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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Aufbau der arteriellen GefaRwand

Die Arterienwand ist ein dynamisches, heterogen geschichtetes System. Sie setzt sich
aus Endothelzellen (EC), glatten Muskelzellen (VSMC), Fibroblasten und
unterschiedlichen Funktionszellen zusammen, die zu einem Komplexsystem Uber auto-
parakrine Interaktionen verbunden sind. Anatomisch-histologisch ist die Arterienwand in
drei Schichten (Abbildung 1-1) unterteilt *:

Die Intima wird durch eine einzelne Schicht aus polygonalen ECs gebildet, die unter der
endothelialen Basalmembran die Wand zum Lumen hin abgrenzen.

Die Media bildet den muskularen und elastischen Teil der GefaBwand. Speziell die
aortale Media besteht zum Grol3teil aus elastischen Fasern, die sich konzentrisch um
das Lumen anordnen. In peripheren Versorgungs- und Widerstandsgefal3e hingegen
weist die Tunica media einen hohen Anteil an VSMCs auf. Die lamellare Einheit der
Media wird von einer elastischen Lamelle und der angrenzenden intralamellaren Zone
gebildet und entspricht der funktionellen Basis. Die elastischen Lamellen stehen
untereinander Uber zarte Fasern in Verbindung. Uber lamina elastica interna und
externa grenzt sich die Media von Intima und Adventitia ab. Die glatten Muskelzellen
verlaufen spiralig und inserieren in den elastischen Lamellen. Weitere mechanische
Stabilitat erhalt die GefalRwand Uber intermediare Kollagenfasern. Die Organisation der
einzelnen Elemente erfolgt in der Extrazellularen Matrix (ECM). Das elastisch-
muskuléare System ist verantwortlich fir die Elastizitat und Zugfestigkeit der Aorta.

Die Adventitia als auf3erste Schicht grenzt die GefalRwand von der Umgebung ab.
Hauptzelltyp sind die Fibroblasten. Des Weiteren enthalt sie auch terminale
Nervenendigungen sowie Bindegewebsstrukturen mit Gewebsmakrophagen. Die
Adventitia ist von kleinen Blut- und Lymphgefal3e (vasa vasorum) durchsetzt. Sie wirkt
modulatorisch zwischen Gefallwand und umliegendem Bindegewebe. An die Adventitia
grenzt das perivaskulédre Fettgewebe (PVAT) an, welches das GefaR einbettet * 2.

Alle drei Schichten tragen uber spezifische Funktionen zur vaskularen Homoostase bei
und reagieren auf aufRere Verédnderungen. Die Endothelzellen der Intima regulieren

Vasotonus und Blutgerinnung, kontrollieren Austauschvorgdnge und haben

1
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antithrombogene Funktionen °.

Die Media ist verantwortlich fir den Vasotonus, der durch Faktoren moduliert wird, die
in Endothel und Adventitia synthetisiert werden *.

Die  Adventitita bildet ein  weiteres biologisches  Prozesszentrum  fir
Schlusselregulatoren vaskularer Funktion und Struktur. Adventitielle Fibroblasten
proliferieren als Antwort auf Verletzungen oder Stress. Des Weiteren sind sie befahigt
sich zu Myofibroblasten zu differenzieren und in andere Schichten der Gefalwand zu
migrieren, sie beeinflussen die ECM, sie synthetisieren und sezernieren Molekile mit
weiten parakrinen Effekten und sie exprimieren Rezeptoren, die die Rekrutierung
zirkulierender Leukozyten und Progenitor-Zellen stimulieren .

Die GefalBwand als mehrschichtiges System ist ein hochdifferenzierter,
stoffwechselaktiver Regulator - fahig Mirkomilieuanderungen zu registrieren und
adaquate Reaktionen zu initiieren. Uber die lokale Produktion von Mediatoren erfolgt

eine kontinuierliche strukturelle und funktionelle vaskulare Modulation.

Abbildung 1-1: Aufbau der Arterienwand.

Ausschnitt aus einem Querschnitt der Aorta abdominalis der Maus.
Farbung: Weigert-Sirius-Red, 40x VergroBerung. PVAT — peri-
vaskulares Fettgewebe, Adv — Adventitia, M — Media, lam — lamellare

Einheit (markiert durch Klammer), Int — Intima, L — Lumen.
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1.1.1 Vaskulares Remodeling

Die GefalRwand ist ein aktives Organ: zur Adaptation an veranderte intra- sowie
extraluminale Bedingungen ist ein standiger Umbau innerhalb der Wand (Remodeling)
notwendig. Diese Umbauvorgange finden in der Extrazellularen Matrix (ECM) statt.
Vaskulares Remodeling ist ein dynamischer Prozess struktureller Veranderungen.
Streng reguliert, ist der physiologische Vorgang in eine Vielzahl unterschiedlicher
Prozesse, wie GefalBwachstum, Angiogenese, Wundheilung, nach Training oder in der
Schwangerschaft eingeschaltet. Aber auch pathologische Veranderungen wie
Hypertension, ischdmische Erkrankungen, Aneurysmen und Tumorwachstum sind
entscheidend durch erhéhtes Remodeling charakterisiert. Remodeling ist die Interaktion
von lokalen Wachstumsfaktoren, vasoaktiven Substanzen und hamodynamischen
Stimuli. Ein geordnetes Remodeling ist absolute Voraussetzung fur die Wahrung des
sensiblen Verhaltnisses zwischen Elastizitat und Stabilitat der Gefalwand. Pathologien
entwickeln sich aus einer Dysregulation dieser Umbauvorgange °.

Vaskulares Remodeling betrifft primar die Media des Gefal3es. Diese Schicht ist
konstituiert aus lamellaren Einheiten, bestehend aus einer elastischen Lamelle mit
einem umgebenden Ring glatter Muskulatur und bildet so die strukturelle und
funktionelle Basis des arteriellen Systems. Elastizitat und Stabilitdt werden durch die
Komponenten der Media vermittelt und sind betroffen bei Veranderungen in diesem
System. Neben dem physiologischen Remodeling werden unterschiedliche Formen
pathologischen Remodelings unterschieden. Folge all dieser Formen ist eine
Verschiebung der Ratio von Wanddicke und Lumen-Diameter. Eine mdgliche
Veranderung ist die Zunahme der Wanddicke als Antwort auf erhéhten Druck im Gefal3
(inward Remodeling). Dies kann durch Erh6hung der Muskelmasse erfolgen oder aber
durch ein Remodeling anderer zellularer und nicht-zellularer Bestandteile der
GefalRwand. Folge dieser Veranderungen ist eine Erh6hung der vaskularen Reagilibitat
sowie des peripheren Gefallwiderstands. Eine zweite Form ist das outward
Remodeling. Die Veranderungen betreffen hierbei vornehmlich die Dimension des
GefalBlumens. Eine Restrukturierung zellularer und nicht-zellularer Bestandteile der
Gefallwand kann unter pathologischen Bedingungen mit Zellverlust und dysregulierter
Proteolyse der arteriellen Matrix einhergehen. Als Resultat verminderter struktureller
Integritat dilatiert die GefaRwand " 8.

Das inward Remodeling beschreibt eine vaskulare Mediahypertrophie bei konstantem
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Lumen und représentiert hypertensive Veranderungen der Kkleinen Arterien und
Arteriolen. Ein outward Remodeling hingegen findet sich vor allem in den grof3en
Arterien und hier speziell bei aneurysmatischer Degeneration °.

Ein Gefal3-Remodeling bewirkt andauernde strukturelle Veranderungen des vaskularen
Phanotyps - unter anderem als Antwort auf chronische hamodynamische Stimuli.
Wesentlicher Bestandteil dieser Veranderungen ist die Degradation der ECM. Ein
struktureller Wandel innerhalb der Matrix ist grundlegend fur vaskulares Remodeling.
Auf molekularer Ebene ereignen sich sehr frih destruktive Veranderungen im
konnektiven Gewebe. Im Rahmen dieser extrazellularen Reorganisation werden die
VSMCs befahigt zu proliferieren und zu wandern. Weiterhin wird die Infiltration
inflammatorischer Zellen ermdglicht sowie die proteolytische Aktivitat weiter erhéht und

degenerative Prozesse beschleunigt *°.

Dramatischer Endpunkt proteolytischen,
inflammatorischen und degenerativen outward Remodelings in der Aorta abdominalis
kann - als Resultat eines progressiven Missverhaltnisses zwischen biomechanischen
und biologischen Faktoren - die Ausbildung eines Aneurysmas sein *. Es werden zwei
Wege in der Genese aneurysmatischer Veranderungen unterschieden. Voraussetzung
fur das arteriosklerotische Aneurysma sind arteriosklerotische Veranderungen der
Intima. Die zweite Form ist das inflammatorische Aneurysma, welches definitionsgemali
ohne arteriosklerotische Plagues entsteht. Die fur das inflammatorische Aneurysma
pathognomischen Faktoren besitzen auch fur das outward Remodeling Gultigkeit. Es
wurden vier vaskulare, fir den pathologischen Remodeling-Vorgang entscheidende
Faktoren erkannt *%

1. Chronische Entzindung in der auBBeren Aortenwand, einhergehend mit
Neovaskularisation und erhéhter Produktion proinflammatorischer Zytokine.
Exzessive, dysregulierte lokale Produktion von Matrix-abbauenden Proteasen.

3. Progressive Zerstérung der strukturellen Matrix-Proteine, im besonderem Elastin
und Kollagen mit nachfolgender Schwéchung und Dilatation der Aortenwand.

4. Erh6hung der Apoptoserate mit sukzessivem Verlust der glatten Muskulatur in
der Media.

Die Integritat der Wandstrukturen ist absolute Voraussetzung fir die physiologische
GefalR3funktion. Durch die Dysregulation des Remodeling-Systems kommt es zum
sukzessiven Verlust dieser Integritat.

Ein frihes Anzeichen des outward Remodeling ist das Einwandern inflammatorischer

Zellen in Media und Adventitia. Verantwortlich fiir diesen Prozess sind Faktoren wie

4
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13 15 16

lokale Gewebshypoxie 3, oxidativer Stress '*, Prostaglandine * und Leukotriene

sowie mikrobielle Infektionen mit einer assoziierten Erhdohung spezifischer Zytokine und
Chemokine als immunologische Antwort auf die Degradation von Elastin®"*°.

Die Infiltration inflammatorischer Zellen wird also durch die Remodeling-Prozesse in der
Matrix ausgeldst und bedingt selbst wiederum weitere Abbauvorgange in der Matrix. In
dieser Schleife aus Inflammation und Proteolyse vollzieht sich schrittweise Uber
strukturelle Veranderungen konnektiver Wandbestandteile in der extrazellularen Matrix

ein phanotypischer Wandel des Gefalies.

1.2 Extrazellulare Matrix

Die Extrazellulare Matrix (ECM) ist eine dynamische Umgebung fir alle Zellen mit
essentieller Bedeutung fur den geordneten Ablauf zellulare Funktion. Die ECM formt die
Gewebsarchitektur tber die Sequestrierung von Gewebswasser durch Bindung an
Proteine und die Organisierung einzelner Zellen zu Verbanden. Doch erschdpft sich ihre
Funktion nicht in der bloRBen Schaffung einer strukturellen Umgebung fur die Zellen: die
ECM st elementar fur das Wachstum, die Differenzierung sowie die Zellmigration.
Weiterhin interagieren Zellen mit der ECM Uber zahlreiche Rezeptoren. Somit
beeinflusst die Matrix zellulare Entwicklung und vermittelt Reaktionen auf extrazellulare
Stimuli 2% ",

Die ECM besteht vorwiegend aus fibrillaren Proteinen (Kollagen, Elastin, Laminin),
strukturellen Glykosaminoglykanen und Proteoglykanen. Doch gibt es deutliche
Unterschiede in der spezifischen Zusammensetzung zwischen den verschiedenen
Zelltypen innerhalb eines Organs.

Die arterielle Matrix enthalt einen besonders groRen Anteil an Elastin, das von den
VSMC produziert und in die ECM sezerniert wird. Elastin macht bis zu 50 Prozent des
Trockengewichtes der Aorta aus °. Ein weiterer wichtiger stabilitatsbildender
extrazellularer Bestandteil der Media ist polymeres Kollagen. Extrazellulares Elastin und
Kollagen sind Angriffspunkte der sensibel regulierten proteolytischer Aktivitat.

Signale der ECM regulieren GefalBwachstum und -formation sowohl wahrend
Entwicklung und Wachstum als auch unter pathologischen Bedingungen: sie sorgen fur

die Balance zwischen GefaRaufbau und vaskularer Degradation. Weiterhin sind
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Bestandteile der ECM verantwortlich fur die Chemotaxis und Migration externer Zellen.
Geordnete Ablaufe sind bedeutend fiir die Stabilitit des vaskuldren Systems 2,

Strukturelle Veranderungen innerhalb der ECM werden in jedem Organ durch
Proteolyse und morphogenetische Restitution vermittelt. Der regulierten proteolytischen
Aktivitat kommt die entscheidende Bedeutung in diesem System zwischen

physiologischer Anpassung und pathologisch dysregulierter Degradation zu.

1.3 Proteolytische Aktivitat

Integritdt und Stabilitat der ECM sind durch das Strukturgerust fibrillarer Proteine
gewahrleistet. Dieses Geriist unterliegt einem standigem Auf- und Abbau.

Strenge Regulationsmechanismen steuern die Abbauvorgdnge. Das proteolytische
System setzt sich aus zahlreichen unterschiedlichen Enzymen und deren
Gegenspielern zusammen. Von besonderer Bedeutung sind dabei die Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs), deren spezifischen Konterparts die Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases (TIMPs) sowie die Cathepsin-Familie %.

Dysregulationen der proteolytischen Aktivitat fihren zu einer strukturellen Schwachung
wesentlicher Bestandteile der ECM mit weitreichenden Folgen fir die nachgeordneten

Strukturen.

1.3.1 Matrix-Metalloproteinasen

Matrix-Metalloproteinasen spielen eine entscheidende Rolle beim Abbau von
konnektiven Proteinen und extrazellularen Makromolekilen. Sie werden von
Mesenchymzellen, Monozyten, Makrophagen und Tumorzellen als Zymogen
synthetisiert und auf verschiedene Stimuli hin aktiviert. Als stark regulierte Enzyme
stehen sie unter strenger Kontrolle mit sehr geringer basaler Konzentration. Erst bei
aktiven Remodeling-Vorgédngen innerhalb der ECM kommt es zu einem drastischen
Anstieg der MMP-Konzentration. Uber ihren regulatorischen Eingriff in die Homoostase
der ECM entfalten die MMPs ein weites Wirkungsspektrum: Zellwachstum, -

differenzierung, -beweglichkeit, Apoptose, Angiogenese, sowie die Modulation von
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Immunitat und Chemokinaktivitat werden funktionell von MMPs beeinflusst 2.

Die MMPs gehoren der Familie der Endopeptidasen an. Sie sind charakterisiert durch
die Bindung von Zink-lonen an ihrer aktiven Seite, Calcium-Abhangigkeit und die
Interaktion mit spezifischen Inhibitoren (TIMPs). Es sind aktuell 26 Unterarten der
MMPs bekannt, von denen 23 im Menschen nachgewiesen werden konnten. Diese
MMPs sind alle - obgleich strukturell homolog - Produkt unterschiedlicher Gene.
Unterschieden werden vier Hauptklassen: Kollagenasen (MMP-1, MMP-8, MMP-13 und
MMP-18), Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9), Stromelysine (MMP-3, MMP-10, MMP-11,
MMP-19 und MMP-20) und MMPs vom Membran Typ (MMP-14, MMP-15, MMP-16 und
MMP-17) % 2,

Die Klasseneinteilung erfolgte auf Basis der jeweils bevorzugten Substrate. Jedoch gibt
es deutliche Uberschneidungen innerhalb der Aktivitaiten zwischen den einzelnen
Klassen, so dass einzelne MMPs die Funktionen anderer tbernehmen kdnnen.

