX5-positiver Zellen, ist eine
Tendenz zur Abnahme erkennbar. Die Anzahl Anti-CD3-positiver Zellen scheint hingegen
post Ischamie etwas zu steigen. Diese Tendenzen gelten jeweils im Vergleich zur Sham-

Gruppe (Abb.14).
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Abbildung 14: Einfluss kardialer Ischdmie auf die lymphoide Zellzusammensetzung in den
Clustern nach 24 Stunden Reperfusion,

Anteil der Anti-PAX5-positiven B-Zellen (links) und Anti-CD3-positiven T-Zellen (rechts) an allen
Zellen der Cluster in %; in Sham und nach 60-miniitiger-Ischémie;

Mittelwert + SEM, n=4-5, ungepaarter zweiseitiger t-Test.
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28-Tage Reperfusion: Nach 28 Tagen zeigt sich zwischen Sham und post Ischamie
weiterhin keine veranderte Immunzellzusammensetzung in den mediastinalen FALCs.

Abbildung 15 stellt erneut exemplarisch eine Immunzellfluoreszenzfarbung dar (Abb.15).

Sham Ischamie

Sham Ischamie

Pax5/ CD3, WGA488, DAPI

Abbildung 15: Einfluss kardialer Ischémie auf die lymphoide Zellzusammensetzung,

Anteil der Anti-PAX5-positiven B- (oben) und Anti-CD3-positiven T-Zellen (unten) an allen Zellen
in den Clustern (%) nach 28 Tagen Reperfusion, Sham (Links) und nach 60-miniitiger Ischdmie
(Rechts); Immunfluoreszenz-Férbung, Schichtbilder mit drei Kandilen: WGA488 zur Féirbung des
FG, DAPI zur Zellkernfirbung, sowie Anti-PAX5, sowie Anti-CD3 AK-Féirbung.
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Abbildung 16 bildet den prozentuellen Anteil der positiven (Immun-)Zellen, im Verhaltnis
zur Gesamtzahl der Zellen, 28 Tage nach Reperfusion in den mediastinalen FALCs ab.
Auch hier zeigt sich keine statistisch signifikante Veranderung im Sinne einer Zu- oder
Abnahme, weder bei den Anti-PAX5-positiven B-Zellen (p=0,95), noch bei den Anti-CD3-

positiven T-Zellen (p=0,92)) in der Ischamie-Gruppe gegeniiber Sham-Gruppe (Abb.16).
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Abbildung 16: Einfluss kardialer Ischdmie auf die lymphoide Zellzusammensetzung in den
Clustern nach 24 Stunden Reperfusion,

Anteil der Anti-PAX5-positiven B-Zellen (links) und Anti-CD3-positiven T-Zellen (rechts) an allen
Zellen der Cluster in %; in Sham und nach 60-miniitiger-Ischdmie;

Mittelwert + SEM, n=4-5, ungepaarter zweiseitiger t-Test.
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Die zuvor dargestellten Ergebnisse deuten auf subtile Verdanderungen in der
Zusammensetzung der Immunzellpopulationen im zeitlichen Verlauf hin. Zur weiteren
Charakterisierung dieser Dynamiken wurde daher die relative Anzahl der Anti-PAX5- und
Anti-CD3-positiven Zellen zu unterschiedlichen Entnahmezeitpunkten zwischen der Sham-
Gruppe und der postischamischen Gruppe verglichen.

Abbildung 17 zeigt eine nicht-signifikante Zunahme der Anti-PAX5-positiven B-Zellen nach
28 Tagen Reperfusion und 60 Minuten Ischamie im Vergleich zur Anzahl der Zellen nach
24 Stunden Reperfusion (p=0,23) (Abb.17, links).

Die Anzahl CD3-positiver T-Zellen zeigt keine Dynamik innerhalb der 27 Tage, weder in

Sham noch in Ischdmie (p=0,92) (Abb. 17, rechts).

I/R 24h vs. 28d Pax 5 I/IR 24h vs. 28d CD3
N 0.77090 P 207 0.9200 e Sh
- = V. am
8 p=07686 " .
2 20- ° ® |[schamie
o or®
c
c 154 ¢
9
3
N 104
(]
2
3 5
o
@ 0-
c T T
< 24h 28d 24h 28d 24h 28d 24h 28d

Abbildung 17: Einfluss kardialer Ischdmie auf die B- und T-Zellanzahl im Ischédmie-
/Reperfusions-Modell (I/R) als Anteil der Inmunzellen in %, 24 Stunden (h) und 28 Tage (d) nach
Reperfusion; Anti-PAX5-positive B-Zellen (links), Anti-CD3-positive T-Zellen (rechts),

Mittelwert + SEM, n=4-5, Two-way-ANOVA, Siddk-Test.
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3.2 Drei Modelle der Lipolyse-Inhibition

Die mediastinalen FALCs stehen in direkter raumlicher Beziehung zu den umliegenden
Adipozyten, was durch das Fehlen einer schiitzenden Kapsel der lymphoiden Strukturen
bedingt ist (Moro et al., 2010). Zur Uberpriifung der Hypothese, dass eine Inhibition der
Lipolyse die Zusammensetzung der Immunzellpopulation in den mediastinalen FALCs
beeinflusst, wurden in dieser Arbeit drei verschiedene Inhibitionsmodelle angewendet.
Der experimentelle Aufbau dieser Modelle wird im Abschnitt 3.2.2.2 ausfihrlich
beschrieben. Im Folgenden werden die entsprechenden Ergebnisse der jeweiligen

Modelle dargestellt und analysiert.
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3.2.1 Inhibition mit Atglistatin zeigt eine Abnahme der AdipozytengroRe

Atglistatin hemmt als pharmakologischer Inhibitor die ATGL und somit den ersten und
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Lipolyse. Dafiir erhielten die Mause Futter mit
beigemengten Atglistatin ab Tag 1 post Ischamie, flir 27 Tage, sodass die Lipolyse in
diesem Modell ausschlieRlich wahrend der Reperfusion inhibiert wurde. Dabei zeigt sich,
wie in Abbildung 18(B) erkennbar, eine signifikante Zunahme der Anzahl der Adipozyten
im GroRenbereich 1- 25um? (p<0,0001), was insgesamt eine Abnahme des Adipozyten-
Durchmessers durch Inhibition mittels Atglistatin bedeutet. Die mittlere Adipozytengrofie

ist dabei nicht signifikant verandert (p=0,24).
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Abbildung 18: AdipozytengréfSe nach 60-miniitiger Ischdmie in Kontrolle (Vehikel) und Lipolyse-
Inhibition mittels Atglistatin,

(A) H&E Fdrbung des mediastinalen FG mit lymphoiden Clustern und umliegende Adipozyten,
(B) Histogramm mit Verteilung der Adipozyten/ Gréfienbereich in um? in Kontrolle und nach
Atglistatin-Gabe, Mittelwerte + SEM, n= 6-7, Two-way-ANOV, Siddk-Test,

(C) Mittlere Adipozytengréfe in um?in Kontrolle und Atglistatin, n=6-7, ungepaarter
zweiseitiger t-Test.
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3.2.2 Zunahme der Adipozytengroe im ATGL-KO-Modell

Als Alternative zum pharmakologischen Inhibitionsmodell wurde in einem genetischen
KO-Modell die Lipolyse durch gezielte Deletion der ATGL inhibiert. Die Induktion des KOs
erfolgte bei 10 Wochen alten Mausen, wodurch die ATGL-Expression gezielt ausgeschaltet
und somit die Lipolyse nachhaltig unterbunden wurde. Die Adipozyten pro GrofRenbereich
zeigen eine signifikante Abnahme bei einer Fliche <200um? im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit einem p-Wert von p< 0.0001 (siehe Abb. 19B). Die AdipozytengréRe
nimmt demnach im KO im Vergleich zur Kontrollgruppe zu.