Die unterschiedlichen MMP-Klassen setzen sich aus einer konservierten Grundstruktur
zusammen (Abb. 1-2): einem Signalpeptid, der Propeptiddoméne, der katalytischen
Domane, der flexiblen Gelenkregion (hinge) sowie bei der Mehrheit einer C-terminalen

Hamopexin-ahnlichen Domane.

SP PD KD Hinge HP

OO G — O

Substrat

Abbildung 1-2: Schematischer Aufbau der unterschiedlichen MMPs.
Dargestellt ist die minimale MMP-Struktur mit Hadmopexin-Komplex. SP:
Signalpeptid, PD: Pro-Doméne, KD: Katalytische Doméane, HP:

Hamopexin (nach Rafetto et al. *°)

Die Pro-Domane enthélt ein hochkonserviertes Cystein-Motiv (PRCGXPD), welches die
Thiol-Gruppe enthalt, die als vierter, inaktivierender Ligand des katalytischen Zinkatoms
fungiert und so fur die Erhaltung der latenten Zymogenform notwendig ist. Erst der
,Cysteine switch®, die proteolytische Zerstdérung des Cystein-Zink-Motivs durch Ersatz
der Thiolgruppe durch Wassermolekule, fihrt zur Hydrolyse des Propeptids und zur
Aktivierung der MMP %',

Die katalytische Doméne enthalt eine zinkbindende Aminosaurensequenz bestehend
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aus 3 Histidin-Molekulen (HEXGHXXGXXH). Die Hamopexin-ahnliche C-terminale
Domane ist Bindungsstelle fur die spezifischen Inhibitoren und in die Substratspezifitat
involviert %%,

Die Aktivierung der MMPs erfolgt durch Abspaltung der Propeptiddoméane vom inaktiven
Zymogen. Hierzu sind andere aktivierte MMPs oder Mitglieder anderer Proteasen-
Familien notwendig. Ebenso vermogen Biomolekile, die die Cystein-Zink-Interaktion
storen (reaktive Oxygene, oxidiertes Gluthation, SDS) sowie Hitze und niedrige pH-
Werte MMPs zu aktivieren 2 %

MMPs werden in einer Vielzahl von Zellen, einschliel3lich Makrophagen, Adipozyten
oder VSMCs produziert. Sie werden entweder sezerniert oder in der Plasmamembran,
Uber Glykosaminoglykane verankert, an der Zelloberflache gebunden.

Die Fahigkeit bestimmter MMPs (MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-12) Elastin zu
hydrolysieren ist von grof3er Bedeutung fur die arterielle GefalBwand. Remodeling-
Vorgange im kardiovaskuldren System sind essentiell fur langfristige Adaption an
veranderte Bedingungen, sowie Regenerations- und Reparaturprozesse % 3. MMPs
vermitteln in diesen Prozessen den Umbau der ECM. Besonders betroffen ist hierbei
die elastin- und kollagenreiche lamina media der arteriellen Gefal3e. Weitere Effekte der
MMPs auf Endothel- und Muskelzellen der GefaBwand sind ebenfalls beschrieben *.
Eine unbalancierte Steigerung der MMP-Expression in der GefaBwand fuhrt zu einer
erhohten Remodeling-Rate und somit zu einem Verlust elastischer Funktionen und
aortaler Dilatation im Sinne eines outward Remodelings *. MMPs haben weitreichende
Bedeutung fur die Entwicklung unterschiedlicher Pathologien in der Gefaldwand. Sie
sind wesentlich beteiligt an der Entstehung aneurysmatischer Malformationen *°, der

Destabilisierung  arteriosklerotischer Plaques **, Varikosis *°

sowie auch an
angiogenetischen Prozessen *°. Jedoch nicht nur im GefaBsystem haben die MMPs
eine herausragende Bedeutung: Umbauvorgange in der ECM sind allgegenwaértige
Prozesse und elementar fir Wachstum und Entwicklung aller Gewebe. So ist
beispielsweise das Fettgewebe ein Ort aktiver Umbauprozesse, die durch MMPs
vermittelt werden 3" *8. Besondere Anforderungen an die MMP-vermittelte Dynamik der
ECM stellt auch das adipozytare Mikromilieu wachsender Fettdepots im Rahmen der
Adipositas. Die Adipogenese geht einher mit einer stark erhdhten Remodeling-Rate in
der ECM sowie vielfaltigen dynamischen Zell-Matrix-Interaktionen *°. Weiterhin konnte
fur MMP-2 eine Assoziation des Expressionsgrades mit dem Alter nachgewiesen

werden %°.
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Unter physiologischen Bedingungen ist die Aktivitdt der MMPs streng reguliert. Auf
Transkriptionsebene erfolgt die Induktion der Genexpression durch Zytokine,
Interferone und Wachstumsfaktoren **. Posttranskriptional kann die Stabilitat der mRNA
Uber Wachstumsfaktoren reguliert werden. Prosttranslational als inaktive Pro-Fomen
sezerniert, sind weitere proteolytische Aktivierungsschritte notwendig (,cysteine
switch®). Plasmin gilt als ein solcher proteolytischer Aktivator. Aber auch aktivierte
MMPs selbst kénnen eine Aktivierung anderer MMP-Zymogen bewirken “2. SchlieRlich
wird ihre Wirkung zusétzlich durch spezifische Gegenspieler (TIMPs) balanciert. Erst
ein Ungleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs bewirkt eine Dysregulation der
proteolytischen Aktivitat und fuhrt somit zu pathologischen Veranderungen innerhalb
der ECM.

Die balancierte Aktivitdit der MMPs reguliert die Umbauprozesse in der ECM. Ein

Ungleichgewicht fuhrt zu pathologischen Remodeling-Prozessen.

1.3.2 TIMPs

Die Aktivitat der MMPs wird auf Ebene der Genexpression, der Zymogen-Aktivierung
und tber spezifische Hemmung aktiver Enzyme reguliert.

TIMPs sind diese spezifischen Gegenspieler der MMPs und wesentlich beteiligt an
einem geordneten Ablauf von Matrixdestruktion und —neuformation. Sie modulieren die
Proteolyse der ECM durch direkten Einfluss auf die Proteinasen uber die Blockierung
aktiver MMPs wie aber auch der Aktivierung der Prometalloproteinasen. Ein
Ungleichgewicht im Zusammenspiel zwischen beiden Gruppen fihrt zu einer
Dysregulation der Matrixorganisation und ist die Voraussetzung fir zahlreiche
Pathologien. Neben ihrer Funktion als direkte MMP-Gegenspieler haben die TIMPs anti-
angiogene Eigenschaften, fordern das Zellwachstum und stimulieren die
Steroidsynthese 3.

Bislang sind vier spezifische Inhibitoren charakterisiert (TIMP-1, -2, -3, und -4). Die vier
TIMPs haben elementare Ahnlichkeiten und ein Molekulargewicht von etwa 21 kDa. Sie
bestehen aus zwei funktionell und strukturell unterschiedlichen Doméanen: Die N-
terminale Doméne (125 AS) allein ist ein effektiver Inhibitor fir alle MMPs. An der C-

terminalen Doméne (65 AS) finden sich zwei separate Enzymbindungsstellen fur die
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Hamopexin-Doméanen der Proformen von MMP-2 und MMP-9. Die reversible Bindung
an der C-terminalen Doméne erhoht die Aktivitat des TIMP-Komplexes ** %,

MMPs und TIMPs bilden eine hochaffine, nicht-kovalente, reversible Komplexbindung.
Die Anlagerung des entsprechenden TIMPs erfolgt entlang der kompletten aktiven Seite
der katalytischen Domane des MMPs. Uber eine Chelatbindung wird das an das
katalytische Zink gebundene Wassermolekiil komplexiert *°.

Die unterschiedlichen TIMPs hemmen samtliche MMPs. Auch die TIMPs unterliegen
einer strengen Regulation. Diese erfolgt vor allem Uber Zytokine. Eine besondere Rolle

kommt hierbei TNF-a zu. Die Regulation erfolgt gegenlaufig zu der der MMPs “°.

1.3.3 Cathepsine

Nachdem lange Zeit angenommen worden war, MMPs wéaren die dominanten Akteure
der Reorganisation der ECM, weisen neue Forschungsergebnisse den Cathepsinen

eine bedeutende biologische Rolle in diesem System zu *" “®

. Die Cathepsine
(,Verdauer®) gehdéren wie die MMPs zu den Proteasen. Sie besitzen hochspezifische,
direkte proteolytische Aktivitat, die sie intrazellular - primar im sauren Milieu der

Lysosomen - entfalten “°.

Daruiber hinaus haben sie grol3e Bedeutung fur den
Katabolismus intrazellularer Proteine und die Prozessierung von Pro-Hormonen.
Cathepsine sind beteiligt an der Degradation der ECM, der Antigenprasentation Uber
MHC-1l und der Vermittlung TNF-a-induzierter Apoptose. Nicht nur in Makrophagen
sondern auch VSMCs und ECs exprimiert, sind sie proteolytische Partner der MMPs *°.
Weiterhin spielen die Cathepsine eine wesentliche Rolle in der Spaltungskasskade
gewebsstandiger RAS unter Umgehung von ACE >'. Dieser alternative Signalweg der
Angiotensin II-Genese ist von gro3er Bedeutung fir die lokalen Mechanismen des RAS
und dariberhinaus auch fir pathologische Veranderungen der GefalRwand. Zusatzlich
beeinflussen Cathepsine auch die adipozytare Differenzierung und beteiligen sich am
fettgeweblichen Umbau im Rahmen der Adipositas 2.

Die Klassifizierung der einzelnen Cathepsine erfolgt nach der katalytisch bedeutsamen
Aminosaure im aktiven Zentrum: es werden Cystein-, Aspartat- und Serin-Proteasen
unterschieden.

Cathepsin B ist eine lysosomale Cystein-Protease aus der Familie der Papain-Enzyme
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mit Endo- sowie Exopeptidasenaktivitat. Die proteolytische Prozessierung des Pro-
Cathepsin B - vermittelt durch Cathepsin D oder autokatalytisch im sauren Milieu -
resultiert in der 24 kDa schweren aktiven Protease. Das Wirkspektrum der Cathepsine
ist breit. Unter anderem bewirken sie die Degradation von extrazellularem Kollagen und
Proteoglykanen ',

Cathepsin D ist eine Aspartat-Endopeptidase, die bei einem pH-Optimum von 3,0 bis
5,0 normalerweise in endosomalen und lysosomalen Organellen lokalisiert ist. Innerhalb
dieser Lysosome ist es verantwortlich fir die Degradation phagozytierter Proteine, in
den Endosomen proteolysiert Cathepsin D verschiedene Substrate im Sinne einer

biologischen Aktivierung 2.

Unter bestimmten Bedingungen wird Cathepsin D ins
Zytosol transloziert, wo es proapoptotisch wirkt >*. Weiterhin hat Cathepsin D einen
festen Platz in dem Multiproteinasen-komplex, der verantwortlich ist fir die Degradation
der ECM *.

Wie MMPs sind auch Cathepsine stark regulierte Proteasen. Sie werden als Pra-Pro-
Enzyme synthetisiert. Das Pro-Cathepsin entsteht nach Entfernung des Prapeptids im
Endoplasmatischen Retikulum. Das aktive Cathepsin entsteht schlieRlich nach
proteolytischer Abspaltung des Propeptids im sauren Milieu des Lysosom *°.
Cathepsine sind neben ihren direkten proteolytischen Fahigkeiten auch in die Initiation
proteolytischer Kaskaden involviert. Sie aktivieren die zymogenen Formen von

Kollagenasen und Gelatinasen und inaktivieren TIMPs >’

1.4 Physiologie des Fettgewebes

Die priméare Funktion des Fettgewebes ist die Speicherung von Energien in Form von
Fett. Triglyceride bilden das Energiereservoir in Adipozyten. Bei systemischen
Energiemangelzustdnden sind sie in Form von freien Fettsduren mobilisierbar und
bilden somit einen festen Bestandteil des energetischen Haushalts.

Das Fettgewebe ist jedoch nicht nur Energiedepot: Adipozyten bilden das Fundament
benachbarter Epithelzellen. Sie erflllen eine Schutzfunktion durch Polsterung der
GefalRe und Nerven oder ganzer Organe. Das Fettgewebe ist aber auch ein endokrines
Organ, das eine Vielzahl bioaktiver Molekile synthetisiert und in den systemischen
Blutkreislauf sezerniert *® *°. Dies sind vor allem Adipokine (Leptin, Adiponectin) und
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proinflammatorische Faktoren wie Zytokine (TNF-a), Chemokine (MCP-1), Interleukine
(IL1-B, IL-6) sowie Wachstumsfaktoren, Plasminogen Activator Inhibitor |,
Lipoproteinlipasen und auch Komponenten des Renin-Angiotensin-Systems. Weiterhin
besitzt das Fettgewebe zahlreiche Rezeptoren und wird so durch andere
Hormonsysteme beeinflusst %02,

Das Fettgewebe besteht nicht nur aus Adipozyten, sondern auch aus deren
Vorlauferzellen, den Praadipozyten, Endothelzellen sowie Makrophagen, welche die
stromovaskulare Fraktion des Fettgewebes bilden. Wesentlichen Anteil an der
endokrinen Funktion des Fettgewebes haben die integrierten Makrophagen und
Endothelzellen. Das Fettgewebe nimmt eine aktive Rolle in der Regulation
physiologischer und pathologischer Prozesse des Metabolismus ein. Darliberhinaus ist

es wesentlich fiir die lokale als auch systemische Immunologie und Inflammation .

1.4.1 Pathologie des Fettgewebes: Adipositas

Adipositas bezeichnet die krankhafte Vermehrung des Fettgewebes. Ein
verallgemeinerndes Mal} fur die Kdrpermasse ist der Body-Mass-Index (BMI). Obgleich
individuelle Faktoren wie Statur, Fett- und Muskelgewebe nicht bertcksichtigt werden
ist eine grobe Bewertung moglich.

_ Koérpermasse in kg
(KérpergroRe in m)?

BM

Ein BMI zwischen 19 und 25 gilt als normalgewichtig. Werte zwischen 25 und 30
werden als Ubergewichtig bewertet. Oberhalb von 30 beginnt die Adipositas.
Fettleibigkeit und die assoziierten metabolischen und kardiovaskularen Erkrankungen
stellen ein immer grol3er werdendes Problem in der Medizin dar. Seit 1980 hat sich die
Pravalenz der Fettleibigkeit in Europa verdreifacht 4% 4.

Adipositas ist das Resultat einer positiven Energiebilanz als Folge einer langfristigen
Verschiebung von Nahrungsaufnahme und Energieverbrauch. Es kommt zu einer
Akkumulation von Triglyceriden in Fettdepots mit Hypertrophie und Hyperplasie der
Adipozyten. Die funktionelle Bedeutung dieses Depots als Reserve in Zeiten
reduzierten Nahrungsangebotes ist heute in der industrialisierten Welt weitgehend

erloschen. Ubergewicht (BMI 25-30) und Adipositas (BMI>30) sind weitverbreitete
12
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Krankheiten mit dramatischen Auswirkungen auf die Gesamtmortalitat. Sie wirken
schadigend auf eine Vielzahl von Systemen, einschliel3lich kardiovaskular
(Endothelschaden, KHK, Hypertonus)*® %% respiratorisch  (Schlaf-Apnoe),
gastrointestinal (Reflux, Gallensteine), metabolisch (Insulinresistenz, Diabetes mellitus

®8.%9 ‘immunologisch " und onkologisch (erhéhte Inzidenz

71,72

Typ 2, Hypercholesterindmie)
von Brust-, Endometriums- und Darmkrebs)
Adipozyten produzieren eine Reihe von Adipokinen, die auf lokaler (auto-/parakrin) und
systemischer Ebene (endokrin) wirken. Diese Faktoren sind Zytokine,
Wachstumsfaktoren, Adiponektin, Resistin, Adipsin, Leptin, plasminogen activator
inhibitor-1, Lipoproteinlipase und auch Komponenten des Gerinnungssystems sowie
des Renin-Angiotensin-Systems *°.

Bei einer exzessiven Erhéhung der Fettmasse kommt es zu deutlichen Veranderungen
der zirkulierenden Konzentrationen adipozytar produzierter Biomolekile. Zytokine,
Chemokine und Hormon-&hnliche Proteine werden vom Fettgewebe gebildet und
sezerniert. Sie wirken auf metabolischer Ebene und modulieren auch inflammatorische

und strukturelle Prozesse 4.

Bei Adipositas ist die Synthese der Biomolekiile
dysreguliert. Deutliche Effekte sind auf lokaler Ebene (auto- und parakrine Funktion) wie
auch systemisch (endokrine Funktion) nachweisbar.

Fettgewebliches Wachstum ist verbunden mit einer groRen Belastung des
extrazellularen Systems. Differenzierende Adipozyten bilden zellulare Erweiterungen,
sie migrieren aus dem Stroma und etablieren Zell-Zell-Verbindungen. Die Adipozyten
organisieren sich in dreidimensionalen multizellularen Verb&nden. Hierzu ist eine
Reorganisation der urspriinglichen Ordnung der ECM notwendig. Gro3e Bedeutung fur
die Degradation fettgeweblicher ECM kommt dem MMP-System zu. Speziell die
Remodellierung der adipozytaren Basalmembran, die Voraussetzung fur das Wachstum
ist wird durch ihre proteolytische Aktivitdt gewahrleistet. Weiterhin sind MMPs in die
Zytokinaktivierung und proinflammatorsche Reaktion involviert *’.

Die erhohte Produktion proinflammatorischer Faktoren fuhrt zu einer milden
systemischen Inflammation. Deshalb wird die Adipositas zu den milden
Entziindungerkrankungen gerechnet "°. Verantwortlich fiir die erhéhte Konzentration
proinflammatorischer Faktoren ist die mit Adipositas assoziierte Infiltration des
Fettgewebes mit Makrophagen, die neben den Adipozyten selbst eine Quelle fir
Zytokine darstellen. Die Zahl der Makrophagen ist auch in Relation zum Fettgewebe

normalgewichtiger Kontrollgruppen im Fettgewebe bei Adipositas erhoht. Diese

13



Einleitung

Makrophagen sind sowohl morphologisch als auch funktionell aktiviert *°.

Doch auch die Adipozyten selbst reagieren sensitiv auf inflammatorische Veranderung
in ihrem Milieu. Sie sind Zielzellen inflammatorischer Pathogene, welche die Synthese
und Sekretion von Zytokinen und Akute-Phase-Proteinen in Adipozyten stimulieren .
Die Konzentration von TNF-a ist direkt korreliert mit Adipositas und Insulinresistenz ®.
Adipositas ist der grundlegende Risikofaktor fur kardiovaskulare Erkrankungen. Die
Dysregulationen auf Ebene der adipozytaren Biomolekile sind ursachlich fir die
Veranderungen, die das Krankheitshild des metabolischen Syndroms bilden "°. Das
Metabolische Syndrom (MetS) ist ein komplexes Krankheitsbild mit rasch steigender

Pravalenz. Es setzt sich aus folgenden pathologischen Veranderungen zusammen #:

e Abdominelle Adipositas

e Atherogene Dyslipidamie

e Bluthochdruck

¢ Insulinresistenz mit Glukoseintoleranz

e Prothrombotischer sowie proinflammatorischer Status

Ein zusatzlicher Diabetes mellitus Typ 2 findet sich im fortgeschrittenen Stadium des
Metabolischen Syndroms. Eine Erhéhung der Insulinresistenz, die mit einer Zunahme
der Korperfettmasse einhergeht, gilt als urséchlich fur die Vielzahl pathologischer
Veranderung, weshalb das Metabolische Syndrom auch Insulinresistenz-Syndrom
genannt wird. Das Metabolische Syndrom stellt einen kombinierten Risikofaktor fur
kardiovaskuléare Erkrankungen dar. Ausgangspunkt der krankhaften Veranderungen ist

die Adipositas "°.

1.4.2 Tumor Nekrose Faktor-alpha in der adipozytéren Biologie

Der proinflammatorische Status ist entscheidend beteiligt an der Pathogenese des

81

Metabolischen Syndroms °°. Das Fettgewebe ist ein Produzent inflammatorischer

Zytokine wie CRP, Interleukin-6 oder TNF-a. Die immunomodulatorischen und

82

inflammatorischen Funktionen von TNF-a sind gut bekannt Mittels dieser

Eigenschaften hat TNF-a dominanten Einfluss auf den intermediaren Stoffwechsel und

14



Einleitung

wird als Schlisselzytokin in der Pathogenese der Adipositas und deren
Folgeerscheinungen angesehen %,

TNF-a, als 51 kDa-Trimer sezerniert, ist als 17 kDa-Protein wirksam. Der Name
entstammt seiner urspringlichen Identifikation als proapoptotischer Faktor in
Tumorzellen . Das Zytokin besitzt bedeutende proinflammatorische Eingenschaften
und hat grofR3en Einfluss in der Vermittlung angeborener wie auch erworbener Immunitat
und im System aus Zellproliferation und apoptotischen Prozessen. Hinzu kommen
spezielle metabolische Funktionen mit groRer Bedeutung fur das Fettgewebe. TNF-a
entfaltet seine Wirkung nach Bindung an zwei Rezeptoren (Tumor Necrosis Factor
Receptor | und Il bzw. p55 und p75), die auf den Membranen aller kernhaltigen Zellen
exprimiert sind &°.

Besonders das fettgewebliche TNF-a steht im Fokus aktueller Forschung. Seine
metabolische Rolle ist von grof3er klinischer Relevanz. Die gesteigerte Expression von
TNF-a im Rahmen der Adipositas ist von zahlreichen systemisch kritischen
Konsequenzen begleitet. So bewirkt TNF-a eine Erhéhung der Insulinresistenz indem
es die Aktivitat der Insulinrezeptortyrokinase 1 (IRS-1) und die Expression des
Glukosetransporter 4 (GLUT-4) herabreguliert. Weiterhin wirkt es Transkriptionfaktoren
wie PPARYy entgegen. Zudem stimuliert TNF-a die Lipolyse und induziert so indirekt
auch diabetogene Effekte . Diese Vorgange beschreiben die endokrinen Effekte von
TNF-a.

Den grof3ten Anteil an der TNF-a-Produktion und -Sekretion im Fettgewebe haben,
neben den Adipozyten selbst, die stromovaskuldaren Zellen — im speziellen die

Makrophagen. TNF-a ist somit ein auto-parakriner Faktor im adipozytaren Gewebe ™.

1.4.3 PVAT: Auswirkungen der Adipositas auf das Gefalsystem

Die endokrinen Eigenschaften des Fettgewebes mit nachhaltigen systemischen
Einflussen lassen auch auf lokaler Ebene Funktionen des Fettgewebes vermuten, die
Uber eine bloRe Schutz- und Stutzfunktion fur die Organe hinausgehen. Produktion
unterschiedlicher Adipokine und lokale Sekretion aus dem Fettgewebe beeinflussen
benachbarte Organe. Uber parakrine Signalwege wirkt das viszerale Fett so direkt auf

Funktion und Struktur einzelner Gewebe °*.
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Die Adventitia mit dem angeschlossenen perivaskularen Fettgewebe (PVAT), das alle
Arterien umgibt, riickt in letzter Zeit in den Fokus der GefaRforschung 2. Uber
unterschiedliche Wege moduliert diese auf3erste Schicht des GefalRes dessen Struktur
und Funktion. Das periadventitielle Fett spielt auf parakrinem Weg eine bedeutende
Rolle in der vasomotorischen Regulation der GefalBwand. Im besonderen Mal3e sind
antikontraktile Effekte des PVAT beschrieben. Die dilatativen Effekte sind
zurUckzufuhren auf funktionell-elektrophysiologische Veranderungen in der GefaRwand:
Einbau sowie Offnung von Ca- und K-Kanalen, ADRF, NO, Acetylcholin und
Endothelfaktoren .

Aortale Adventitia mit PVAT und Endothel stehen Uber vasa vasorum in Verbindung.
Die mit Adipositas assoziierte dysregulierte inflammatorische Aktivitat des Fettgewebes
findet sich auch im PVAT und vermittelt gemeinsam mit oxidativem Stress und

% Im Rahmen von

Insulinresistenz im Gefal3system einen entzindlichen Phanotyp
Gefaluntersuchungen bei kardiovaskularen Erkrankungen sind Populationen multipler
exogener Zellen in der Adventitia auffallig. Dies sind vor allem Monozyten,
Makrophagen und T-Zellen, die den inflammatorischen Status vermitteln & 8%, Weiterhin
existiert ein signifikanter Zusammenhang zwischen der inflammatorischen Invasion in

der Adventitia und dem Aortendurchmesser

. Die funktionelle Akitivierung der
Adventitia ist charakteristisch fir unterschiedliche vaskulare Pathologien. Sie gilt als

friher Vorbote der GefaRBerkrankungen %.

1.5 Renin-Angiotensin-System

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) spielt eine zentrale Rolle in der Modulation von
vaskularem Tonus und Struktur sowie renaler Funktionen (Abb. 1-3). Es ist von
hdchster Bedeutung fir das kardiovaskulare System. Ausgangssubstrat des Systems
ist das a2-Globulin Angiotensinogen, das, durch die in der Niere gebildete Protease
Renin gespalten, Angiotensin | bildet. Aus diesem Dekapeptid wird nach Abspaltung
zweier Aminosauren durch die Peptidase Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) das
Oktapeptid Angiotensin Il (Ang 1), dem hauptsachlichen Effektor mit
druckregulatorischen, trophischen und proinflammatorischen Funktionen, abgespalten

%1 Ang Il entfaltet seine Wirkung via zweier unterschiedliche Rezeptoren mit teilweise
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gegensatzlicher Funktion: AT-1 und AT-2-Rezeptor %.

Angiotensinogen
Renin —— |

‘ Angiotensin | ’

v
Angiotensin Il
N

A A
£\ £\
A

AT\ AT\

Rezéptor

Abbildung 1-3: Renin-Angiotensinsystem.

Eine Vielzahl von Studien belegen zusatzliche Wirkungen des Ang I, die Gber dieses
klassische RAS hinausgehen. So erfillt Ang Il nicht nur zirkulatorische Funktionen,
sondern wird auch auf lokaler Ebene produziert und entfaltet hier auch seine Wirkung
% Viele unterschiedliche Gewebe (Herz, GefaR, Gehirn, Fett) verfigen tber lokale
organspezifische Angiotensin-generierende Systeme mit parakriner Wirkung ** .

Auch das Fettgewebe verfligt tber ein eigenes lokales Renin-Angiotensin-System. Es
ist nach der Leber der bedeutendste Produzent von Angiotensinogen °°. Hormonelle
und metaboblische Veranderungen im Rahmen von Adipositas sind assoziiert mit
Expression und Sekretion adipozytaren Angiotensinogens. Das lokale RAS des
Fettgewebes ist direkt involviert in die Pathophysiologie der Adipositas: auf lokaler
Ebene adipozytdarer Homoostase als auch systemisch im Sinne des metabolischen

% Das RAS bildet somit einen wichtigen Verbindungspunkt zwischen

Syndroms
dysregulierten Fettgewebe und assoziierten vaskularen Pathologien. Von grof3er
Bedeutung fur die Aktivitat des RAS ist die Sensitivitat des Fettgewebes gegenuber
Insulin. Resistenz gegentber Insulin in der Vermittlung durch TNF-a ist assoziiert mit
hohen Konzentrationen von Angiotensinogen .

Die Expressionsraten von Angiotensinogen-mRNA sind in viszeralen Fettdepots hther
als in subkutanen. Im Rahmen einer prézisen Lokalisation der aortalen Expression von

Angiotensinogen auf mRNA-Ebene konnten hohe Konzentrationen vor allem im PVAT
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gefunden werden, wahrend die einzelnen Abschnitte der Aortenwand nur geringe
Aktivitat aufwiesen °* %,

Die vaskulare Wirksamkeit des RAS beeinflusst die Biologie der Gefaldwand nachhaltig.
Durch Angiotensin Il als hochpotenten Vasokonstriktor reguliert es den Vasotonus.
Zudem stimuliert Angiotensin Il die Produktion von Zytokinen und induziert eine
inflammatorische Aktivierung der VSMC ', Weiterhin induziert es die Synthese von
MMPs und tragt so mal3geblich zur proteolytischen Aktivitat und Remodeling-
Vorgangen in der GefaRwand bei 12,

Die vielfaltigen nutzlichen Effekte von Eingriffen in das RAS mittels ACE-Hemmern oder
AT-1-Rezeptor-Blockern (ARBs) sind nicht allein durch deren blutdrucksenkenden
Eigenschaften zu erklaren. Vielmehr beeinflussen sie ein weitlaufiges System mit

grof3er Bedeutung in der Verknipfung adipozytarer und kardiovaskularer Pathologien.

1.5.1 AT-1-Antagonisten: Telmisartan

Der Groldteil der Ang lI-Effekte wird durch Anlagerung an den AT-1- bzw. AT-2-

Rezeptor vermittelt %

. Es handelt sich um membranstidndige Rezeptoren mit 7
transmembranédren Doménen. Die Bindung an den AT-1-Rezeptor ist entscheidend fur
die Ang IllI-vermittelte Vasokonstriktion, Aldosteronfreisetzung, Zytokinfreisetzung, MMP-
Aktivierung und VSMC-Proliferation °*. Angiotensin-Typ-1-Rezeptor-Blocker wirken
Uber eine kompetetive Antagonisierung von Angiotensin Il durch Blockade dessen
Bindung an den Angiotensin-Typ 1-Rezeptor und finden einen weiten Einsatz in der
Therapie des Bluthochdrucks. Grol3er Vorteil der AT-1-Antagonisten gegenuber ihren
Vorgangern den ACE-Hemmern st die ausbleibende Affektation des
Bradykininsystems, da keine Interaktion mit ACE stattfindet.

AT-1-Antagonisten leiten sich  strukturell von Imidazolderivaten ab. Die
unterschiedlichen Antagonisten entstehen durch den Austausch des Imidazolrings
durch eine andere funktionelle Gruppe.

Grof3e klinische Studien belegen weiterhin ginstige Effekte RAS-Antagonistischer
MaRnahmen hinsichtlich der Insulinsensitivitat (Ramipril: HOPE % Losartan: LIFE %;
Telmisartan: ONTARGET %),

Hemmung des ACE bewirkt eine Steigerung der Insulinsensitivitat Gber den Bradykinin-
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Signalweg und eine erhdhte NO-Synthese Mogliche weitere Mechanismen

insulinsensitivierender Effekte nach Eingriffen in die Kaskade des RAS mit Hemmung

der Angiotensin II-Wirkung sind: Steigerung der Adiponectin-Konzentration °°,

Hemmung proinflammatorischer Aktivierung ***

109

und Minderung der Entstehung freier
Sauerstoffradikale Dennoch bleiben die genauen Mechanismen und eine
Beteiligung an weiteren positiven systemischen Effekten spekulativ. Die
nachgewiesenen positiven Effekte hinsichtlich der Insulinsensitivitdt nach Einnahme von

AT-1-Antagonisten sind weiterhin nicht vollstandig geklart.
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Abbildung 1-4: Telmisartan.
Telmisartan enthélt den Biphenylgrundkérper der Sartane, allerdings ist

der Tetrazolring gegen eine Sauregruppe ausgetauscht (nach Wienen

etal. 9.

Telmisartan hat sich in unterschiedlichen Studien als besonderes Mitglied der ARB-
Familie erwiesen. Experimentell konnte eine Verstarkung der Differenzierung muriner

1L 112 verantwortlich fir

Praadipozyten unter Telmisartan nachgewiesen werden
diesen Effekt ist eine Aktivierung des Peroxisome Proliferator-Activated Rezeptors
gamma (PPARYy), einer Unterfamilie der nukledaren Hormonrezeptoren 3. PPARYy spielt
eine bedeutende Rolle in der transkriptionellen Regulation von Glukose- und
Lipidmetabolismus und somit in der Vermittlung von Insulinsensitivitdt. Die hohe
Lipophilie des Telmisartan begtinstigt diesen besonderen Effekt des ARBs. Telmisartan
fungiert als partieller PPARy-Agonist und weist somit insulinsensitivierende

Eigenschaften unabhéngig von der AT-1-Blockade auf 2,
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1.6 Hypothese und Zielsetzung

Es existiert eine enge Verbindung zwischen vaskularen Erkrankungen und Adipositas.
Adipositas ist eine metabolische und inflammatorische Pathologie, die mit einer
grundlegenden Beeinflussung des Kkardiovaskularen Systems im Sinne eines
Metabolischen Syndroms einhergeht *°.