Diese signifikante Zunahme des Durchmessers spiegelte sich auch in der Auswertung der
mittleren AdipozytengrofRe wider (p = 0,01). Dabei lag die durchschnittliche Zellflache bei
etwa 500 um? und war damit nahezu doppelt so groB wie in der Kontrollgruppe (Abb.

19C).
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Abbildung 19: AdipozytengréfSe nach 60-miniitiger Ischdmie in Kontrolle und ATGL-KO,

(A) H&E Fdrbung des mediastinalen FG mit lymphoiden Clustern und umliegende Adipozyten,
(B) Histogramm mit Verteilung der Adipozyten/ Gréfienbereich in um? in Kontrolle und Lipolyse-
Inhibitionsmodell im ATGL-KO, Mittelwerte + SEM, n=5-6, Two-way-ANOVA, Siddk-Test;

(C) Mittlere Adipozytengréfie in um? in Kontrolle und KO, n=5-6, ungepaarter zweiseitiger t-Test.
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3.2.3 Unverdnderte GroRe der Adipozyten im DREADD-Modell

In diesem Inhibitionsmodell wurde ein synthetischer Rezeptor verwendet, der durch Gabe
eines spezifischen Agonisten (CP21) gezielt aktiviert wurde. Die Aktivierung des Rezeptors
induziert Uber einen Gi-gekoppelten Signalweg eine Inhibition der Lipolyse. Der Agonist
wurde sowohl vor als auch nach der Ischamie verabreicht, um eine Hemmung der
Lipolyse wahrend der Ischamie und in der anschlieBenden Reperfusionsphase
sicherzustellen. Das mediastinale Fettgewebe wurde jeweils nach 24 Stunden und nach
sieben Tagen Reperfusion entnommen und analysiert.

Abbildung 20A stellt exemplarisch die AdipozytengréRe in einer H&E-Farbung dar. Die
Verteilung der Adipozyten pro GroRenbereich ist in Abb.20B in Form eines Histogramms
nach 24 Stunden und sieben Tagen Reperfusion aufgetragen. Dabei zeigt sich keine
signifikante Veranderung der AdipozytengrofRe. Zur weiteren Quantifizierung wurde die
mittlere AdipozytengréRe ermittelt. Auch hierbei zeigt sich weder nach 24 Stunden
(p=0,19), noch nach sieben Tagen Reperfusion (p=0,28) eine Zu- oder Abnahme des

mittleren Durchmessers im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb.20C).
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Abbildung 20: AdipozytengréfSe nach 60-miniitiger Ischdmie in Kontrolle und im DREADD-
Modell mit 24 Stunden(h) Reperfusion (violett) und 7 Tage(d) Reperfusion (orange)

(A) H&E Fdrbung des mediastinalen FG mit lymphoiden Clustern und umliegende Adipozyten,
(B) Histogramm mit Verteilung der Adipozyten/ Gréfienbereich in um? in Kontrolle und DREADD,
Mittelwerte + SEM, n= 7-11, Two-way-ANOVA, Siddk-Test,

(C) Mittlere Adipozytengréfie in um? in Kontrolle und DREADD, n= 7-11, ungepaarter
zweiseitiger t-Test.
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Um den alleinigen Einfluss der kardialen Ischdamie mit dem zusatzlichen Einfluss Lipolyse-

Inhibition auf die AdipozytengréRe im Verlauf der Entnahmezeitpunkte miteinander zu

vergleichen, wurden die Werte gegeneinander aufgetragen. Abbildung 21 zeigt eine

unveranderte GroRe der Adipozyten der Kontrollgruppe, das heildt nach kardialer

Ischamie ohne Inhibition der Lipolyse (p=0,45). Im DREADD-Modell ist durch Inhibition

der Lipolyse eine statistisch nicht-signifikante Zunahme der AdipozytengréfRe erkennbar

(p=0,41) (Abb. 21).
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Abbildung 21: Einfluss kardialer Ischdmie mit zusdtzlicher Inhibition der Lipolyse im DREADD-
Modell auf die Adipozytenanzahl, 24 Stunden (h) und 7 Tage (d) nach Reperfusion;

Vergleich Kontrolle (links) und Lipolyse-Inhibition mittels DREADD (rechts)

Mittelwert + SEM, n= 10-12, Two-way-ANOVA, Siddk-Test.
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3.2.4 Keine Beeinflussung der ClustergréBe in allen Inhibitionsmodellen

Horckmans et al. konnten im Kontext einer kardialen Ischamie, ein Wachstum der
lymphoiden Cluster im mediastinalen FG, sowie einen starken Anstieg von B-Zellen in den
Clustern nachweisen (Horckmans et al., 2018). Auf Basis dieser Ergebnisse, wurde auch
hier die Grof3e der mediastinalen FALCs nach Lipolyse-Inhibition im Rahmen eines Ml
beobachtet. Die ClustergrofSe zeigte sich in allen drei Inhibitions-Modellen in den hiesigen
Experimenten jedoch nicht signifikant verandert.

Abbildung 22 bildet exemplarisch eine H&E-Farbung des mediastinalen FG (A) unter
Atglistatin (1), sowie im KO-Modell (2) ab. AuBerdem wurde der relative Anteil der
ClustergroRe an der Gesamtflache des mediastinalen FG dargestellt. Hierbei zeigt sich

sowohl in B1 (p=0,9), wie auch in B2 (p=0,37) keine statistische Signifikanz der Ergebnisse.
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Abbildung 22 : Einfluss kardialer Ischdmie mit zusdtzlicher Inhibition der Lipolyse auf die relative
Clustergrofie, Vergleich Kontrolle (Links) und Lipolyse-Inhibition (Rechts), (1) ATGL- Inhibition
mit Atglistatin (Rot), (2) ATGL-KO (Gelb);

(A) H&E Fdrbung des mediastinalen FG mit lymphoiden Clustern und umliegende Adipozyten in
Kontrolle und Lipolyseinhibition,

(B) Relative GrdfSe des lymphoiden Clusters im Verhdltnis zur Gesamtfléiche des mediastinalen
FG in %, n=6-7, unabhdngiger zweiseitiger t-Test.
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Abbildung 23 zeigt exemplarisch die lymphoiden Cluster des mediastinalen FG nach

Inhibition der Lipolyse im DREADD-Modell in H&E-Farbung (A), 24 Stunden (1) und sieben

Tage (2) nach Reperfusion (Abb.23A).

Die relative ClustergroBe im Verhaltnis zur Gesamtflache des mediastinalen FG ist
ebenfalls in dieser Abbildung dargestellt (Abb.23B). Im Vergleich zur Kontrollgruppe ist
anhand der Diagramme ein leichter Anstieg der ClustergroRe sichtbar, welcher jedoch a
nicht-signifikante Dynamik, sowohl 24 Stunden (p=0,55) sowie auch sieben Tage nach

Reperfusion (p=0,75) zu werten ist (Abb.23B).
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Abbildung 23: Einfluss kardialer Ischdmie mit zusdtzlicher Inhibition der Lipolyse auf die relative
Clustergrofie, Vergleich Kontrolle (Links) und Lipolyse-Inhibition im DREADD-Modell (Rechts), (1)

nach 24 Stunden(h) Reperfusion (Violett), (2) nach 7 Tagen (d) Reperfusion (Orange);

(A) H&E Fdrbung des mediastinalen FG mit lymphoiden Clustern und umliegende Adipozyten in

Kontrolle und Lipolyse-Inhibition,
(B) Relative GrdfSe des lymphoiden Clusters im Verhdltnis zur Gesamtfiéiche des mediastinalen
FG in %, n=7-12, unabhdingiger zweiseitiger t-Test.
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Der Einfluss der alleinigen kardialen Ischamie im Vergleich mit dem zusatzlichen Einfluss
der Lipolyse-Inhibition auf die ClustergroRe im DREADD-Modell wurde, wie in Abbildung
24 abgebildet, nochmals genauer im Verlauf der 24 Stunden und sieben Tagen
Reperfusion analysiert. Hierbei zeigt sich eine signifikante Abnahme der ClustergréRe im
DREADD-Modell nach sieben Tagen Reperfusion im Vergleich zur ClustergrofRe nach 24
Stunden Lipolyse-Inhibition (p=0,0013). In der Kontrollgruppe, nach kardialer Ischdmie
ohne Lipolyse-Inhibition zeigt sich hier interessanterweise ebenfalls eine signifikante