Die Vielzahl fettgeweblicher Viszeral-Komplexe in unterschiedlichen Organsystemen
fuhrt zu einer systemischen Distribution adipozytarer Dysregulation. Die unmittelbare
Nachbarschaft von Organen und spezifischem Fettgewebe und dessen parakrinen
Eigenschaften machen eine unmittelbare Organaffektation durch das viszerale Fett
wahrscheinlich.

Adipositas als intensiver Umgestaltungsvorgang im Fettgewebe stellt hohe
Anforderungen an das proteolytische System *°. Es finden sich verstarkt Remodeling-
Prozesse. Diese sind auch charakteristisch fir adaptive Verdanderungen des
Gefal3systems. Proteolytische Dysregulation stellt eine grof3e Gefahr fir die Integritat
des Gefal3es dar. Eine grol3en klinischen Studie ergab eine Assoziation von Adipositas
und vergroRerten Aortendurchmessern 4.

Vor diesem Hintergrund ergab sich als Hypothese flr diese Arbeit die Moglichkeit eines
parakrinen Ubergreifens des dysregulierten Remodelings im PVAT bei Adipositas auf
die benachbarte Gefallwand. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen,
inwieweit Adipositas tatsachlich eine Dilatation der Aorta verursacht und welche
struktur-morphologischen und molekularbiologischen Veranderungen sich in der

Aortenwand finden.
Die schrittweise Annéherung an die Ziele erfolgte Uber:

1. Die morphologische und molekularbiologische Untersuchung der Mausaorta
nach forcierter PVAT-Beeinflussung durch Diat-induzierte Adipositas mit
besonderem Fokus auf strukturellen Veranderungen der extrazellularen Matrix.

2. Die Untersuchung proteolytischer und inflammatorischer Aktivitat in Aorta und
Adipozyten.

3. Die Prufung einer mdglichen pharmakologischen Intervention durch den AT-1-

Rezeptor-Antagonisten Telmisartan.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Substanzen

Bezeichnung

Acrylamid
Agarose
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin (D-[-]-alpha-Aminobenzylpenicillin)

Bromphenolblau
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethanol 70%, 90%, 96%, 100%
Ethidiumbromid (1% m/v)
Glycin

N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

NacCl

10x PCR-Puffer und MgClI2 (25 mM)
Paraffin Typ 9

Ponceau-S

Proteaseinhibitoren Complete-Mini
Milchpulver

Pioglitazon

Resorcinfuchsin

Restore™ Western stripping buffer
Sodium-Nitroprussid

Telmisartan

TEMED

Trizma-Base

Trizol

Tween 20
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha)
Weigert A+B

Xylol

Hersteller, Ort, Land

Roth, Karlsruhe, D
QA-AgaroseTM, Q-BlOgene, USA
Sigma, Taufkirchen, D

Sigma, Taufkirchen, D

Sigma, Taufkirchen, D

Sigma, Taufkirchen, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D

Sigma, Taufkirchen, D

Sigma, Taufkirchen, D

Serva ,Heidelberg, D

Merck KGaA, Darmstadt, D
Promega GmbH, Mannheim, D
Microm GmbH, Walldorf, D
Sigma, Taufkirchen, D

Roche Diagnostics, Mannheim, D
Roth, Karlsruhe, D

Takeda, Osaka, Japan

Chroma, Munster, D

Pierce, Rockford, USA

Sigma, Taufkirchen, D
Boehringer-Ingelheim, Ingelheim, D
Sigma, Taufkirchen, D

Sigma, Taufkirchen, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Sigma, Taufkirchen, D
Biosource, Belgium, NL

Chroma, Munster, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

2.1.2 Nahrmedien und Zusatze fur die Zellkultur

Bovines Serumalbumin (BSA)
Dexamethason (2mM)

Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium
(DMEM, mit 4,5 g/l Glucose; 0,58 g/l
L-Glutamin; 3,7 g/l NaHCOs3)

Fotales bovines Serum (FBS)

Sigma, Taufkirchen, D
Sigma, Taufkirchen, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D
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Hank’s balanced salt solution (HBSS)
Insulin
Isobutylmethylxanthin (IBMX, 50mM)

2.1.3 Kits

BCA™ Protein Assay Reagent Kit

ECL Western Blotting Detection Reagents
NucleoSpin® RNA Il Kit

NucleoSpin® RNA/Protein Kit

2.1.4 Nukleinsaureanalytik, Primer

Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs)
Random Primer

RNasin® Ribonuklease Inhibitor

Sybr® Green |

ultra-pures Wasser (u.p. H20)

RNase-/ DNase-frei

Primer

Sigma, Taufkirchen, D
Sigma, Taufkirchen, D
Sigma, Taufkirchen, D

Perbio Science, Piece, Bonn, D
Amersham-Pharmacia, Freiburg, D
Macherey-Nagel, Duren, D
Macherey-Nagel, Duren, D

Promega, Mannheim, D
Promega, Mannheim, D
Promega, Mannheim, D
Sigma, Taufkirchen, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Alle Primer wurden mit dem Programm Primer Express (Applied Biosystems, Foster

City, USA) entworfen, basierend auf entsprechenden Sequenzdaten, die aus den

Datenbanken NCBI (http://www.pubmed.gov) und Ensembl (http://www.ensembl.org)

bezogen wurden. Dabei wurden die Primersequenzen so gewahlt, dass diese eine

Exon-Exon-Grenze des Zielgens Uberspannten. Hierdurch konnte sichergestellt werden,

dass es sich bei dem spateren Amplifikat ausschlieBlich um mRNA handelte. Die

Prufung der Spezifitdt und der Ausschluss unerwinschter Amplifikate erfolgte, indem

die jeweiligen Primer gegen das gesamte Organimusgenom ,geblastet® wurden

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST).

Alle Primer wurden von Sigma (Taufkirchen, D) bezogen.
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Annealing-
Gen Forward 5’-3’ Reverse 3’-5’
Temp. (°C)

Mouse 18S rRNA GCTTGCGTTGATT | AGTTCGACCGTC | go
AAGTCCCTG TTCTCAGC

Mouse MMP-2 CGCTCAGATCCGT | GGCTTGTCACGT | go
GGTGAG GGTGTCAC

Mouse MMP-3 AGAAGGAGGCAG | GCAATGGGTAG | g0
CAGAGAACC GATGAGCACAC

Mouse MMP-9 GACAGGCACTTCA | CCCGACACACA |60
CCGGCTA GTAAGCATTCTG

Mouse Cathepsin B CAACGTGGAGGTG | TGTCCAGAAGTT | go
TCTGCTGAA CCATGCTCCAG
TGGGAAT GAAGGAGC
CTTCCAGCCATCT | TCAATATCACAC

Mouse Alpha-SMA | TTCATTGG TTCATGATGCTG | 60

TT

Mouse TNF-alpha CTATGGCCCAGAC | TTGCTACGACGT | go
CCTCACA GGGCTACA

Mouse CD 68 AGGGTGGAAGAAA | AGAGCAGGTCAA | 50
GGTAAAGC GGTGAACAG

Mouse DEPP CCTGACTGCTGAC | TCCCGAATCGTT | go
TTACAGCTATGA GGCAAAT
CCGCAGCTAGGAA | TCTAGCGGCGC

Rat 18S rNA 60
TAATGGAATA AATACGAAT

Rat MMP-2 GACGCTGGGAGC | TTACGCGGACCA | g0
ATGGAG CTTGTCC
CTTCTCTGGGCGC | CCGGTGACCAG

Rat MMP-9 AAAATG GGTTACCT 60

Tabelle 2-1: Verzeichnis der verwendeten Primersequenzen.

2.1.5 Antikorper

Antikorper Wirt/Eigenschaften Verdinnung Hersteller

Cathepsin B Rabbit polyclonal IgG 1:500 Santa Cruz

Cathepsin D Rabbit polyclonal IgG 1:500 Santa Cruz

GAPDH Mouse monoclonal IgG | 1:500 Chemicon

IL-18 Rabbit polyclonal IgG 1:500 Santa Cruz

MMP-2 Mouse polyclonal IgG | 1:500 Santa Cruz

MMP-3 Rabbit polyclonal IgG 1:1000 Chemicon

MMP-9 Mouse polyclonal IgG | 1:500 Santa Cruz
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MMP-12 Mouse polyclonal IgG | 1:500 Santa Cruz
TIMP-1 Rabbit polyclonal IgG 1:500 Santa Cruz
TIMP-3 Rabbit polyclonal IgG 1:500 Santa Cruz
TNF-a Goat polyclonal 1IgG 1:500 Santa Cruz

Tabelle 2-2: verwendete Priméarantikdrper (Western Blot).

Antikorper Eigenschaften | Verdunnung | Hersteller
Anti-rabbit | Donkey HRP 1:2000 Amersham
Anti-goat Rabbit HRP 1:2000 Dako
Anti-mouse | Rabbit HRP 1:2000 Dako

Tabelle 2-3: verwendete Sekundarantikérper (Western Blot).

2.1.6 Versuchstiere und Zelllinien

Laboratory mouse, Stamm: C57BL/6J

(TVV: G-0348/06; G-0282/04)

Maus, Zelllinien:
3T3-L1 preadipocytes

2.1.7 Puffer und Lésungen

Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen:

Western Blot Losungen

1. 4x Trenngelpuffer (100 ml):

- 75 ml 2M Tris-Cl pH 8,8
- 4 ml 10% SDS

- 21 ml dest. H,O

2. 4x Sammelgelpuffer (100 ml):

- 50 ml 1M Tris-Cl pH 6,8
- 4 ml 10% SDS

- 46 ml dest. H,O

Harlan Winkelmann GmbH, Borchen, D

American Type Culture Collection
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3. Elektrophoresepuffer (500 ml):

1,5 g Trizma base

7,2 g Glycin

5 ml 10% SDS

auf 500 ml mit dest. H,O aufgefillt

4. Transferpuffer (Towbin):

3,03 g Trizma base

14,4 g Glycin

200 ml Methanol

5 ml 10% SDS

Auf 1 | mit H,O aufgefillt

5. Blockpuffer (100 ml):

4 g Milchpulver
100 mI TTBS

6. Waschpuffer: TTBS (1 I):

100 ml 10x TBS pH 7,5

o 60,57 g Trizma base

o 43,83 g NaCl

o 400 ml dest. H,O

o auf 500 ml mit dest. H,O auffillen
1 ml Tween-20
Auf 1 | mit dest. H,O auffillen

Argarose-Geleletrophorese-Puffer

7. 50x Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE):

40 mM Tris-HCI

5 mM Natriumacetat
1 mM EDTA

ad 1L H,O

pH-Wert 8,0

25



Material und Methoden

Siriusrotldsung

Stammldsung:

Arbeitslosung:

Citratpuffer

0,5 g Siriusrot auf 500 ml gesattigter Pikrinsaure

(2:20): 5 ml Stammlésung + 95 ml gesattigte Pikrinsaure

- 2,1 g Zitronensaure-Monohydrat

- 800 ml dest. H,O
- pHG6
- adllL H,O

2.1.8 Ausgewahlte Gerate und Zusatzmaterialien

Elektrophorese und Blotsysteme
Vertikale Elektrophorese-Systeme, Midi
und Maxi

Horizon™58

Semi-Dry Blot-System

Horizontale Elektrphorese-Systeme,
Mini-Protean®

Zentrifugen/ Rotoren
Tischzentrifugen Mikro 20, Typ 2004
Galaxy Mini

Zentrifuge 5415R

Kihlzentrifuge Mikro 22R
Kuhlzentrifuge 5402
Schuttler 3005

Mikroskop
Lichtmikroskop Leica DMIL

Histologie

Einbettautomat Citadel 1000

Paraffin Ausgief3station Type EC 350-2
Einbettkassetten

Rotationsmikrotom HM 325 ,cool cut”
Microtom-Klingen Feather S35
Deckglaser 24x50mm

Objekttrager: SuperFrost® Plus

Harnischmacher, Kassel, D

BRL, Gaithersburg, USA
Bio-Rad, Minchen, D
Bio-Rad, Miinchen, D

Hettich, Zentrifugen, Tuttlingen, D
Merck KGaA, Darmstadt, D
Eppendorf, Hamburg, D

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, D
Eppendorf®, Hamburg, D
G.F.L®, Burgwedel, D

Leica GmbH, Wetzlar, D

ThermoShandonElectron, Waltham,USA
Microm GmbH; Walldorf, D

Roth®; Karlsruhe, D

Microm GmbH; Walldorf, D

Engelbrecht, Edermiinde, D

Roth®; Karlsruhe, D

Menzel, Braunschweig, D
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Kihstation EG 1130
Metallausgie3formchen
Paraffin Streckbad

Filmmaterial
Hyperfim™ ECL
Developer

Rapid Fixer

Membranen und Filter

Hybond™-C, Nitrocellulose membrane
0,45 Micron

Sterilfilter 0.2 um

3-MM Whatman Filterpapier

Operationszubehor
Diverse Scheren und Pinzetten

Zellkulturzubehor

Zellkulturplatten und serologische
Pipetten in diversen Gréf3em
10uL-,100uL-,1000uL-Eppendorfspitzen
2 mL-Kryordhrchen

Eppendorfgefalie

Zentrifugenrdéhrchen

Sonstige Gerate
Benchmark-Plus-microplate
spectrophotometer

Crurix 60

Homogenisierer
Photometer UV — 1202
ThermoStat-plus
Thermomixer Comfort
Inkubationsschuttler Polymax 1040
Universalwaage BL310
Feinwaage SC2

PH-Meter CG 840

96-Loch Mikrotiter Platte

Ultraschallgerat

Sono high-resolution imaging system
Vevo 770

Ultraschall-Gel Aquasonic 100

Leica Microsystems GmbH; Wetzlar, D
Medite, Burgdorf, D
Leica Microsystems GmbH; Wetzlar, D

Amersham-Pharmacia, Freiburg, D
AGFA, Dusseldorf, D
AGFA, Dusseldorf, D

Amersham Life Science, GB
Schleicher&Schuell, Niurnberg, D
Bio-RAD, Hercules, CA, USA

Becton Dickenson, Sparks, USA

Becton Dickenson, Sparks, USA
Nunc, Wiesbaden, D

Eppendorf, Hamburg, D

Becton Dickenson, Sparks, USA
Nunc, Wiesbaden, D
Eppendorf, Hamburg, D

Biorad, Minchen, D
AGFA, Dusseldorf, D
Heidolph RZR 2021, D
Shimadzu, J
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Heidolph Instruments, Nurnberg, D
Sartorius, Gottingen, D
Sartorius, Géttingen, D
Schott, Mainz, D
Falcon, USA

VisualSonics Inc., Toronto, Canada
Parker Laboratories, Fairfield, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Tiere

Untersuchungsgruppe waren C57BL/6J-Mause *** von Harlan Winkelmann (Borchen,
Deutschland). Alle Mause wurden bei 25°C gehalten innerhalb eines 12-Studen-hell-
dunkel-Zyklus.

4-5 Wochen alte Mause wurde Uber 12 Wochen eine HFD verabreicht (n=13). Hierbei
erhielten diese ausgewahlten Mause die Kost ad libitum *'°. Der Fettanteil an der
Gesamtkalorierenaufnahme betrug 60% (Altromin, Lage, D). Eine randomisierte
Kontrollgruppe erhielt eine Standarddiat mit einem erniedrigten Fettanteil von 10%
(n=13). Die metabolische Phanotypisierung erfolgte mittels spezifischer Gewichtanalyse
sowie der Blutentnahme aus der Schwanzvene zur Testung der Insulin- und
Glukosetoleranz im Rahmen von Belastungstests (ITT, GTT). Zusatzlich erhielt eine
weitere Gruppe neben der HFD Telmisartan 3mg/kgkG/d **7 bzw ein Vehikel (0.5%
Tween80/H,0) oral per Schlundsonde im 24h-Rhythmus.

2.2.1.1 Glukose-und Insulintoleranztest

Die metabolische Charakterisierung erfolgte mittels Glukosetoleranztest. Hierzu wurde
den Tieren nach nachtlicher Nichternphase und initialer Blutentnahme (Zeitpunkt 0) 2
g/kg Korpergewicht Glukose verabreicht. Jeweils nach 15, 30, 60, 90, 120 und 180 min
wurde Uber Punktion der Schwanzvene Blut zur Blutglukosebestimmung entnommen.

Zusatzlich wurde auch ein Insulintoleranztest zur direkten Bestimmung der
Insulinsensitivitat durchgefuhrt. Hierfir wurden 0,5 U/kg Korpergewicht Insulin (Actrapid,;
Novo Nordisk) intraperitoneal appliziert und nach 0, 15, 30, 60, 90, 120 und 180 min

Blut aus dem Schwanz zur Glukosebestimmung gewonnen.
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2.2.1.2 Blutdruckmessung

Die Blutdruckmessung erfolgte in der 10. Woche der Behandlung in Kooperation mit
Martin Hartge per Millar Katheter (Micro-Tip 3F; Millar Instruments) in der Aorta
abdominalis. Die graphische Auswertung erfolgte mit dem Programm Chart5
(ADInstruments, Spechbach, D)

2.2.1.3 Sonographie der Aorta

Die Mause wurden in der letzten Didtwoche am Vortage der Organentnahme
sonographisch untersucht. Hierzu wurden sie mit einem Flu3 von 3ml 1,5-2% Isofluran
anasthesiert. Die anasthesierten Mause wurden auf einer auf 39°C vorbeheizte
Untersuchungsplattform in Ruckenlage fixiert. Die Anadsthesie wurde durch konstanten
Flul von 1,5ml 1,5-2% Isofluran aufrechterhalten. Nach grundlicher Entfernung des
Bauchfells mittels Enthaarungscreme (Veet, Reckitt-Beckinser, Mannheim, D) erfolgte
die sonographische Begutachtung der abdominalen Aorta mittels des hochauflésenden
Vevo 770 Systems (VisualSonics Inc., Toronto, Canada) ausgerustet mit einem 15mm
langen 25MHz-Schallkopf. Bei einer Bildrate von 40Hz konnte ein maximales Blickfeld
von 21x21mm beurteilt warden. Die longitudinalen Scans der Aorta wurden an jeweils
drei reprasentativen Orten hinsichtlich des Diameters sowohl in Systole als auch
Diastole infrarenal ausgemessen. Weiterhin wurden auch suprarenale Sektionen
separat vermessen. Die Messungen erfolgten durch zwei unterschiedliche Untersucher,
die blind waren fur die jeweilige Zugehdrigkeit der untersuchten Mause. Der endgtiltige

Durchmesser errechnete sich folgendermaf3en:

Durchmesser=( systolischer + diastolischer Durchmesser)/2

2.2.1.4 Préaparation

Zur Organentnahme wurden die Mause anasthesiert und durch zervikale Dislokation
getotet. AnschlieRend wurden Brust- und Bauchraum eréffnet. Die Aorta wurde komplett

entnommen, in thorakale und abdominale Abschnitte separiert, in HBSS gewaschen
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und den geplanten Versuchen entsprechend entweder in 4% Formalin gegeben oder in
Flussigstickstoff gefroren.
Unter mikroskopisch assistierter Sicht wurde die Media sowohl stumpf mittels Pinzetten

als auch scharf durch das Skalpell von der Adventitia sowie dem PVAT getrennt.

2.3 Zellkultur

Die Zellkulturexperimente wurden in Kooperation mit Markus Clemenz durchgefihrt.
3T3-L1-Pradadipozyten wurden in einer 24-Well Platte bei 37°C und 5% CO; in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) platziert. Das Medium wurde alle 2 Tage
gewechselt. Abbildung 2-2 illustriert das weitere Protokoll. Nach 2 Tagen im Zustand
der Konfluenz wurde die Differenzierung initiiert (Tag 0). Hierzu wurde der
Differenzierungsmix (Dexamethason 1uM, 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) 500uM
und Insulin 1pg/ml) zugegeben. Beim Mediumswechsel am 2. Tag wurde das Medium
nur noch mit Insulin versetzt. Ab dem 4. Tag enthielt das Medium keine weiteren
Zusatze.Nach der Differenzierung zu Adipozyten wurden die Zellen in PBS gewaschen
und far 16 h depriviert und anschlieBend mit TNF-a (10 ng/ml) flr 24 h stimuliert oder
blieben als Kontrolle ohne zuséatzlichen Wirkstoff. TNF-a wurde hierzu wahrend des
Mediumwechsels direkt in DMEM gegeben. Ein Teil der mit TNF-a behandelten
Adipozyten wurde zusatzlich 30 min vor der Behandlung mit Telmisartan (10uM)

stimuliert (nach Schupp et al. *?).

Telmisartan

" TNF-a
\ 24h 10ng/ml
e
| I I I I
Tag -2 0O 2 4 &6
I Differenzierung )
Konfluenz . .
Pra-Adipozyt dlff_eren2|erter
(3T3-L1) Adipozyt

Abbildung 2-1: Protokoll der 3T3-L1-Zellkultur.
Adipozyten ohne Stimulation mit TNF-a dienten als Kontrollgruppe. Des Weiteren gab es eine Gruppe

mit TNF-a-Stimulation und die dargestellte Gruppe mit TNF-a-Stimulation und Telmisartan-Behandlung.
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Am Folgetag der TNF-a-Stimulation wurde das Medium abgesaugt und die Adipozyten
dreifach mit PBS gespult und mit jeweils 1ml 1% DMEM versetzt. Gleichzeitig wurden
VSMCs depriviert. Nach 24 h wurde der Uberstand der jeweiligen Adipozytengruppen
abgesaugt und gepoolt. Je 1 ml des Uberstand wurde zur Stimulation der VSMCs in
unterschiedlichen Gruppen genutzt (Abb. 2-3). Die VSMCs entstammen aus
Isolationsexperimenten aus Rattenaorten und wurden freundlicherweise durch

Kooperation innerhalb der Arbeitsgruppe bereitgestellt.

Telmisartan
10uM

TNF-o

24h 10ng/ml

~— /
T T 7~ || Uberstand
Tag2 0 2 4 6 o\ o)/ |
I Differenzierung (Oep 4
Konfluenz _ _
Pra-Adipozyt dlff_eren2|erter
(3T3-L1) Adipozyt

Abbildung 2-2: Protokoll der 3T3-L1-Zellkultur mit VSMC-Stimulation.
Die jeweiligen Uberstande ergaben sich aus den unterschiedlichen Gruppen der Adipozytenstimulation.

Zusétzlich wurde eine Kontrollgruppe mitgefiihrt, die mit Telmisartan aber ohne TNF-a stimuliert wurde.

2.4 Protein- und RNA-Extraktion

Die Protein- und RNA-Extraktion erfolgte parallel unter Nutzung des NucleoSpin®
RNA/Protein Kits.

Zuerst wurden die Praparate homogenisiert. Die Aortenpraparate wurden hierzu nach
grundlicher Organsauberung in 4°C kalten PBS-Puffer in Flissigstickstoff tiefgefroren
und anschlieRend zermorsert. Zur Homogenisierung der kultivierten Zellen wurde zuerst
der Uberstand entfernt. Dann wurden die Zellen in PBS gewaschen und abschlieBend
im Zellschaber von der Platte abgeldst. Die Zermdrserung erfolgte jeweils unter Zugabe
von proteinaseninhibierendem bzw. RNAse-inhibierenden Lysepuffern.

Zur Zerstorung der Zellen und Inhibition einer Degradation von RNA und Protein folgte

nun die Inkubation in einem Lyse-Puffer. Durch Filtration tber eine Silizium-Membran
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wurden die RNA-Bestandteile nach Zentrifugation in der Membran gebunden wéahrend
der Proteinanteil am Boden des GefalRes gesammelt werden konnte.

Die nun getrennte Aufreinigung der Protein- und RNA-Proben erfolgte gemaR dem
Protokoll des Herstellers.

Die  Qualitat der isolierten mRNA  wurde durch Bestimmung des
Absorptionskoeffizienten gesichert. Hierzu wurde das Verhéltnis der Extinktionen bei
260 nm zu 280 nm ermittelt und nur Proben mit einem Zahlenwert grof3er als 1,6 fanden

Verwendung in weiteren Experimenten.

2.4.1 Konzentrationsbestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung der Proteine wurde das BCA™ Protein Assay Reagent
Kit (Perbio Science, Pierce, D) verwendet.

In alkalischer Umgebung komplexieren die Proteine mit den Cu?*-lonen der
Bicinchoninsaure (BCA). Dabei werden sie zu Cu*-lonen reduziert. AnschlieRend
wurde eine Absorptionsmessung bei 562 nm durchgefuhrt. Durch Abgleich der
ermittelten Absorptionswerte mit Standardkurven konnte die Konzentration der Proteine

errechnet werden.

2.5 Gelelektrophorese und Western Blot

2.5.1 Durchfihrung

Western Blots ermdglichen den Nachweis spezifischer Proteine. Hierzu werden
Polyacrylamid-Gele angefertigt. Diese Gele enthalten Natriumdodecylsulfat (SDS), das
durch Bindung an hydrophobe Regionen der applizierten Proteine deren Sekundar-,
Tertidr- und Quartarstruktur denaturiert. Zudem werden die Proteine durch diesen
Vorgang proportional zu ihrer Masse negativ geladen. Es entsteht so ein konstantes
Verhéltnis zwischen Ladung des Proteins und dessen Masse.

Uber dem Gel wird nun ein elektrisches Feld angelegt. Es kommt zur Wanderung der
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Proteine durch das Gel entsprechend ihrer jeweiligen Ladung und somit zur
Auftrennung der einzelnen Proteine. Nach Ubertragung der Proteinbanden vom Gel auf
eine PVDF-Membran konnen die einzelnen aufgetrennten Banden mit spezifischen
Antikdrpern gebunden werden. Diese Antikérper werden nun durch Zusatz eines Zweit-

Antikorpers gegen den Erst-Antikorper markiert und kénnen dargestellt werden.

2.5.2 Praparation der Polyacrylamidgele

Die Laufeigenschaften der Proteine werden entscheidend durch die eingesetzte
Acrylamidkonzentration, die den Vernetzungsgrad der Gele bestimmt, beeinflusst.
Deshalb wurde die jeweilige Zusammenstellung der Gele den Anforderungen der
nachzuweisenden Proteine angepasst. Mit Ausnahme der Blot-Analyse fur TNF-a, fur
die ein 12prozentiges Gel verwendet wurde, wurden ausschlie3lich 10prozentige Gele

verwendet. In Tabelle 2-4 sind die genauen Zusammensetzungen der einzelnen Gele

dargestellt.
10%-Trenngel 12%-Trenngel 5% Sammelgel

30% Acrylamid/Bisacrylamid-Losung | 4,95 mi 6,0 ml 1.3 ul

4x Trenngelpuffer 3,75 ml 3,75 ml

4x Sammelgelpuffer 2,5ml

10% SDS 150 pl 150 pl 100 pl

Dest. H,O 6,8 ml 5ml 6,1 ml

10% Ammoniumpersulfat 75 ul 75 ul 100 pl

TEMED 7.5 ul 7,5 ul 12 pl

Tabelle 2-4: Zusammensetzung der Polyacrylmaidgele.

Der Aufbau der Elektrophoresekammer Mini-Protean 1l (Bio-Rad) erfolgte gemaf’ den
Herstellerangaben. Zwei, vor Gebrauch grindlich gereinigte Glasplatten (12 cm x 10
cm) wurden in die Gelkammer eingeklemmt. In den Zwischenraum der Glasplatten
wurde zuerst die Trenngel-Losung pipettiert. Diese wurde mit destillierten Wasser
Uberschichtet. Nach erfolgter Auspolymerisation konnte das Wasser abgegossen
werden und die Sammelgel-Losung aufpipettiert werden. Im direkten Anschluss wurden

die Elektrophorese-Kamme eingesetzt, die als Platzhalter fir die Probentaschen
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dienten. Nach vollstdndiger Auspolymerisation waren die Gele bereit fir den Einsatz in
der Elektrophoresekammer.

2.5.3 SDS-Page: Gelelektophorese

Die Gele wurden jeweils zu zweit, oder unter Einsatz eines Platzhalters in den
Klemmrahmen der Laufkammer eingepasst und in den Puffertank eingehangt. Dieser
wurde mit Elektrophorese-Puffer gefiillt. Nun konnten die eingesetzten Kdmme entfernt
werden, so dass die Probetaschen der Gele mit Pufferlosung gefullt waren und keine
Luftblasen enthielten. In die erste Tasche wurde der Molekulargewichtsmarker (4ul)
pipettiert. Die restlichen Taschen wurden mit den Proben gemalf ihrer zuvor ermittelten
Proteinkonzentrationen geflllt. Die Proben waren zuvor durch Bromphenolblau
angefarbt.

Die Elektrophorese wurde mit 120 V tber 90 min, bzw. bis die untere Front des
Trenngels erreicht war, durchgefuhrt.

2.5.4 Western-Blot

Die Western-Blots wurden als Nass-Blots durchgeftihrt. Hierzu wurden der Blotkafig mit
zwei Schwammen sowie vier zugeschnittenen Whatman-Filterpapieren in Gelgréi3e, die
zuvor in Transfer-Puffer eingelegt worden waren, préapariert. Zwischen den
Schwammen und jeweils 2 Stick Filterpapier wurden die Membran — diese war zuvor
kurz in destilliertem Wasser gespult und anschlie3end fir 10 min im Blotpuffer inkubiert
worden - und das Gel so eingelegt, dass keine Luftblasen zurtickblieben. Der Kafig
wurde in die Blotvorrichtung eingehangt und in den Puffertank gegeben. Dieser wurde
mit Transfer-Puffer (Towbin) gefullt und durch umgebendes Frischeis gekuhlt. Der
Blotvorgang wurde mit 100 V Uber 60 min gestartet.

Zur Uberprifung des Erfolgs des Blot-Vorgangs wurde die Membran anschlielRend mit

Ponceau-S angefarbt um die transferierten Proteinbanden darzustellen.
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2.5.5 Immunreaktion

Nach Waschung in destilliertem Wasser wurde die Membran auf dem Schdttler zur
Absattigung unspezifischer Bindungsstellen fiir 60 min in Block-Puffer geschwenkt.
Anschliel3end wurde die Membran mit dem jeweiligen Erst-Antikorper inkubiert. Hierzu
wurde der Antikorper gemall Empfehlung des Herstellers in der Blockpuffer-Lésung auf
ein Endvolumen von 5 ml verdinnt. Die Inkubation erfolgte bei 4°C Uber 24 h. Die
genauen Informationen zu den Antikorpern sind in Tabelle 1 dargestellt.

Nach erfolgter Inkubation wurde die Membran dreimal fur je 10 min in TTBS
gewaschen. AnschlieBend wurde der Zweit-Antikbrper — im Verhaltnis 1:2000 mit
Blockpuffer verdinnt — auf die Membran gegeben. Die Inkubation erfolgte bei
Raumtemperatur Gber 30 min. Darauf wurde die Waschprozedur wiederholt. Alle
Wasch- und Inkubationsschritte wurden zur Gewahrleistung einer gleichmaRig

benetzten Oberflache auf dem Schuttler durchgefihrt.

2.5.6 Entwicklung

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte im Fotolabor. Hier wurde die Membran
zunéachst fur eine Minute in Detektionslésung inkubiert. Als Chemilumineszenz diente
das ECL-Reagenz zur Auslésung der Peroxidasereaktion. AnschlieRend wurde die
Membran zusammen mit einem Hyperfilm CM in eine Filmkassette gegeben. Die
Belichtungszeiten waren von den unterschiedlichen Antikérpern abhangig und lagen
zwischen wenigen Sekunden und bis zu 30 Minuten. Die Filmentwicklung erfolgte in der

Fotomaschine (Crurix 60).