Abnahme der relativen ClustergrofRe an der Gesamtflache (p=0,005) (Abb.24).
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Abbildung 24: Einfluss kardialer Ischdmie mit zusdtzlicher Inhibition der Lipolyse (DREADD) auf

die relative ClustergréfSe im Verhdltnis zur Gesamtfléiche des mediastinalen FG (%) iiber den
Zeitverlauf der Entnahmezeitpunkte von 24 Stunden (h) und 28 Tagen (d), Mittelwert + SEM, n
6-12 Mduse pro Gruppe; Two-way-ANOVA, Siddk-Test.
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3.2.5 Abnahme der B-Zell-Anzahl in den FALCs im DREADD-Modell

Um neben der Clustergrofie auch die Immunzellzusammensetzung in den FALCs unter
Lipolyse-Inhibition im Kontext kardialer Ischamie genauer zu untersuchen, wurden in
dieser Arbeit B- und T-Zellen mittels immunhistochemischer Antikérperfarbung

dargestellt und die fluoreszenzpositiven Signale quantitativ ausgewertet.

3.2.5.1 Inhibition mit Atglistatin und ATGL-KO beeinflusst die

Immunzellzusammensetzung nicht

Die Abbildung 25 veranschaulicht exemplarisch den Anteil der positiven Anti-PAX5

positiven B-Zellen und der Anti-CD3-positiven T-Zellen nach Atglistatin-Gabe (1A) und im

ATGL-KO (2A) im Vergleich zur Kontrollgruppe, in einer Immunfluoreszenz-Farbung
(Abb.25A).
In Abbildung 26B ist der relative Anteil der positiven Immunzellen im Verhaltnis zu allen

Zellen in den lymphoiden Clustern aufgetragen. Hierbei zeigt sich kein quantitativer

Anstieg der Anti-PAXS5 positiven B-Zellen, weder nach Atglistatin-Gabe (p=0,62) (1A), noch

im ATGL-KO (p=0,23) (1B). Auch die Anti-CD3-positiven T-Zellen sind in beiden

Inhibitionsmodellen nicht signifikant in ihrer Anzahl verandert (p=0,5) (Abb. 25B).
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Abbildung 25: Einfluss kardialer Ischémie mit zusditzlicher Lipolyse-Inhibition auf die lymphoide
Zellzusammensetzung,

Anteil der Anti-CD3-positiver T-(oben) und Anti-PAX5-positiver B-Zellen (unten) in Lipolyse-
Inhibition mit Atglistatin (1) und im ATGL-Knockout (KO) (2),

(A): Immunfluoreszenz-Féiirbung gegen CD3 (oben)/PAXS5 (unten), Schichtbilder mit drei Kanéilen:
WGA488 zur Firbung des FG, DAPI zur Zellkernfédirbung,

(B): Relativer Anteil der positiven Anti-PAX5-B- und Anti-CD3-T- Zellen in %, Mittelwert + SEM,
n= 6-7, ungepaarter zweiseitiger t-Test.
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3.2.5.2 Lipolyse-Inhibition mit synthetischem Rezeptor im DREADD-Modell

verringert die Anzahl der B-Lymphozyten nach sieben Tagen Reperfusion

Die Inhibition der Lipolyse durch Aktivierung des synthetischen Rezeptors im DREADD-
Modell zeigt eine Veranderung in der Immunzellzusammensetzung: Nach 60-min{tiger
Ischamie zeichnet sich 24 Stunden nach Reperfusion im DREADD-Modell bereits eine
Tendenz zu einem verminderten Anteil der Anti-PAX5-positiven B-Zellsignale, im
Verhaltnis zur Gesamtzahl der Zellen in den mediastinalen Clustern, ab (p=0,14). Diese
Tendenz bestatigt sich nach sieben Tagen Reperfusion. Zu diesem Zeitpunkt konnte ein
signifikant geringerer Anteil der Anti-PAX5-positiven B-Zellsignale beobachtet werden
(p=0,03). Der Anteil der Anti-CD3-positiven T-Zellsignale zeigt hingegen keine statistische
Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe, weder 24 Stunden (p=0,23) noch sieben Tage
nach Reperfusion (p=0,99) (Abb.26B).
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Abbildung 26 : Einfluss der Lipolyse-Inhibition unter kardialer Ischdmie auf die lymphoide
Zellzusammensetzung,

Anteil der Anti-CD3-positiver T-(oben) und Anti-PAX5-positiver B-Zellen (unten) in Lipolyse-
Inhibition im DREADD-Modell (1) nach 24 Stunden (h) und (2) nach 7 Tagen (d) Reperfusion
(rep),

(A): Immunfluoreszenz-Féirbung gegen CD3 (oben)/PAX5 (unten), Schichtbilder mit drei Kanéilen:
WGA488 zur Firbung des FG, DAPI zur Zellkernféirbung,

(B): Relativer Anteil der positiven Anti-PAX5-B- und Anti-CD3-T- Zellen in %, Mittelwert + SEM,
n=10-12, ungepaarter zweiseitiger t-Test.
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Im direkten Vergleich der alleinigen Ischamie und der zusatzlichen Lipolyse-Inhibition im

DREADD-Modell, zeigt sich eine signifikante Abnahme der Anti-PAX5-positiven B-

Zellsignale (p=0,007) von 24 Stunden zu sieben Tagen nach Reperfusion.

Eine signifikante Abnahme zeigt sich dabei interessanterweise sowohl nach alleiniger

Ischdmie ohne Inhibition (p<0,0001), wie auch nach Lipolyse-Inhibition im DREADD-

Modell (p=0,007) (Abb. 27, links).

Im Blick auf den Anteil der Anti-CD3-positiven T-Zellen zeigt sich auch bei dieser

Auswertung keine Signifikanz oder Tendenz zwischen den Entnahmezeitpunkten in der

Kontrollgruppe oder im DREADD-Modell (Abb. 27, rechts).
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Abbildung 27: Einfluss kardialer Ischéimie mit zusétzlicher Inhibition der Lipolyse im DREADD-
Modell auf die Anzahl Anti-PAX5-positiver B- (links) und Anti-CD3-positiver T-Zellanzahl (rechts)
in %, 24h und 7d nach Reperfusion im Vergleich; Mittelwert + SEM, n=10-12, Two-way-ANOVA,

Siddk-Test.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Inhibition der peripheren Lipolyse
die GréRe sowie die Immunzellzusammensetzung der fett-assoziierten lymphoiden
Cluster (FALCs) im mediastinalen Fettgewebe nach kardialer Ischdamie beeinflusst. Dazu
wurden drei unterschiedliche murine Modelle der Lipolyse-Inhibition angewandt, in
denen die Adipozyten- und ClustergroRe sowie die Immunzellkomposition innerhalb der
FALCs analysiert wurden.

Zur langfristigen Lipolyse-Inhibition wurde in zwei Modellen das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Lipolyse, die Adipozyten-Triglycerid-Lipase
(ATGL), gezielt inhibiert, entweder pharmakologisch durch Gabe von Atglistatin oder
genetisch mittels eines ATGL-Knockout-Modells (ATGL-KO). Im dritten Ansatz wurde eine
tempordare Hemmung der Lipolyse durch Aktivierung eines synthetischen Rezeptors
(DREADD) induziert, wobei ein spezifischer Agonist (CP21) appliziert wurde, um die
Lipolyse wahrend und unmittelbar nach der Ischamie zu unterdriicken.

Im 1I/R-Modell (Ischamie/Reperfusion) mit einer 60-minutigen Ischdmie zeigte sich 28
Tage nach Reperfusion eine deutliche Zunahme der AdipozytengréRe.