2.6 Real-time RT PCR

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) dient der in-vitro-Vervielfaltigung von
Nukleotidsequenzen, die so weiteren molekulargenetischen Verfahren zugénglich sind.
Die PCR ist ein zyklisches Verfahren, bei dem ein beliebiger DNA-Abschnitt von bis zu

20000 Basenpaaren amplifiziert werden kann, wobei eine Vervielfachung auf bis zu 107

35



Material und Methoden

Kopien der Zielsequenz erreicht wird. Bendtigt werden fir das Verfahren jeweils zwei
Oligonukleotidprimer, die die gesuchte Sequenz einrahmen.

Bei der quantitativen real-time-PCR wird anstelle der RNA die cDNA amplifiziert. Eine
Quantifizierung ist Gber die Zyklenzahl mdglich, bei der eine definierte Menge Amplifikat
der Ziel-cDNA entstanden ist. Die TagMan RT-PCR nutzt neben der Tag-Polymerase
mit 5°-3'-Exonuklease-Aktivitat eine fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide-Sonde (SYBR
Green), die zwischen den beiden PCR-Primern an die Ziel-cDNA hybridisert. Am 5
Ende der Sonde befindet sich ein Reporter (Fluoreszein), am 3‘-Ende ein Quencher
(Rhodamin). Ist die Sonde intakt, fihrt eine Anregung bei 488 nm durch die rdumliche
Nahe zu einem Fluoreszenz-Energietransfer zwischen Reporter und Quencher, so dass
nur die Emission des Quenchers messbar ist. Erst nach der Verdrangung der Sonde
durch die Tag-Polymerase wahrend der Extensionsphase der PCR, mit anschliel3ender
Ausbildung der Y-formigen Sekundarstruktur, wird die 5°-3‘-Exonuklease aktiviert und
die Sonde hydrolysiert. Dies fuhrt zum Auseinanderweichen von Reporter und
Quencher und somit zu einem Fluoreszieren des Reporters. Wesentlich sind hierbei die
unterschiedlichen Wellenlangenbereiche der Fluoreszenz von Quencher und Reporter.
Mit jedem Amplifikationszyklus steigt die Fluoreszenz des Reporters analog zu der
Akkumulation der PCR-Produkte an.

Der Anstieg des Reporter-Fluoreszenzsignals wird kontinuierlich im gesamten Verlauf
der PCR-Verlauf gemessen. So ist eine gesicherte Quantifizierung in der exponentiellen
Phase der Amplifikation mdglich.

Die Reaktion wurde in speziellen 96-well real-time PCR Platten durchgefuhrt. Dabei
wurde fir jeden Reaktionsansatz der Mastermix vorgelegt und die cDNA nachfolgend

zugegeben (Tab. 2-5).

Komponente Eingesetztes Volumen(puL)
2x SYBR Green® Mastermix 10

forward Primer (10 uM) 0,2

reverse Primer (10 uM) 0,2

H>O ad 20

cDNA (2ng/ pL) 1

Tabelle 2-5: PCR-Reaktionsansatz.

Zur Uberpriifung moglicher Kontamination wurden weitere Reaktionsanséatze mit (RT-)-
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Kontrolle oder ultra pure H,O anstelle der zugesetzten cDNA pipettiert.

Abbildung 2-4 veranschaulicht das verwendete thermale Profil. Im ersten Segment der
eigentlichen PCR wurde die cDNA Uber 10 Minuten bei 95 °C denaturiert und
gleichzeitig die Tag-Polymerase aktiviert. Das zweite Segment diente der Amplifikation:
in insgesamt 40 Zyklen wurde zunéchst erneut bei 95 °C Uber 15 Sekunden denaturiert;
abgeschlossen wurde jeder Zyklus mit der Primer-Hybridisierung (Annealing) sowie der
Synthese (Elongation) bei 60 °C fur 60 Sekunden. Nachfolgend wurden die Produkte in
einer Schmelzkurvenanalyse getestet. Dafiir wurden sie erneut bei 60 °C fur 30
Sekunden hybridisiert und anschlieBend fur eine Dauer von jeweils 5 Sekunden
stufenweise in 0,5 °C-Schritten auf 99 °C erwéarmt. Die PCR-Produkte wurden bei ihrer
spezifischen Schmelztemperatur denaturiert und der Fluoreszenzabfall gemessen. Jede
Probe wurde mindestens dreifach gemessen und zu der Expression eines stabil
exprimierten Genes (housekeeping-Gene) - die ribosomale Untereinheit 18S - in
Relation gesetzt.
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Abbildung 2-3: Setup der PCR.

Zur Messung wurde ein ABI7000 Sequence Detection System, ausgeristet mit der
firmeneigenen Software in der Version 2.0, verwendet.

Die quantitative Analyse erfolgte unter Nutzung der 2-2°T-Methode. Hierbei beschreibt
der ct-Wert den festen Schwellenwert (,threshold*) fur die entstandene Fluoreszenz des
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Zyklus. Zur Berechnung wurde eine Dreifachbestimmung und arithmetische Mittelung
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden dann zu einer Standardprobe (100%) unter
Bildung des ACT-Wertes relativiert.

2.6.1 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wird die isolierte RNA in ihre komplementdre DNA-
Sequenz (cDNA) konvertiert. Dieser Schritt ist fur die anschlie3ende real-time RT PCR
notwendig in der ausschliel3lich die cDNA als Matrize dient.

Hierzu wurde die RNA unter Einsatz des SuperScript I® Protokolls mit Random Primern
und dNTPs versetzt und fir 5 min bei 65°C geschittelt. AnschlieRend erfolgte die
Zugabe des 5xbuffers (4ul) und 0,1 M PTT (2 ul) sowie RNAsin (40n/ul). Erneut folgte
ein Zwischenschritt Uber 2 min bei 25°C im Schuttler. Abschlielend wurde 1 pl
SuperScript dazugegeben und fur 10 min bei 25°C sowie darauf 50 min bei 42°C
geschuttelt. Eine 15mindtige Inaktivierung auf dem Schuttler bei 70°C beendete die

Transkription.

Komponente eingesetztes Volumen(uL)
Random Primer (100ng) 0,2

dNTPs (10nM) 1

RNA 10,8

Tabelle 2-6: Reaktionsansatz zur reversen Transkription.

2.7 Histologie

2.7.1 Paraffinschnitte

Die entnommenen Aorten wurden Uber Nacht in 4% Paraformaldehyd eingelegt.
AnschlieRend wurden sie einige Sekunden in PBS gewaschen und darauf in der

Histokinette nach folgendem Protokoll in Paraffin eingebettet:

1. 70% Ethanol; 2 h
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2. 90% Ethanol; 2 h
3. 96% Ethanol; 2 h
4. 100% Ethanol; 2 h
5. 100% Ethanol; 2 h
6. Xylol; 20 min

7. Paraffinl; 2 h

8. Paraffinll; 2 h

In der Ausgiel3station wurden die Praparate in Metallschélchen platziert, die zuvor mit
flussigem Paraffin gefullt worden waren. Anschlie3end konnte die Plastikeinbettkassette
als Deckel in das flussige Paraffin gedriickt werden. Der Paraffingewebeblock wurde
nun zunachst zum Ausharten auf die Kuhlplatte gestellt und konnte dann im Anschluss
aus der Metallkassette ausgebettet werden.

Am Rotationsmikrotom wurden 4um dicke Schnitte des Paraffingewebeblocks
angefertigt. Diese wurden dann im auf 37°C vorbeheizten Wasserbad gestreckt und auf
Objekttrager aufgezogen.

Uber Nacht erfolgte die Trocknung und Anbackung der Paraffinschnitte auf den
Objekttragern im Warmeschrank bei 60°C und anschlieend die Entparaffinierung

mittels Alkoholreihe zur weiteren histologischen Farbung.

2.7.2 Weigert-Farbung

Ein Teil der Praparate wurde nach Weigert-Sirius-Rot angeféarbt. Durch die Farbung mit
der Weigert-Methode erscheinen elastische Fibrillen der Media rot-braun. Die Sirius-
Rot-Farbung farbt zusatzlich die kollagenen Komponenten an. Somit ist eine
Beurteilung des strukturellen Fasergeristes der Media mdgich. Es wurde gemaf
folgendem Protokoll vorgegangen:

1. Entparaffinierung durch Xylol; 10-15 min sowie die absteigende Alkoholreihe:
abs. Alkohol 10 sek — 96% Alkohol 10 sek — 80% Alkohol 10 sek

2. Resorcinfuchsin; 20-30 min

3. In HO spiilen
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4. Differenzierung in 1-2% HCI-Alkohol, 20 sek; anschlielRend in H,O spiilen
5. In dest. H,O spulen
6. Weigert A+B, 1 min; anschliel3end in H,O spulen
7. 1-2% HCI-Alkohol; 10 sek
8. In H,0O blauen; 5 min

9. In dest. H,0 spulen

10. Siriusrotlésung 3 min

11. Entwasserung durch aufsteigende Alkoholreihe: 96% Alkohol; 10 sek — abs.

Alkohol; 10 sek + Xylol

Nachdem die gefarbten Praparate getrocknet waren, wurden die Objekttrager mit einem
Deckglas versehen.

Die struktur-morphologische Beurteilung erfolgte unter Erhebung definierter Scores
(Tab. 3-1) in Adaptation der Scores aus Experimente an humanen Aorten durch

Schlatman et al.**8 119,

2.7.3 Immunohistochemie

Zur Beurteilung der Expressionsmuster unterschiedlicher Proteingruppen wurde ein Teil
der Schnitte immunohistochemisch behandelt. Mittels dieses Verfahrens ist es moglich
die genaue Lokalisation der untersuchten antigenen Komponenten im Praparat
festzustellen. Hierzu binden spezifische Antikorper an die antigenen Determinanten. Die
gebunden Antikérper wiederum werden tber markierte Sekundar-Antikorper dargestellt.
Die Immunfarbung wurde nach der Avidin-Biotin-Methode durchgefihrt. Hierbei wird die
starke Affinitat des Avidins zu Biotin zur Komplexbildung aus biotinylierten Sekundar-
Antikdrpern und dem Avidin-Biotin-Komplex (ABC) genutzt.

Es kamen die gleichen Antikérper zum Einsatz, die auch beim Western Blot genutzt

wurden. Das folgende Protokoll wurde strikt befolgt:

1. Entparaffinisieren: 3x10 min Xylol, 10 min abs. Alkohol, 5 min 96% Alkohol, 5 min
80% Alkohol, 5 min 70% Alkohol, 5 min H,O
2. Citratpuffer 2 min bei 600 Watt vorerwarmen
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Schnitte in Citratpuffer 5 min bei 600 Watt erwéarmen

50 ml H,0O auffullen um Austrocknung zu vermeiden, erneut 5 min bei 600 Watt
Nach Abkihling der Schnitte im Citratpuffer: Spilen in PBS

Inkubation Gber 30 min in 0,3% H,0, in Methanol

3 x spulen in PBS

© N o g kW

Schutz der Schnitte mit Liquid Blocker, anschlie3end Inkubation tber 30 min in

0,015% Blocking Serum

9. Erstantikdrper in Blocking-Serum verdinnen (1:100) und auf die Schnitte geben.
Uber Nacht im Kihlraum inkubieren lassen (ein Kontrollschnitt wurde nur mit
PBS bedeckt und diente als Negativkontrolle)

10. 3 x PBS spulen

11. Zweitantikorper in Blocking-Serum verdinnen (1:200), auf die Schnitte geben
und 1h bei RT inkubieren, anschliel3end 3 x PBS spulen

12. 30 min ABC-Reagenz von Vector bei RT, anschlielend 3 x PBS spulen

13.3 min AEC-Reagenz von Vector bei RT, anschliel3end 3 x PBS sptilen

14.1-5 min in Mayers-Hamalaun farben

15. unter Leitungswasser spulen

16. mit Hydromount eindecken (flissiges Eindeckmedium)

Die Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop.

2.8 Statistische Berechnungen

Samtliche Untersuchungsergebnisse wurden mittels Students-t-Test auf Signifikanz
geprift. Dabei galten p-Werte kleiner 0,05 als signifikant. Zur Darstellung wurden die
jeweiligen Mittelwerte + SEM (standard error of the mean) verwendet.

Als Programme zur Berechnung der Statistik und graphischer Darstellung der Daten

wurden Excel 2007 und Microsoft PictureManager benutzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Metabolische Ergebnisse

Der Erfolg der Diat wurde durch die Erhebung metabolischer Parameter tberwacht. Das
Korpergewicht der Mause nach HFD war durch eine signifikante Zunahme der
Fettmasse erhoht. Nach 12 Wochen HFD wiesen die Mause eine Gewichtszunahme
von 15 Prozent auf (Abb. 3-1).

Des Weiteren konnten in funktionellen Untersuchungen metabolische Dysregulationen
nach HFD dargestellt werden. HFD-Mause wiesen signifikante Veranderungen im
Glukose- und Insulintoleranztest (GTT, ITT) auf (Abb. 3-2). Die Mause der HFD-Gruppe
wiesen nach 12 Wochen Diat eine moderat aber signifikant erhdhte Glukosetoleranz auf
(Abb. 3-2a). Ebenso konnte eine signifikante Abnahme der Insulinsensitivitat nach HFD
nachgwiesen werden (Abb. 3-2b).

Diese Daten belegen die Entwicklung eines pathologisch veranderten Metabolismus
nach 12 Wochen HFD.

Korpergewicht Gonadales Fettgewebe
27 1.8 *
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Abbildung 3-1: Effekte der HFD auf Kérpergewicht und gonadales Fettgewebe.
a) stellt die absolute Gewichtszunahme im Verlauf der HFD in Bezug auf die Zeit dar. b) zeigt die

Gewichtszunahme des gonadalen Fettgewebes als Mittelwert + SEM, p*<0,05 (n=5).
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Glukose-Toleranztest Insulin-Toleranztest
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Abbildung 3-2: Entwicklung von Glukosetoleranz und Insulinsensitivitat.

Der GTT wurde mit 2g/kg Korpergewicht Glukose durchgefuhrt. Fir den ITT wurden 0,5 Einheiten
Insulin/kg Koérpergewicht intraperitoneal injiziert. Beide Tests wurden in der 12. Woche durchgefihrt.
Nachfolgend wurde jeweils Blut der Schwanzvene mittels Glukosometer analysiert. Dargestellt sind die
jeweiligen Glukosekonsentrationen beider Untersuchungen, p*<0,05 (n=>5).

3.2 Einfluss der HFD auf die strukturelle Integritat der Aorta

3.2.1 Aortales outward Remodeling nach HFD

Die histologischen Untersuchungen erfolgten an Praparaten der Aorta abdominalis, die
mittels Elastica-Farbung nach Weigert-Sirius-Rot angefarbt worden waren, hinsichtlich
strukturell-morphologischer Veranderungen.

In der Histologie der abdominellen Aortenschnitte fand sich in den Praparaten der HFD-
Gruppe eine im Vergleich zur SD-Gruppe auffallige Dilatation (Abb 3-3). Mikroskopisch
liel3 sich eine signifikante 1,5fache (p<0,05) VergroRerung des aortalen Lumens nach
HFD im Vergleich zu SD ermitteln (Abb. 3-4).

Es fand sich ebenfalls eine mit der HFD assoziierte Verdickung der aortalen Media

(Abb. 3-4). Die Mediadicke nach HFD war um das 1,5fache erhéht (p<0,05).
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Abbildung 3-3: Aortale Dilatation nach HFD.
a) AA aus SD-Maus b) AA aus HFD-Maus. 5x VergréRerung, Elastica-Farbung nach Weigert-Sirius-Rot.
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Abbildung 3-4: Lumen und Media-Dimensionen der Aorta nach HFD.

Graphische Darstellung der Mittelwerte £+ SEM aus den Messungen des Lumenumfangs und der
Mediadicke unter Relativierung der HFD-Werte auf SD. Die Lumendimension wurde mittels Ausmessung
des innenren Lumenumfangs ermittelt. Die Mediadimension ergab sich aus gemittelten

Dickenmessungen der Media an mindestens 3 reprasentativen Wandabschnitten, p*<0,05 (n=10).