Ein signifikanter Anstieg der AdipozytengréRe wurde ebenfalls im ATGL-KO-Modell
beobachtet, was im Einklang mit der erwarteten Wirkung einer Lipolyse-Inhibition steht.
Im Gegensatz dazu fiihrte die pharmakologische ATGL-Inhibition mittels Atglistatin
interessanterweise zu einer Abnahme der AdipozytengrofRRe, was mit den Beobachtungen
friherer Studien Gbereinstimmt.

Im DREADD-Modell konnte bereits nach 24 Stunden Reperfusion eine deutliche Tendenz
zur Reduktion der B-Zellanzahl in den FALCs festgestellt werden, die nach sieben Tagen
Reperfusion signifikant ausfiel. Dieses Ergebnis stiitzt die Annahme, dass eine zeitlich
begrenzte Inhibition der Lipolyse nach ischamischem Ereignis zu einer Modulation der
Immunzellkomposition in den FALCs fiihrt und damit potenziell Einfluss auf den
inflammatorischen und reperativen Umbauprozess nach Myokardinfarkt nimmt.

Diese Ergebnisse der Experimente werden im Folgenden diskutiert:
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4.1 Zunahme der AdipozytengroRRe im I-/R-Modell

Uberraschenderweise wurde im I/R-Modell 28 Tage nach Reperfusion eine signifikante
Zunahme der AdipozytengrolRe beobachtet (p < 0,0066) (Abb.8).

Ein moglicher Erklarungsansatz fiir diese Zunahme liegt im Hormon Adiponektin
begriindet, das primar von weilen Fettzellen produziert wird und in verschiedenen
Studien multiple kardioprotektive Effekte gezeigt hat (Park and Sweeney, 2013). So
konnten Shibata et al. in einem Adiponektin-KO-Modell den positiven Einfluss von
Adiponektin auf die InfarktgréBe, myokardiale Apoptose sowie eine verminderte
Ausschittung des Tumornekrosefaktors-alpha (TNF-a) bei kardialer Ischamie nachweisen
(Shibata et al., 2005). Weitere Studien bestatigen zusatzliche kardioprotektive Funktionen
(Zhou et al., 2022).

Diese Befunde lassen vermuten, dass es im Rahmen einer myokardialen Ischdamie zu
einem kompensatorischen Anstieg der Adiponektin-Sekretion kommt. Diese Hypothese
wird durch die Arbeit von Sung et al. gestiitzt, die in einem murinen Modell sieben Tage
nach Ischamie einen deutlichen Anstieg der Adiponektin-Expression im Vergleich zur
Sham-Gruppe beobachteten (Sung et al., 2024). Eine weitere Publikation von Kojima et al.
zeigt, dass nach einer anfanglichen kurzzeitigen Abnahme des Serum-Adiponektinspiegels
nach myokardialer Ischamie ein erneuter Anstieg zwischen sieben und 28 Tagen
Reperfusion folgt (Kojima et al., 2003; Wang et al., 2022).

Ein Anstieg des Adiponektins wiederum fordert in weien FG die Produktion von
Adipozyten, die eine hohere metabolische Aktivitat aufweisen und induziert eine
Hyperplasie der Adipozyten im braunen FG (Bauza-Thorbriigge et al., 2024). Eine positive
Korrelation zwischen AdipozytengréRe und Adiponektin-Spiegel konnte zudem von Skurk
et al. gezeigt werden (Skurk et al., 2007).

Auf Basis dieser Daten kann vermutet werden, dass es infolge der kardialen Ischamie zu
einer langfristig vermehrten Sekretion von Adiponektin aus den Adipozyten des
mediastinalen FG kommt, was wiederrum das Zellwachstum stimuliert. Dies konnte eine
mogliche Begriindung fiir die beobachtete Zunahme der AdipozytengréRe im |I/R-Modell
28 Tage nach Reperfusion sein.

Kontrar zu der hier gesehen Zunahme der AdipozytengrofRe, zeigen viele andere Arbeiten
jedoch eine Abnahme dieser, wie beispielsweise die Publikation von Wang et al., 28 Tage

nach Reperfusion im I-/R- Modell im subkutanen FG (Wang et al., 2022). Auch die durch
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die B-adrenerge Stimulation erhohte Lipolyse wiirde erwartungsgemal zu einer Zunahme
kleinerer Adipozyten fiihren.

Zu beachten ist die geringe Fallzahl von vier bis finf Tieren in der hier untersuchten I/R-
Experimentreihe. Bei dieser niedrigen Anzahl steigt die Wahrscheinlichkeit eines
Stichprobenfehlers. Betrachtet man die Einzelwerte im Histogramm von Abbildung 8, so
zeigt sich, dass die signifikante Zunahme der AdipozytengroéRe hauptsachlich durch die
Messung eines einzelnen Tieres beeinflusst wird (Abb.8).

Vor diesem Hintergrund und unter Bericksichtigung der widerspriichlichen
Literaturergebnisse, ist die Aussagekraft der scheinbaren signifikanten Zunahme der
AdipozytengroRe kritisch zu hinterfragen. Insgesamt scheint die AdipozytengréRe in den

FALCs durch die kardiale Ischamie wenig beeinflusst zu werden.
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4.2 Fehlender Einfluss auf die Immunzellzusammensetzung und die

ClustergroBe im Ischamie-/Reperfusions-Modell

Bezuglich der ClustergréRRe zeigt sich im I/R-Modell keine signifikante Veranderung. Dies
steht im Kontrast zu Horckmans et al., die eine isolierte Grélenzunahme mediastinaler B-
Zellcluster drei Tage nach Infarkt beschrieben (Horckmans et al., 2018).

Im Verhaltnis zur Gesamtflache des mediastinalen FG lasst sich zwar eine tendenzielle,
jedoch nicht-signifikante VergréBerung der Cluster nach Ischamie beobachten (Abb.11-
12).

Im direkten Vergleich mit Horckmans et al. fallt dabei eine Abweichung der
Entnahmezeitpunkte auf. Es ist anzunehmen, dass die ClustergréRe kurz nach Reperfusion
stark ansteigt, ihren Héhepunkt am dritten Tag erreicht und bis zum siebten Tag wieder
abnimmt. Nach 28 Tagen, wie in dieser Arbeit untersucht, ware demnach keine
signifikante VergroRBerung mehr erkennbar (Horckmans et al., 2018).

Dartiber hinaus wurden in der genannten Studie ausschlieBlich weibliche Mause
verwendet, die ein groBeres mediastinales FG besitzen, wahrend in dieser Arbeit nur
mannliche Tiere eingesetzt wurden. Auch die Art der Ischamie-Induktion unterscheidet
sich: Die permanente Ligatur bei Horckmans et al. filhrt wahrscheinlich zu einer starkeren
Inflammation und damit zu einer ausgepragteren Clustervergrofierung als die hier
angewandte 60-min(tige Ligatur.

Frihere Studien zeigen einen akuten Anstieg von B-Lymphozyten nach kardialer Ischdamie
sowie deren negativen Einfluss auf das Herzgewebe durch Mobilisation weiterer
Immunzellen (Horckmans et al., 2018; Zouggari et al., 2013). Dabei unterscheiden sich B1-
und B2-Zellen hinsichtlich ihrer pro- und antiinflammatorischen Wirkung und deren
Einfluss auf die Immunregulation nach Ml (Farias-Itao et al., 2019; Rosenfeld et al., 2015;
Srikakulapu and McNamara, 2020; Wu et al., 2019).

Auf Grundlage dieser Studien wurde in dieser Arbeit die Immunzellzahl nach Ischamie
histologisch analysiert, um mogliche Effekte der Lipolyse-Inhibition zu untersuchen.
Uberraschenderweise zeigte sich dabei jedoch kein signifikanter Anstieg von B- oder T-
Zellen (Abb. 14,16, 17).