3.2.2 Strukturelle Degeneration nach HFD

Schwerpunkt unserer histologischen Untersuchungen waren die strukturellen

Veranderungen in der Aortenwand.
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Die mikroskopische Untersuchung der strukturellen Bestandteile der Aortenwand war
detailiert in der 40fachen Vergro3erung moglich (Abb. 3-5).

Abbildung 3-5b zeigt einen deutlichen strukturellen Integritatsverlust nach HFD: findet
sich in Abbildung 3-5a (SD) noch ein geordneter Aufbau der Media mit integrem
elastischen Netzwerk, sind die elastischen Lamellen nach HFD in Abb. 3-5b diffus
fragmentiert und die Media mit zystischen Lipiddepots durchsetzt. Das elastische
Lamellennetz der Media ist durch zahlreiche Abbriche strukturell geschwacht. Die

Strukturschwachen sind zystisch durch Fett gefllt.

Abbildung 3-5: Histologische Auswirkungen der HFD in der Aortenwand.
a) SD-Maus, AA, intaktes, homogenes Elastinfasergeriist der Media b) HFD-Maus, AA, diffuse
Fragmentation und Auflésung des Fasernetzes mit Fetteinlagerungen. Die Pfeile markieren den diffusen

Zersetzungsprozess. 40x, Farbung nach Weigert-Sirius-Rot.

Es folgte die Beurteilung definierter Merkmale dysregulierten Remodelings. Dies sind:

1. Erhohte Zahl an Fragmentationen mit Auflésung der Mediaintegritat.

2. Nachfolgender zystischer Degeneration durch Einlagerung von Lipiddepots.

3. Inflammatorische Infiltration (Aortitis).

4. Dilatation der Aortenwand.

Die Beurteilung dieser Parameter erfolgte mittels semiquantitativer Scores in Anlehnung
an das System von Schlatman et al. *® ° Hierzu wurden Fragmentationen in der
UbersichtsvergroRerung sowie zystische Einlagerungen in  40x-VergroRerung

ausgezahlt und bepunktet (Tabelle 3-1).

Fragmentationen Punkte
<5 1
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5-10 2
Lipiddepots Punkte >10 3
<2 1
2-5 2
>5 3

Tabelle 3-1: Bewertungsmalf3stab fir die Erhebung der semiquantitativen Scores.

Zur quantitativen Beurteilung des Elastinanteils an der Media wurden repréasentative
normierte Quadrate der Media in der 40x-Vergrol3erung als standardisiertes Schwarz-
Weil3-Bild mit dem Programm Image-J densitometrisch ausgewertet (Abb. 3-8).

Die semiquantitativ-histologische Auswertung der HFD-Aorten im Vergleich zu den SD-
Aorten zeigte signifikant erhohte Scores fur Fragmentationen (Abb. 3-6) sowie zystische
Einlagerungen (Abb. 3-7).

Abbildung 3-8 veranschaulicht den Auflosungsprozess in der Media. Der Elastinanteil in
den Aorten nach SD war um das 1,9fache signifikant hoher als der in den Aorten nach
HFD.

Diese strukturhistologischen Untersuchungen belegen ein HFD-assoziiertes outward
Remodeling der Media als Folge des Integritatsverlusts durch Fragmentation des

Elastinnetzwerkes und zystischer Degeneration der Media.
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Abbildung 3-6: Fragmentationsindex.
Semiquantitativer Score (s. Tab. 3-1). Das Diagramm zeigt die Mittelwerte der Scores *

Standardabweichung entsprechend der quantitiativen Fragmentation ausgewerteter
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Aorten. Pfeil markiert fragmentitierte Elastinfibrille in AA. 40x, HFD, Weigert-Sirius-Rot-
Farbung, p**<0,01 (n=10 SD, n=6 HFD).

2,5

zystische Mediadegeneration

o

SD

Abbildung 3-7: Zystische Mediadegeneration.

Semiquantitativer Score (s. Tab. 3-1); Das Diagramm zeigt die Mittelwerte =+
Standardabweichung der Scores entsprechend der ausgezahlten Lipiddepots
ausgewerteter Aorten. Pfeile markieren eingelagerte Lipiddepots in AA als Zeichen der
Degeneration. 40x, HFD, Weigert-Sirius-Rot-Farbung, p*<0,05(n=10 SD, n=6 HFD).

2:5°7

1.5
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densitometrische Einheiten
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Abbildung 3-8: Elastin-Fraktion.
Normierte Schwarz-Weil3-Negative der histologischen Aortenbilder wurden densitometrisch vermessen

und so der Anteil der elastischen Lamellen an der Media-Struktur ermittelt. Das Diagramm zeigt die
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densitometrischen Mittelwerte + Standardabweichung der ausgewerteten Aorten nach Relativierung auf
SD. a) SD b) HFD, Schwarz-Wei3-Negative, 40x Vergrof3erung, p**<0,01(n=10 SD, n=6 HFD).

3.2.3 PVAT und HFD

Die Aorten der Mause nach HFD waren makroskopisch mit einer deutlich grof3eren
Fettschicht umgeben als die Aorten der Vergleichsgruppe. Der erhthte Fettanteil — ein
weiteres Mal} fur den Erfolg der Diat - wurde fir die folgenden Versuche wahrend der
Isolierung reduziert.

Sowohl Adventitia als auch Media der HFD-Mause waren auch auf mikroskopischer
Ebene deutlich von Fett durchsetzt. Die eindriicklichste Akkumulation von Fett fand sich
nach HFD im perivaskularen Fettgewebe, das sich direkt an die Adventitia anschlief3t
(Abb. 3-9).

Abbildung 3-9: Histologische Darstellung des HFD-Einfluss: PVAT.

Praparat einer Maus-Aorta nach HFD, Weigert-Sirius-Rot-Farbung; a) 5x Vergrol3erung;

b) 20x VergrofRerung — deutliche Fettanreicherung im PVAT und Depotzystenbildung in
der Media.
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3.3 Proteasen-Aktivitat in der Aorta nach HFD

Die Fragmentation des elastischen Netzwerkes sowie allgemeine Remodeling-Prozesse
werden von Proteasen vermittelt. Unterschiedliche Mitglieder der Proteasen-Familie und
ihre Gegenspieler regulieren die Umbauvorgdnge der extrazellularen Matrix und
unterliegen strengen Kontrollmechanismen.

Mikroskopisch konnten wir eine Assoziation von HFD mit pathologisch erhéhtem
vaskularen Remodeling und Fragmentation elastischer Fibrillen der Aortenwand
nachweisen.

In den folgenden molekularbiologischen Experimenten untersuchten wir die

proteolytische Aktivitat in der aortalen Gefaldwand nach SD und HFD.

3.3.1 Matrix-Metalloproteinasen

MMPs sind spezifische Marker proteolytischer Aktivitat (siehe 1.3.1). Die
Matrixmetalloproteinasen gehéren zu den Peptidasen, verantwortlich fir den Abbau
extrazellularer Matrixkomponenten wie Kollagen, Elastin, Fibronektin, Laminin und
Proteoglykanen. Sie spielen eine bedeutende Rolle im vaskularen Remodeling, aber
auch bei der Reorganisation des Fettgewebes bei diatinduzierter Adipositas *’.

Per Immunohistochemie und Immunoblotting testeten wir den Einfluss der HFD auf die
Aktivitat der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9, sowie des Stromelysins MMP-3 und der
Metalloelastase MMP-12 in der Aortenwand. Diese Metalloproteinasen spielen eine

besdondere Rolle im Rahmen des outward Remodelings **.

3.3.1.1 Gelatinasen
Die Gelatinasen A (MMP-2) und B (MMP-9) spalten, nach Aktivierung aus der Proform
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Uber den Ras-Signalweg, Kollagen Typ I, II, IlI, IV, V, VII, X und Xl sowie Gelatin Typ I,
Aggrecan, Elastin, Laminin und Proteoglykane.

Die Analyse der Proteinexpression erfolgte durch den Western Blot. Abbildung 3-10
zeigt reprasentative Western Blots und auch die densitometrischen Mittelwerte sowohl
fur MMP-2 als auch MMP-9.

Bei 63 kDa konnten wir die aktive Form von MMP 2 darstellen. Nach HFD wiesen die
Aorten der Mause einen 13fach hoheren Gehalt von aktiviertem MMP 2 auf als die der
Tiere nach SD.

Die aktive Bande von MMP-9 liel3 sich bei 92 kDa nachweisen. Erneut fand sich eine
signifikant erhdhte Proteinexpression von MMP-9 in den Aorten der Tiere nach HFD im
Vergleich zur SD-Gruppe. Die MMP-9-Expression war in HFD-Aorten etwa 1,9fach

hoéher als in denen nach SD.

MMP-2 MMP-9

90 " 2000 .
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
3 200
0 — 0

Sb HFD SD HFD

s
CAPDH [ —— D

SD HFD SD HFD

densitometrische Einheiten
=N
L]
densitometrische Einheiten
-l

Abbildung 3-10: Effekt der HFD auf die aortale MMP-2 und MMP-9-Expression.
Densitometrische Western Blot-Auswertung mindestens 3 unabhéngiger Experimente + SEM, sowie

reprasentative Blots und deren housekeeping-Bezug auf GAPDH, p**<0,01.

Um die MMPs histologisch zu lokalisieren, fuhrten wir eine immunohistochemische
Farbung gegen MMP-2 durch.

Es gelang die Farbung gegen MMP-2 in der Media sowie den perivaskularen Fettdepots
der Aorta von HFD-Tieren (Abb. 3-11b+c). In den Vergleichspraparaten nach SD war
immunohistochemisch die Aktivitat deutlich reduziert (Abb. 3-11a).

Kontrollfarbungen bestatigten eine isolierte Anfarbung der untersuchten Proteine.
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Abbildung 3-11: MMP-2-Immunohistochemie.

Immunohistochemische Farbung der Mausaorta gegen MMP-2 (rot). a) SD-Maus AA (20x): keine
Anfarbung gegen MMP-2, b) HFD-Maus AA (20x): nachweisliche Aktivitat von MMP-2 in der Media sowie
in der angeschnittenen Adventitia, c) vergroRerter Ausschnitt aus b.

3.3.1.2 MMP-3 und MMP-12

Stromelysin-1 (MMP-3) findet sich in VSMC und Fibroblasten, es ist erhdht bei
arteriellen GefalRerkrankungen und Hypertonie. Die Metalloelastase MMP-12 wird in
Makrophagen gebildet. Sie spaltet neben Kollagen Typ IV auch Elastin, Fibronectin,
Gelatin und Laminin und ist ein Marker inflammatorischer Infiltration.

Abbildung 3-12 zeigt reprasentative Western Blots fur MMP-3 und MMP-12 und die
densitometrischen Mittelwerte.

Bei 55 kDa konnten wir die aktive Form des MMP-3 nachweisen. Und erneut fand sich
eine signifikant erhohte Konzentration in den abdominellen Aorten der Mé&use nach
HFD. Die Proteinexpression von MMP-3 war nach HFD 3,5fach héher als nach SD.

Die aktive Bande fur MMP-12 liegt bei 59 kDa. Auch MMP-12 war nach HFD signifikant
erhoht. Die MMP-12-Expression war nach HFD um das 3,1fache erhéht im Vergleich
zur SD-Gruppe.

51



Ergebnisse

MMP-3 MMP-12
30 3 g 5000 s
3 3 4500
£ 2 £ 4000
o 20 w3500
2 £ 3000
8 1 £ 2500
= g
E 2000
g0 ) § 1500
% s 2 1000
< < 500
sD HFD SD HFD
s55kDa % - s 59kDa S i S0
GAPDH SR S —— TN T —
SD HFD SD HFD

Abbildung 3-12: Effekt der HFD auf die aortale MMP-3 und MMP-12-Expression.
Densitometrische Western Blot-Auswertung mindestens 3 unabhéngiger Experimente + SEM, sowie

reprasentative Blots und deren housekeeping-Bezug auf GAPDH, p*<0,05, p**<0,01.

3.3.2 Tissue inhibitors of metalloproteinases

Zur genauen Einordnung der MMP-Aktivitdten untersuchten wir zusatzlich auch deren
direkte Gegenspieler die TIMPs. Diese hemmen spezifisch MMPs und sorgen so fur die
Balance zwischen Matrixdestruktion und —formation. Wir untersuchten TIMP-1 und
TIMP-3.

TIMP-1 ist ein 28 kDa Glykoprotein. Uns gelang die Darstellung der aktiven Bande im
Western Blot (Abb. 3-13). Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
SD- und HFD-Tieren. Und auch fir das 30 kDa grol3e Protein TIMP-3 lie3en sich keine

signifikanten Anderungen im Expressionsmuster nach HFD nachweisen.
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Abbildung 3-13: Effekt der HFD auf die aortale TIMP-Expression.
Densitometrische Western Blot-Auswertung mindestens 3 unabhangiger Experimente + SEM, sowie

reprasentative Blots und deren housekeeping-Bezug auf GAPDH, p=n.s.

Immunohistochemische Kontrollexperimente bestéatigten die Ergebnisse des Western
Blots. Es fanden sich keine deutlichen Unterschiede hinsichtlich der Detektion von
TIMP-1 zwischen SD- und HFD-Aorten, die als adaquate Reaktion auf die verschieden
hohen MMP-Aktivitaten zu werten waren (Abb. 3-14). Sowohl in den SD-Mausen als
auch in den HFD-Mausen gelang eine schwache Anfarbung gegen TIMP-1 in der
aortalen Media. Kontrollfarbungen bestétigten eine isolierte Anfarbung der untersuchten

Proteine.

Abbildung 3-14: TIMP-1-Immunohistochemie.
Immunohistochemische Farbung der Mausaorta gegen TIMP-1. a) SD-Maus AA b)
HFD-Maus AA: nur schwache Anfarbung sowohl in der SD- als auch HFD-Maus. Pfeile

markieren angefarbte Aktivitatsareale, 40x.
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3.3.3 Cathepsine

Die Cathepsine sind ein weiteres Mitglied der Familie proteolytischer Enzyme. Sie
enthalten unterschiedlichen Klassen von Proteasen, nach denen sie klassifiziert
werden. Cathepsin B gehort zur Klasse der lysosomalen Cystein-Proteasen, Cathepsin
D zu den Aspartyl-Proteasen. Sie kommen lysosomal vor und sind an den
metabolischen Prozessen der Zelle — wie Peptid-Synthese und Protein-Abbau —
beteiligt (s. 1.3.3).

Cathepsin B wird in den luminalen Endothelzellen exprimiert: es ist ein Marker des
sekretorischen Zelltodes. Cathepsin B wird als latente Proform sezerniert nach
proteolytischer Spaltung in eine Einzelkette und Deglykosylierung entsteht die 25 kDa-
aktiv-Form. Uns gelang die Darstellung von Cathepsin B bei 25 kDa als aktive Form
(Abb 3-15).
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Abbildung 3-15: Effekt der HFD auf aortale Cathepsin B- und —D-Expression.
Densitometrische Western Blot-Auswertung mindestens 3 unabhéngiger Experimente + SEM, sowie
reprasentative Blots und deren housekeeping-Bezug auf GAPDH. Fir Cathepsin D ist zusatzlich die

gleichmafig exprimierte Proform im Blot dargestellt, p**<0,01.

Immunohistochemisch gelang uns die Bestatigung der Immunoblotting-Ergebnisse: die
Anfarbung gegen Cathepsin B gelang deutlich in der Media der HFD-Aorten. SD-Aorten
lieBen sich dagegen kaum anfarben (Abb. 3-16). Kontrollfarbungen bestatigten eine

isolierte Anfarbung der untersuchten Proteine.
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Abbildung 3-16:Cathepsin B-Immunohistochemie.
Immunohistochemische Farbung gegen Cathepsin B. a) SD-Maus AA b) HFD-Maus AA:

deutliche Anfarbung der Media in HFD-Tieren. 20x, Pfeile markieren angeféarbte Aktivitatsareale.