Im DREADD-Modell zeigt die Kontrollgruppe nach kardialer Ischamie ohne Lipolyse-
Inhibition interessanterweise eine signifikante Abnahme der Clustergréf3e sowie eine

signifikante Abnahme der B-Zellzahl sieben Tage nach Reperfusion im Vergleich zu 24
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Stunden Reperfusion (Abb. 24,27). Diese Ergebnisse stiitzen die Annahme, dass die B-
Zellzahl zunachst ansteigt, ein Maximum nach drei Tagen erreicht, wie in Horckmans et al.
beschrieben, und danach wieder abnimmt. (Horckmans et al., 2018).

Das Fehlen signifikanter Veranderungen im I/R-Modell kénnte auch hier an der kleinen
Probenzahl liegen, welches zu einer eingeschrankten Aussagekraft fihrt.

Zudem sind die Entnahmezeitpunkte (24 Stunden und 28 Tage) moglicherweise nicht
ideal gewahlt, um den H6hepunkt der B-Zellantwort zu erfassen. Wie beschrieben, liegt
der maximale Anstieg nach ungefahr drei Tagen, mit einem Riickgang bis zum siebten Tag
(Horckmans et al., 2018). Auch die ausschlieRlich histologische Quantifizierung der B-
Zellen in dieser Arbeit konnte eine Rolle spielen, da friihere Studien, wie auch die um
Sabine Steffens, meist auf Durchflusszytometrie basieren, die moglicherweise genauere

und quantitativere Ergebnisse liefert (Horckmans et al., 2018).
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4.3 Abnahme der AdipozytengroRe nach Inhibition mittels Atglistatin,
Zunahme nach Inhibition im ATGL-KO

In beiden Modellen, der pharmakologischen Hemmung mittels Atglistatin sowie dem
genetischen KO der ATGL, erfolgt eine Inhibition des geschwindigkeitsbestimmenden
Enzyms der Lipolyse. Wahrend Atglistatin, durch Verabreichung tGber die Nahrung, Gber
den gesamten Reperfusionszeitraum zugefiihrt wurde, flihrt der KO zur dauerhaften
Deletion der ATGL. Beide Modelle inhibieren die Lipolyse also langfristig. Im Gegensatz
zum DREADD-Modell, in dem die Lipolyse-Inhibition nur Giber einen begrenzten Zeitraum,
kurz vor und nach Ischamie, erfolgt.

Trotz gleicher Zielstruktur zeigten sich tiberraschend unterschiedliche Effekte auf die
AdipozytengroRe:

Im ATGL-KO war, wie erwartet, eine signifikante Zunahme der AdipozytengréRe
nachweisbar (Abb. 19B). Dies lasst sich durch den verminderten Abbau der Triglyceride
erklaren, was zur Akkumulation von Lipiden in den Adipozyten und damit zu deren
Hypertrophie fihrt. Interessanterweise berichten jedoch Studien mit Adipozyten-
spezifischen ATGL-KO-Modellen keine signifikanten Veranderungen der Adipozytengrol3e
im (peri-)gonadalen FG (Schoiswohl et al., 2015; Takahara et al., 2021). Kotzbeck et al.
hingegen beobachteten in einem Ganzkdrper-KO eine Zunahme der AdipozytengréRe
(Kotzbeck et al., 2018).

Interessanterweise zeigten sich nach 28 Tagen Reperfusion im Atglistatin-Modell
vermehrt kleinere Adipozyten im Bereich 1-25 um? (Abb. 18B). Die Diskrepanz kénnte auf
Unterschiede in der Inhibitionsart zurtickzufiihren sein: In beiden Modellen findet zwar
eine langfristige Inhibition der Lipolyse statt, die Wirkung des Atglistatins nimmt jedoch
mit der Zeit, im Gegensatz zum KO, ab (Mayer et al., 2013; Schweiger et al., 2017).
Mehrere Studien berichten ebenfalls Gber eine Gberraschende Abnahme der
AdipozytengroéRe nach Inhibition der Lipolyse mit Atglistatin. Die Arbeitsgruppe um
Schweiger et al. diskutiert als moéglichen Erklarungsansatz eine verringerte
Nahrungsaufnahme sowie eine gestorte intestinale Fettresorption infolge der Atglistatin-
Gabe (Schweiger et al., 2017).

Takahara et al. konnten ebenfalls eine Abnahme der AdipozytengréRe nach Atglistatin-
Gabe in einem murinen Modell beobachten. Im Rahmen dieser Studie wurde durch die

Gabe von ISO eine Herzinsuffizienz simuliert, welches bekanntermallen zu einer B-

80



adrenergen Stimulation der peripheren Lipolyse und damit zu einer verringerten
AdipozytengroRe fuhrt. Dieser Effekt wurde laut Arbeitsgruppe durch die Gabe von
Atglistatin noch zusatzlich verstarkt (Takahara et al., 2021).

In einer weiteren Studie von Schweiger et al. wurde ebenfalls eine Abnahme der
AdipozytengrofSe nach Behandlung mit Atglistatin beobachtet, diesmal in einem Modell
mit didtetisch induziertem Ubergewicht. Die Autoren postulieren, dass die Inhibition der
Lipolyse durch Atglistatin zu einer verminderten Inflammation im Fettgewebe fiihrt. Diese
reduzierte Entziindungsaktivitat wiederum kdnnte eine Riickbildung der inflammatorisch
bedingten Hypertrophie der Adipozyten begiinstigen, ein Zusammenhang, der im Rahmen
der Studie auch experimentell belegt werden konnte (Schweiger et al., 2017).

Dies deckt sich mit weiteren Arbeiten, die lber eine reduzierte Makrophagen-Infiltration
in das weiBe FG (Kosteli et al., 2010) sowie verringerte IL-6-Spiegel nach Lipolyse-
Inhibition berichten (Zhang et al., 2014).

Die Reduktion freier FS durch Lipolyse-Inhibition scheint im Zusammenhang mit einer
verbesserten kardialen Funktion zu stehen:

Thiele et al. konnten in einem Mausmodell mit Katecholamin-induziertem Herzschaden
kardioprotektive Effekte von Atglistatin nachweisen. Die orale Verabreichung des
Lipolyse-Inhibitors fihrte zu einer signifikanten Reduktion apoptotischer und fibrotischer
Veranderungen im Myokard, was auf dessen anti-apoptotische sowie anti-fibrotische
Wirkung des Atglistatin hindeutet (Thiele et al., 2021).

Auch Bottermann et al. konnten durch die praventive Gabe von Atglistatin, beginnend
zwei Tage vor der Induktion des Myokardinfarkts, eine signifikante Verbesserung der
Ejektionsfraktion bei behandelten Mausen beobachten. Interessanterweise blieb die
InfarktgroRe zwischen den Gruppen unverandert, wahrend die Kontraktilitat des nicht-
infarzierten Myokards signifikant erhoht war (Bottermann et al., 2021). Ob dieser
funktionelle Vorteil jedoch kausal auf die Lipolyse-Inhibition zurlickzufihren ist, bleibt
bislang unklar. In diesem Zusammenhang ist jedoch besonders hervorzuheben, dass sich
das Protokoll der Atglistatin-Gabe in der vorliegenden Arbeit deutlich von der Arbeit von
Bottermann et al. unterscheidet: Hier erfolgte die Applikation erst 24 Stunden nach dem
Infarkt und wurde Uber einen Zeitraum von sieben Tagen fortgesetzt.

Dass die Lipolyse-Inhibition durch ein ATGL-KO in murinen Modellen ebenfalls protektive

Effekte im Hinblick auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz entfalten kann, ist durch
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mehrere Studien belegt: So konnte gezeigt werden, dass ein ATGL-KO in einem
Mausmodell, gemessen an verschiedenen strukturellen und funktionellen kardialen
Parametern, durch eine verbesserte systolische Ejektionsfraktion zur Pravention einer
druckinduzierten Herzinsuffizienz beitragen kann (Salatzki et al., 2018). Weitere Studien
konnten ebenfalls eine verbesserte Ejektionsfraktion, sowie eine verminderte
linksventrikuldare Hypertrophie durch ein ATGL-KO in Mdusen mit einer Herzinsuffizienz
beobachten (Parajuli et al., 2018).

Der genaue Mechanismus, Uber den eine langfristige Inhibition der ATGL, sei es
pharmakologisch oder genetisch im KO-Modell, die kardiale Funktion beeinflusst, ist
bislang nicht abschliefend geklart. Unklar bleibt insbesondere, ob die beobachteten
protektiven Effekte primar auf eine Reduktion freier FS und damit auf eine verringerte
Lipotoxizitat zurtckzufiihren sind, oder ob zusatzlich eine Modulation der
Immunzellzusammensetzung im mediastinalen FG eine zentrale Rolle spielt. Letzteres
erscheint vor dem Hintergrund aktueller Publikationen plausibel, bedarf jedoch weiterer
experimenteller Validierung.

Die Hypothese einer modifizierten Immunzellzusammensetzung durch Lipolyse-Inhibition
wird durch verschiedene Studien gestiitzt (Kosteli et al., 2010; Zhang et al., 2014). In
einem ATGL-KO-Modell zeigten Shimizu et al. eine reduzierte Zytokin-Freisetzung unter -
adrenerger Stimulation (Shimizu et al., 2012). Weitere Arbeiten beschreiben auch eine
Zunahme von Immunzellen im FG unter akuter Lipolyse-Aktivierung (Kosteli et al., 2010;
Mottillo et al., 2010).

Daher wurde in dieser Arbeit die Immunzellzusammensetzung in mediastinalen FALCs
unter ATGL-Hemmung untersucht. Entgegen der Hypothese zeigten sich weder
Veranderungen der B- oder T-Zellzahlen, noch signifikante Unterschiede in den
ClustergroBen (Abb. 22, 25). Somit bleibt unklar, ob die Verbesserung der Herzfunktion
nach Inhibition der ATGL immunvermittelt ist oder ob hierbei andere Mechanismen
zugrunde liegen.

Interessanterweise gibt es in diesem Kontext auch Studien, die auf protektive Effekte von
ATGL hinweisen. Lettieri Barbato et al. zeigten beispielsweise eine durch ATGL vermittelte
Unterdriickung inflammatorischer Zytokine im Alter (Lettieri Barbato et al., 2014). Dies
deutet darauf hin, dass die ATGL-Modulation zu einer deutlich komplexeren

Beeinflussung des FG-Metabolismus und dessen Immunregulation fihrt.
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Die komplexen Wechselwirkungen zwischen Lipolyse-Inhibition und Immunreaktion
werden besonders deutlich bei der Betrachtung von Adiponektin und dessen Einfluss auf
B-Zellen. Mehrere Studien, darunter auch die Arbeit von Schweiger et al., zeigen, dass
eine pharmakologische Hemmung der ATGL durch Atglistatin mit einem Anstieg der
Adiponektin-Spiegel einhergeht (Schweiger et al., 2017). Adiponektin ist ein Hormon mit
ausgepragten antiinflammatorischen Eigenschaften, das lber verschiedene Signalwege
auf das Immunsystem wirkt. Es konnte unter anderem gezeigt werden, dass Adiponektin
die B-Zell-vermittelte Inflammation unterdriicken kann, beispielsweise im Kontext einer
akuten Colitis (Obeid et al., 2017). Auf welcher molekularen Ebene Adiponektin die
Reifung und Expansion von B-Zellen reguliert, ist bislang nicht abschlieBend geklart.
Dieser Theorie nach musste ein durch Atglistatin vermittelter Anstieg von Adiponektin mit
einer Reduktion der B-Zellzahl einhergehen. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch
keine signifikante Veranderung der B-Zellanzahl unter Lipolyse-Inhibition mit Atglistatin
und im ATGL-KO beobachtet werden. Dies legt nahe, dass die komplexen und
multifaktoriellen Wechselwirkungen zwischen ATGL-Inhibition, Adiponektin-Spiegeln und
den entziindlichen Prozessen nach kardialer Ischamie die isolierte Bewertung einzelner
Immunzelltypen erschweren. Moéglicherweise wirken hier verschiedene Mechanismen
gleichzeitig, die sich in ihrer Gesamtheit auf die Immunzellzusammensetzung auswirken,

ohne dass sich dies eindeutig auf die B-Immunzellanzahl zurlickfiihren lasst.

Die protektiven Effekte einer ATGL-Inhibition auf die kardiale Funktion kénnten
moglicherweise auch auf Veranderungen anderer Immunzellen, wie Makrophagen,
zurlickzufiihren sein. Kosteli et al. beobachteten einen Riickgang der Makrophagen-
Infiltration durch genetische Deletion der ATGL in einem murinen KO (Kosteli et al., 2010).
Auch Takahara et al. konnten eine Abnahme der Makrophagen-Rekrutierung bei einem
Katecholamin-induzierten Herzschaden in einem Mausmodell unter Atglistatin
nachweisen (Takahara et al., 2021).

Weitere Studien deuten zudem auf eine Rolle der ATGL in immunologischen Prozessen
hin. So berichten Aflaki et al. in einem ATGL-KO-Modell von einer verminderten
Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins IL-6 sowie einer erhéhten Produktion des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10 (Aflaki et al., 2011). Eine Studie von van

Dierendonck et al. zeigt darliber hinaus, dass die Inhibition der ATGL die Immunantwort

83



beeinflussen kann: Bei entziindungsbedingter Aktivierung von Makrophagen kommt es
zur vermehrten Expression des sogenannten hypoxia-inducible lipid-droplet-associated
(HILPDA)-Proteins. Dieses hemmt physiologisch die ATGL in Makrophagen, was zu einer
Anreicherung von TAG und einer Reduktion proinflammatorischer Mediatoren fuhrt (van
Dierendonck et al., 2022).

Vor dem Hintergrund dieser Daten erscheint eine Quantifizierung der Makrophagen in
den mediastinalen FALCs unter Bedingungen der ATGL-Inhibition sinnvoll, um den Einfluss
der Triglyzerid-Akkumulation und der ATGL-vermittelten Lipolyse auf die Immunantwort
gezielter zu untersuchen.

Auch in diesem Inhibitionsmodell sind die gewahlten Entnahmezeitpunkte kritisch zu
hinterfragen. Schoiswohl et al. berichten Uber eine signifikante Zunahme lokaler
Entziindungszeichen bereits 24 Stunden nach akuter Lipolyse-Stimulation, erkennbar an
sogenannten crown-like structures, also Makrophagen-Ansammlungen, die sich um
nekrotisches Gewebe sammeln (Strissel et al., 2007). Dieser Anstieg wird im ATGL-KO
inhibiert (Schoiswohl et al., 2015). Im Rahmen dieser Experimente erfolgte die Entnahme
des mediastinalen Fettgewebes sieben Tage nach Reperfusion. Es ist daher denkbar, dass
die initiale Immunreaktion zu diesem Zeitpunkt bereits soweit abgeklungen war, dass sie
mit den hier eingesetzten histologischen Methoden nicht mehr adaquat erfasst werden
konnte.

Eine zusatzliche Limitation des pharmakologischen ATGL-Inhibitionsmodells stellt die

bislang fehlende Wirksamkeit von Atglistatin im Menschen dar (Schweiger et al., 2017).
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4.4 Abnahme der B-Zellanzahl und ClustergroBe sieben Tage nach

Reperfusion im DREADD-Modell

Eine Publikation von Luzhou Wang, eine Mitarbeiterin derselben Arbeitsgruppe,
beschreibt eine signifikant verbesserte systolische Funktion sieben Tage nach Reperfusion
im DREADD-Modell. Zur Erklarung dieser Beobachtung wurde die Hypothese aufgestellt,
dass die akute Inhibition der Lipolyse zu einer reduzierten Konzentration zirkulierender
freier FS sowie zu einem erniedrigten Insulinspiegel fiihrt. Dies beglinstigt eine
Akkumulation des second messengers cAMP, welcher wiederum eine gesteigerte Aktivitat
der PKA bewirkt. Die verstarkte PKA-Aktivitat fuhrt letztlich zu einer positiven lusitropen
und inotropen Wirkung, wodurch die postischamische systolische Kontraktilitat
verbessert wird (Wang, 2024).

In Anlehnung an die Annahmen von Wang wurde in der vorliegenden Arbeit die
Hypothese formuliert, dass die Inhibition der Lipolyse im DREADD-Modell die
Immunzellzusammensetzung in den mediastinalen FALCs moduliert und dadurch eine
verminderte neutrophile Infiltration ins Myokard bewirkt, was letztlich zu einer
Verbesserung der kardialen Funktion nach Ischamie fuhrt. Nach 60-mindtiger Ischamie
und einer siebentdgigen Reperfusion zeigt sich im DREADD-Modell tatsachlich eine
signifikante Abnahme der B-Zellzahl (Abb. 26). Diese Abnahme wird zuséatzlich durch den
signifikanten Rickgang der B-Zellen im direkten Vergleich der Zeitpunkte, 24 Stunden und
sieben Tage nach Reperfusion im DREADD-Modell bestatigt (Abb. 27). Damit
einhergehend zeigt sich eine Abnahme der relativen Clustergrof3e sieben Tagen nach
Reperfusion im DREADD-Modell (Abb. 24). Der genaue Mechanismus, der zur Reduktion
der B-Zellen sowie einer verringerten ClustergréRe infolge der akuten Lipolyse-Inhibition
fahrt, ist bislang noch nicht geklart.

Ein moglicher Erklarungsansatz konnte Adiponektin sein: Interessanterweise zeigte eine
Studie von O’Mara et al., dass die Stimulation B3-adrenerger Rezeptoren neben einer
gesteigerten metabolischen Aktivitdat und erhohtem Energieverbrauch im braunen
Fettgewebe auch mit einer erhdohten Lipolyse-Rate sowie erhéhten Adiponektin-Spiegeln
einhergeht (O’Mara et al., 2020). Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Behandlung der
DREADD-Mause mit dem Agonisten CP21 flihrt zu einer Aktivierung des Gi-Signalweges
und Uber diese Kaskade zu einer Lipolyse-Inhibition (Wang et al., 2021). Aufgrund dieser

Inhibition ware dementsprechend eine Verringerung des Adiponektin-Spiegels zu
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erwarten.

Che et al. konnten in einer Publikation ebenfalls einen Zusammenhang von Adiponektin
und B-Zellen nachweisen. Im Rahmen dieser Studie zeigte sich durch Expression von
Adiponektin eine gesteigerte Proliferation und Differenzierung der B-Zellen (Che et al.,
2021).

Eine Verminderung des Adiponektin-Spiegels infolge der DREADD-vermittelten akuten
Lipolyse-Inhibition kdnnte demnach einen fehlenden Anstieg oder sogar eine Abnahme
der B-Zell-Population bewirken. Diese Hypothese stellt einen mdglichen Erklarungsansatz
fur die beobachtete Reduktion der B-Zell-Anzahl im DREADD-Modell dar. Allerdings ist der
genaue Mechanismus, tiber den Adiponektin die Reifung und Proliferation von B-Zellen
beeinflusst, bislang noch nicht geklart.

Entgegen dieser Hypothese zeigte die Untersuchung im Rahmen der Dissertation von
Luzhou Wang keine Beeinflussung, im Sinne einer Abnahme der Adiponektin-
Genexpression, 24 Stunden nach Reperfusion (Wang, 2024). Der genaue Einfluss der
Lipolyse-Inhibition auf den Adiponektin-Spiegel sowie der Zusammenhang zwischen
Adiponektin und Immunzellen, insbesondere B-Zellen, im mediastinalen Fettgewebe sind
daher noch eingehender zu untersuchen.

Ein weiterer moglicher Erklarungsansatz fir die Reduktion der B-Zellzahl ist der Einfluss
des Hormons Leptin. Dieses, von Adipozyten produzierte Hormon, spielt eine zentrale
Rolle bei der Regulation des Energiehaushalts und des Zellstoffwechsels. Leptin besitzt
zudem entziindungshemmende, antioxidative und angioprotektive Eigenschaften, die
einen wichtigen Beitrag zum Schutz des Herz-Kreislauf-Systems leisten (Poetsch et al.,
2020). Wang et al. stellte eine signifikant verringerte Leptin-Genexpression im inguinalen
FG nach 60-mintiger kardialer Ischamie und sieben Tagen Reperfusion fest. Diese
Abnahme ging zudem mit einer Akkumulation von Makrophagen nach sieben Tagen
einher (Wang et al., 2022). In einer weiteren Studie fihrte die Stimulation des Gi-
Signalwegs im DREADD-Modell zur Hemmung der Lipolyse und zeigte dabei einen
signifikanten Anstieg der Leptin-Produktion bereits zwei Stunden nach der CNO-Gabe
(Caron et al., 2019).

Dies verdeutlicht, dass die Hemmung der Lipolyse zu einem Anstieg des Leptins fiihrt und
dadurch moglicherweise die Immunreaktion nach einer kardialen Ischdamie beeinflusst.

Dass Leptin eine regulierende Rolle im Zusammenspiel zwischen Energiestoffwechsel und
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Immunsystem spielt, ist bekannt (Fantuzzi and Faggioni, 2000; Pérez-Pérez et al., 2017).
Der Einfluss von Leptin auf B-Zellen ist jedoch noch nicht vollstandig geklart. So zeigt eine
Studie von Frasca et al., dass Leptin unter anderem den Antikérperklassenwechsel der B-
Zellen beeinflusst und dabei zu einer Verringerung der von B-Zellen produzierten IgG-AK
fUhrt (Frasca et al., 2020). Um den genauen Zusammenhang zwischen Leptin, der
Rekrutierung und Anzahl von B-Zellen sowie der Immunreaktion in den mediastinalen
FALCs nach kardialer Ischamie umfassend zu verstehen, sind weitere Studien erforderlich.
Neben Leptin und Adiponektin nehmen maglicherweise auch weitere Hormone Einfluss
auf die B-Zellaktivitat. Wang et al. konnten zeigen, dass es nach akuter Inhibition der
Lipolyse im DREADD-Modell und der Induktion eines Myokardinfarkts mit 30-minutiger
Reperfusion zu einer Reduktion des zirkulierenden Insulinspiegels kommt (Wang, 2024).
Insulin ist, wie der Name schon andeutet, strukturell dem Insulin-like growth factor (1GF)
ahnlich. Sowohl Insulin als auch IGF beeinflussen den Stoffwechsel auf vielfaltige Weise,
vor allem durch die Férderung des Anabolismus und die Hemmung des Katabolismus.
Dabei nutzen sie gemeinsame Signalwege (Hakuno and Takahashi, 2018). In diesem
Zusammenhang konnten Landreth et al. in einer Studie zeigen, dass IGF eine
stimulierende Wirkung auf die Proliferation von Vorlauferzellen der B-Zellen auslibt
(Landreth et al., 1992). Umgekehrt wiirde eine geringere Aktivierung der IGF-Signalwege,
etwa durch einen niedrigeren Insulinspiegel, vermutlich zu einer reduzierten Proliferation
und folglich zu einer Abnahme der B-Zellen fiihren. Ob der Insulinspiegel im DREADD-
Modell tatsachlich durch die akute Lipolyse-Inhibition oder durch andere Faktoren
beeinflusst wird, ist bislang jedoch noch nicht abschliefend untersucht (Wang, 2024).
Neben der Lipolyse-Inhibition kdnnte auch eine IGF-Resistenz, ausgeldst durch
Inflammationsprozesse, wie in vorigen Arbeiten beschrieben, Grund fir eine verminderte
Proliferation und damit einer Abnahme der B-Zellen sein (Jain et al., 1998; White, 2002).
Eine Modulation des Insulinspiegels nimmt dariiber hinaus auch direkten Einfluss auf die
kardiale Funktion, indem es den kardialen Stoffwechsel, Hypertrophie- und

Autophagieprozesse, sowie das Uberleben der Kardiomyozyten beeinflusst (Abel, 2021).

Wang et al. berichten zudem, dass die akute Inhibition der Lipolyse im DREADD-Modell zu
einer Abnahme freier FS fiihrt(Wang, 2024). Es alternative Theorie ist, dass dieser

Rickgang der freien FS die Immunzellzusammensetzung beeinflusst und sich dadurch die
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beobachtete Abnahme der B-Zellanzahl erklart. Dass freie FS die Proliferation peripherer
Lymphozyten beeinflussen, ist bereits seit Langem bekannt (Mertin and Hughes, 2009;
Weymann, 1977). Dabei lasst sich vor allem eine Hemmung der T-Zell-Proliferation
beobachten, wahrend die Auswirkungen auf B-Zellen weniger ausgepragt sind (Buttke,
1984; Radzikowska et al., 2019). Allerdings zeigen Veroffentlichungen hierzu teils
widerspriichliche Ergebnisse, wie eine Ubersichtsarbeit von Radzikowska ausfiihrlich
darlegt. Ursache dafiir sind unter anderem die unterschiedlichen, nicht standardisierten
experimentellen Methoden zur Bestimmung des Einflusses von freien FS auf die
Immunreaktion. Zudem sind chronische Erkrankungen haufig multifaktoriell bedingt,
wobei verschiedene Faktoren jeweils separat sowohl die Lipidzusammensetzung als auch
die Immunantwort beeinflussen kdnnen (Radzikowska et al., 2019). Diese Erkenntnisse
aus der Ubersichtsarbeit werden durch eine Publikation von Rockett et al. untermauert,
welche aufzeigt, dass die Annahme, die Aktivierung von Lymphozyten werde durch eine
Veranderung der Lipidzusammensetzung ungesattigter Fettsduren verandert, nicht
uneingeschrankt anwendbar ist (Rockett et al., 2010).

Die Abnahme der B-Zell-Anzahl lasst sich demnach nicht eindeutig und ausschlief8lich auf
die Reduktion der freien FS zurtckfiihren. Es ist durchaus denkbar, dass die Kombination
aus einem niedrigeren Insulinspiegel, einer Reduktion der freien FS, einer Abnahme des
Adiponektins und einem Anstieg des Leptins, hervorgerufen durch die akute Lipolyse-
Inhibition, sowohl die Immunzellzusammensetzung positiv beeinflusst als auch die
kardiale Funktion verbessert.

Die genauen Mechanismen, durch die diese Einflussnahme auf die Immunzellen erfolgt,
sind jedoch noch nicht vollstandig geklart. Nichtsdestotrotz zeigt die akute Lipolyse-
Inhibition im DREADD-Modell anhand der vorliegenden Ergebnisse bereits ein
vielversprechendes therapeutisches Potenzial zur Verbesserung der kardialen Funktion

nach einem Infarkt.
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4.5 Limitationen

Im Rahmen dieser Dissertation sind durch verschiedene Einflussfaktoren Limitationen
entstanden, die bericksichtigt werden miissen.

Eine der wesentlichen Hauptlimitationen stellt die geringe Probenzahl im I/R-Modell dar:
So konnten nach 24 Stunden lediglich mediastinale Fettgewebsproben von vier und nach
28 Tagen von finf Tieren gewonnen werden. Daher sind die in den Ergebnissen des I/R-
Modells beobachteten Signifikanzen nur eingeschrankt aussagekraftig.

Zudem ist zur praziseren Analyse der Immunzellzahlen eine erganzende Quantifizierung
mittels Durchflusszytometrie neben der immunhistochemischen Zellfarbung ratsam.

Der AK Anti-PAX5, der in dieser Dissertation zur Immunfluoreszenz der B-Zellen
verwendet wurde, markiert das Transkriptionsfaktorprotein PAX5, welches in den friihen
Stadien, jedoch weniger in den spaten Stadien der B-Zelldifferenzierung exprimiert wird.
Daher besteht die Moglichkeit, dass zu den gewahlten Entnahmezeitpunkten im Rahmen
dieser Dissertation, keine optimale immunofluoreszente Darstellung der B-Zellen
stattgefunden hat und darunter auch die quantitative Bestimmung dieser beeinflusst
wurde.

Da einige der zuvor genannten Publikationen einen Zusammenhang zwischen der
Lipolyse-Inhibition und der Rekrutierung sowie Aktivitdit von Makrophagen belegen
(Horckmans et al., 2018; Kosteli et al., 2010; Takahara et al., 2021; Wang, 2024) und
mediastinale FALCs eine hohe Anzahl dieser Zellen enthalten, wéare zur umfassenderen
Untersuchung der Vorgange innerhalb der Cluster auch eine quantitative Analyse der
Makrophagen empfehlenswert.

Flr zukUnftige Studien bietet sich zudem an, mehrere Entnahme- und Messzeitpunkte zu
wahlen, da die aktuell gewadhlten Zeitpunkte moglicherweise nicht die zeitlichen Maxima
der Zellakkumulationen abbilden, wie bereits zuvor erldutert. So kbnnte ein
tiefergehendes Verstandnis der Wechselwirkungen zwischen Lipolyse und

Immunzellzusammensetzung ermoglicht werden.
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5 Schlussfolgerung

Ziel dieser Arbeit war es, den Zusammenhang zwischen Lipolyse und
Immunzellkomposition in den FALCs zu beleuchten. Die Hypothese, dass eine Inhibition
der Lipolyse liber eine verdanderte Zusammensetzung und eine verminderte Proliferation
der Immunzellen, zu einem positiven Einfluss auf die kardiale Funktion nach Ischamie
flhrt, konnte hier teilweise bestatigt werden.

Dabei zeigte sich bei langfristiger Inhibition der Lipolyse durch pharmakologische und
genetische Inhibition der ATGL, keine Veranderung hinsichtlich der Clustergrof3e, sowie
der Immunzellkomposition.

Die akute Inhibition der Lipolyse im DREADD-Modell hingegen zeigt in dieser Arbeit eine
signifikante Abnahme der B-Zellen parallel zu einer verbesserten kardialen
Auswurfleistung, welche in einer Dissertation von Luzhou Wang, Mitglied derselben
Arbeitsgruppe, nachgewiesen werden konnte (Wang, 2024). Dieses Ergebnis legt nahe,
dass es durch eine akute Lipolyse-Inhibition im DREADD-Modell liber verschiedene
Mechanismen, die noch nicht hinreichend beleuchtet wurden, zu einer verminderten
Immunreaktion in den FALCs kommt, was in der Folge zu der beobachteten verbesserten
kardialen Funktion nach einer Ischamie beitragen kdnnte.

Diese Erkenntnisse geben Anlass zu weiterflihrenden Forschungsarbeiten, bei denen die
oben genannten Limitationen berucksichtigt werden sollten. Aufbauend auf den in dieser
Arbeit gewonnenen Erkenntnissen zur akuten Lipolyse-Inhibition im DREADD-Modell
konnten zukiinftige Studien die zugrunde liegenden Mechanismen der beobachteten
Verbesserung der kardialen Auswurfleistung weiter untersuchen. Dabei erscheint eine
guantitative Analyse weiterer Immunzellpopulationen, insbesondere der Makrophagen,
sowie eine differenziertere Charakterisierung der bereits untersuchten B- und T-Zellen
von besonderem Interesse. Erganzend kdnnten zukiinftige Arbeiten aullerdem den
Einfluss der akuten Lipolyse-Inhibition im Kontext einer kardialen Ischamie mit Blick auf
hormonelle Veranderungen beleuchten — insbesondere im Hinblick auf Leptin,
Adiponektin und Insulin —, um potenzielle systemische Regulationsmechanismen besser
zu verstehen.

Damit leistet die vorliegende Arbeit einen Beitrag zum besseren Verstandnis der Rolle der
mediastinalen FALCs nach Lipolyse-Inhibition im Kontext kardialer Ischdamie, bietet

zugleich neue Perspektiven und legt die Grundlage fiir weiterfiihrende Forschung.
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