Cathepsin D bewirkt die Spaltung von Peptidbindungen bevorzugt hydrophober
Aminosauren. Cathepsin D stellte sich in der mittleren Bande bei 45 kDa fur alle
aufgetragenen Proben — sowohl HFD als auch SD - deutlich dar. Hiermit wiesen wir die
inaktive einkettige Proform des Cathepsins nach. Nach weiterer proteolytischer
Prozessierung in Endosom und Lysosom entsteht die mature-Form des Cathepsin D.
Wir konnten deren schwere Kette bei 37 kDa nachweisen (Abb. 3-15). Erneut liel3 sich
diese fur die HFD-Proben deutlicher darstellen als fir die SD-Proben: die Aktivitat von
Cathepsin D war nach HFD signifikant erhoht. Die Cathepsin-D-Expression war nach
HFD auf das doppelte gesteigert.

Auch fur Cathepsin D konnten diese Resultate in der Immunohistochemie histologisch
reproduziert werden. Die HFD-Media war deutlich starker angefarbt als die SD-Media
(Abb. 3-17). Kontrollfarbungen bestatigten eine isolierte Anfarbung der untersuchten

Proteine.

Abbildung 3-17: Cathepsin D-Immunohistochemie.
Immunohistochemische Farbung gegen Cathepsin D. a) SD-Maus b) HFD-Maus: deutlich
starkere Anfarbung der Media nach HFD. 20x, AA, Pfeile markieren angefarbte Aktivitatsareale.
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3.4 Zytokine

Die Degradierung der ECM wird teilweise durch proinflammatorische Faktoren
ausgelost. Zytokine stimulieren die Expression von Proteasen und haben direkten
Einfluss auf das Derarrangement zwischen MMPs und TIMPs *?® 21 Wir untersuchten
die Zytokine TNF-alpha sowie Interleukin-1 beta.

TNF-a spielt eine entscheidende Rolle in Inflammation und Immunprozessen aber auch
bei Adipositas und Insulinresistenz. Weiterhin reguliert TNF-a die Aktivitat zahlreicher
Mediatoren und nimmt so eine Schlisselstellung in der Kontrolle von Zellproliferation, -
differenzierung und Apoptose sowie proteolytischer Aktivitat ein.

TNF-a stellte sich im Western Blot als Bande bei 17 kDa dar. Die Aktivitat nach HFD im
Vergleich zur SD-Gruppe war signifikant um das 1.5fache erhéht (Abb. 3-18).
Immunohistochemisch liel3 sich die Media deutlich anfarben (Abb. 3-19). Weiterhin
konnte in der Immunhistochemie nach HFD eine starke Anfarbung gegen TNF-a in
Adventitia sowie perivaskularem Fettgewebe aufgezeigt werden.

Kontrollfarbungen bestatigten eine isolierte Anfarbung der untersuchten Proteine.
Interleukin-1B ist mit allgemeinen Entziindungsreaktionen assoziiert. Es spielt eine
entscheidende Rolle in der Regulation der Immunantwort. Uber Interleukin-18 wird die
Aktivierung von T- und B-Lymphozyten sowie NK-Zellen vermittelt.

Fur IL-1B stellten sich zwei starke aber unspezifische Banden bei 72 und 28 kDa dar.
Bei 44 kDa war die Bande fur das Fusions-Protein nachweisbar. In den Proben der
HFD-Mause war die Aktivitat von IL-13 gegenuber der SD-Gruppe signifikant um das
23fache erhoht (Abb. 3-18).
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Abbildung 3-18: Effekt der HFD auf TNF-a- und Interleukin-1B-Expression.
Densitometrische Western Blot-Auswertung mindestens 3 unabhéngiger Experimente + SEM, sowie

reprasentative Blots und deren housekeeping-Bezug auf GAPDH, p*<0,05.

a

Abbildung 3-19: TNF-a-Immunohistochemie.
Immunohistochemische Farbung der Mausaorta gegen TNF-a. a) SD-Maus AA b)
HFD-Maus AA: diffuse Anfarbung nach HFD sowohl in der Media als auch in der

Adventitia und dem perivaskuléaren Fettgewebe (rétliche Farbung), 20x.
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3.5 Proteolytische und proinflammatorisch Aktivitat des peri-
vaskularen Fettgewebes — Quelle fur Proteasen und Zytokine

Zur ganzheitlichen Untersuchung der Aorta wurde das PVAT wahrend der Isolierung
nur anteilig reduziert. In der immunohistochemischen Farbung war so eine Darstellung
samtlicher Wandschichten (Intima, Media, Adventita) sowie des angeschnittenen PVAT
in der unmittelbaren Umgebung maglich.

Neben der bereits beschriebenen erhdhten proteolytischen und proinflammatorischen
Aktivitét in der Media, war die hohe Konzentration von Proteasen und Cytokinen im
benachbarten Fettgewebe besonders eindriucklich. Gegen samtliche untersuchten
Proteasen sowie TNF-a war das PVAT stark anfarbbar (Abb. 3-20).

Fur die vorliegende Arbeit stellte sich nun die Aufgabe, Zusammenhénge zwischen der
erhohten Proteolyse im Fettgewebe und der proteolytischen Aktivitat in der Media
nachzuweisen. Ist die proteolytische Aktivitat im PVAT Quelle der Proteolyse in der
benachbarten Aortenwand?

Abbildung  3-20: Immunohistochemischer Nachweis proteolytischer und
proinflammatorischer Aktivitaten nach HFD im PVAT.

immunohistochemische Farbungen gegen a) Cathepsin B, b) Cathepsin D, ¢) MMP-2, d)
TNF-a; Pfeile markieren die kraftig angefarbten, als PVAT organisierten Adipozyten, 20x.
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3.5.1 TNF-alpha-Stimulation in 3T3-L1-Praadipozyten

Um die Zustande, die wir im Tiermodell histologisch und molekularbiologisch darstellen
konnten, zu simulieren, wurden 3T3-L1-Praadipozyten Serum-depriviert und
anschlieBend tber 24h mit TNF-a inkubiert. Es sollte so die stark erhdhte TNF-a-
Konzentration im PVAT nach HFD nachvollzogen werden, um so dessen Rolle
innerhalb der proteolytischen Aktivierung zu untersuchen. Nach erfolgreicher
Differenzierung wurden die Adipozyten fur 16 Stunden depriviert und anschlieRend mit
DMSO bzw. TNF-a und den unterschiedlichen Effektoren behandelt. Zum Einsatz kam
der AT1-Antagonisten Telmisartan (10uM), der sich durch seine besondere Lipophilie
besonders eignete und dessen antiinflammtorischen und antiproteolytischen Effekte im
GefalRsystem sowie insulinsensitivierenden Eigenschaften als partiellen PPARy-
Agonisten im Fettgewebe bereits beschrieben sind ! (vgl. 1.5.1). Zum Vergleich
nutzten wir den synthetischen Voll-PPARy-Agonisten Pioglitazon (10uM) aus der
Gruppe der Glitazone. Glitazone bewirken eine Umstrukturierung des Fettgewebes mit
Neudifferenzierung zu kleineren insulinsensitivierten Adipozyten.

Es gab somit vier unterschiedliche Gruppen: 1. unstimulierte Adipozyten, die als
Kontrollgruppe dienten, 2. TNF-a-stimulierte Adipozyten, 3. TNF-a-stimulierte
Adipozyten die zuséatzlich mit Telmisartan behandelt worden waren und 4. TNF-a-
stimulierte Adipozyten mit zusatzlicher Pioglitazon-Behandlung.

Ziel war es den Einfluss der TNF-a-Stimulation auf die Aktivitdt der Proteasen zu
untersuchen. Die unterschiedlichen Effektoren sollten mogliche Signalkaskaden
aufdecken und die Rolle von TNF-a weiter beleuchten. Mittels quantitativer real-time
RT-PCR und Western-Blot wurden Expression und Aktivitdt von ausgewahlten MMPs

und Cathepsinen bestimmit.

3.5.2 Cathepsine in 3T3-L1-Zellen

Hinsichtlich der Cathepsin-Familie untersuchten wir Cathepsin B und Cathepsin D,
welche wir bereits in den Gewebe-Western-Blots ausgewertet hatten.

Wir konnten mittels real-time RT-PCR mRNA der Cathepsine in den unstimulierten
Adipozyten (Control) nachweisen. Nach Stimulation mit TNF- a fand sich eine

signifikante Steigerung der Expressionrate.
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Die zusatzliche Behandlung mit Telmisartan oder Pioglitazon bewirkte eine Reduktion
der Expression sowohl von Cathepsin B als auch Cathepsin D (Abb. 3-21).
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Abbildung 3-21: Analyse der adipozytadren Cathepsin B- und D-mRNA-Expression nach TNF-a-
Stimulation.

Resultate der real-time RT PCR-Analyse nach 24h Inkubation, normalisiert auf 18S rRNA. Die Mittelwerte
+ SEM von drei unabhéngigen Experimenten sind angegeben in Prozenten relativ zur mRNA-Expression
unbehandelter Adipozyten (Control), p**<0,01 vs. Control, p#<0,05 vs. TNF-a.

Die PCR-Ergebnisse fiir Cathepsin B und D liel3en sich per Western Blot auf Ebene der
Proteinexpression bestéatigen. Die Cathepsin-Expression in den Adipozyten war nach
Stimulation mit TNF-a erhoht. Eine Behandlung mit Telmisartan oder Pioglitazon
reduzierte die Aktivitat der Cathepsine (Abb. 3-22).
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Abbildung 3-22: Analyse der adipozytaren Cathepsin B- und D-Proteinexpressionslevel nach TNF-
a-Stimulation sowie Telmisartan- und Pioglitazonwirkungen.
Densitometrische Western Blot-Auswertung mindestens 3 unabhéngiger Experimente + SEM, sowie re-

prasentative Blots und deren housekeeping-Bezug auf GAPDH, p*<0,05 vs. Control, p#<0,05 vs. TNF-a.
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3.5.3 MMPs in 3T3-L1-Zellen

Erneut untersuchten wir die Matrix-Metalloproteinasen-2 und -9 sowie -3. Diese waren
nachweislich in den unstimulierten Adipozyten (Control) exprimiert. Unstimulierte
Adipozyten waren Uber MMP-2, MMP-9 und MMP-3 proteolytisch aktiv. Diese Aktivitat
war nach TNF-a-Stimulation signifikant erhoht. Eine zusatzliche Behandlung sowohl mit
Telmisartan als auch Pioglitazon fuhrte zu einer Senkung der Expressionsrate der
unterschiedlichen MMPs (Abb. 3-23 und 3-24).
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Abbildung 3-23: Analyse der adipozytaren MMP-2- und MMP-9-mRNA-Expression nach TNF-a-
Stimulation.

Resultate der real-time RT PCR-Analyse nach 24h Inkubation, normalisiert auf 18S rRNA. Die Mittelwerte
+ SEM von drei unabhéngigen Experimenten sind angegeben in Prozenten relativ zur mRNA-Expression
unbehandelter Adipocyten (Control), p**<0,01 vs. Control; p#<0,05 vs. TNF-a; p##<0,01 vs. TNF-a.
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Abbildung 3-24: Analyse der adipozytaren MMP-3-mRNA-Expression nach
TNF-a-Stimulation.
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Resultate der real-time RT PCR-Analyse nach 24h Inkubation, normalisiert auf
18S rRNA. Die Mittelwerte = SEM von drei unabhéngigen Experimenten sind
angegeben in Prozenten relativ. zur mRNA-Expression unbehandelter
Adipocyten (Control) p**<0,01 vs. Control; p#<0,05 vs. TNF-a

Aufgrund der zahlreichen Hemmungsmechanismen der MMP-Aktivitat sowohl auf
Translations- und Transkriptionsebene als auch auf Ebene der Proformen testeten wir
zusatzlich exemplarisch fur MMP-2 und MMP-3 die tatséchliche Proteinexpression
mittels Western Blot (Abb. 3-25).
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Abbildung 3-25: Analyse der adipozytaren MMP-2- und MMP-3-Proteinexpressionslevel nach TNF-
a-Stimulation sowie Telmisartan- und Pioglitazonwirkungen

densitometrische Western Blot-Auswertung mindestens 3 unabhangiger Experimente + SEM, sowie
reprasentative Blots und deren housekeeping-Bezug auf GAPDH, p**<0,01 vs. Control; p#<0,05 vs. TNF-
a; p##<0,01 vs. TNF-a.

Auch auf Ebene der Proteinexpression war die Aktivitat von MMP-2 und MMP-3 nach
TNF-a-Stimulation signifikant erhdht. Die zusatzliche Behandlung mit Telmisartan fuhrte
zu einer signifikanten Senkung der MMP-Expression etwa auf das Niveau der
Kontrolladipozyten. Die Reduktion der Aktivitdt nach Pioglitazon-Behandlung war nicht
signifikant.
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3.6 Stimulation von VSMCs

Zur weiteren Prufung einer direkten Wirkung adipozytar sezernierter Faktoren auf die
GefaRwand, erweiterten wir die Zellkulturversuche um einen weiteren Schritt: es wurden
die Uberstande, die wahrend der Adipozyten-Differenzierung und -Stimulation
entstanden waren gesammelt und zur weiteren Inkubation von VSMCs verwendet. Auf
diese Art und Weise entstanden 4 unterschiedliche Gruppen von VSMCs deren
Stimulationsmedien mit den Uberstanden folgender Adipozytenreihen versetzt waren: 1.
unstimulierten Adipozyten (Control), 2. Telmisartan-stimulierten Adipozyten (10 um
Telmisartan), 3. TNF-a-stimulierten Adipozyten (10 ng/ml TNF-a) und 4. Uberstanden
von mit Telmisartan und TNF-a behandelen Adipozyten. Dargestellt sind die Ergebnisse
der real-time RT-PCR fir MMP-2 und MMP-9 nach 24 sowie 48 Stunden Stimulation
(Abb. 3.26 und 3-27).

Wahrend sich nach 24 Stunden keine signifkanten Unterschiede fanden, ergab sich
nach 48stiundiger Stimulation eine signifikante Erhdhung der MMP-2 und MMP-9-
mRNA-Expression in den VSMCs, die mit den Uberstanden TNF-a-stimulierter
Adipozyten inkubiert worden waren. Die Expression von MMP-2 war nach 48 Stunden
um das 3fache (p<0,05) die von MMP-9 um das 1,8fache (p<0,05) gesteigert. Eine
zusatzliche Behandlung mit Telmisartan verhinderte diese Expressionssteigerung nach
48 Stunden. Telmisartan bewirkte eine Reduktion der MMP-2 Expression um 51
Prozent. Die MMP-9 Expression war um 41 Prozent reduziert. Die Kontrollinkubation
durch Telmisartan ohne TNF-a-Stimulation erbrachte keine Unterschiede im Vergleich
zur Control-Gruppe.

Die Uberstande TNF-a-stimulierter Adipozyten induzierten somit eine proteolytische
Aktivitat durch MMPs in VSMCs. Eine solche Aktivitat fand sich nicht nach Inkubation
mit Kontrolliberstanden und liel3 sich durch Telmisartanbehandlung effektiv abmildern.
Eine weitere Validierung dieser Erkenntnisse und den genauen Einfluss von
Telmisartan war nun nétig. Eine Uberprifung der Ergebnisse der in-vitro-Experimente in

einem weiteren in-vivo-Modell folgte.
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Abbildung 3-26: Analyse der MMP-2-mRNA-Expression in VSMCs nach Inkubation mit adipozytéren
Uberstanden nach 24 und 48 Stunden.
Resultate der real-time RT PCR-Analyse, normalisiert auf 18S rRNA. Die Mittelwerte + SEM von drei

unabhangigen Experimenten sind angegeben, p*<0,05 vs. Control.
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Abbildung 3-27: Analyse der MMP-9-mRNA-Expression in VSMCs nach Inkubation mit adipozytéren
Uberstanden nach 24 und 48 Stunden.
Resultate der real-time RT PCR-Analyse, normalisiert auf 18S rRNA. Die Mittelwerte SEM von drei

unabhéngigen Experimenten sind angegeben, p*<0,05 vs. Control; p#<0,05 vs. TNF-a.
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3.7 Telmisartan-Effekte im HFD-Mausmodell

Die antiproteolytischen Effekte von Telmisartan, die wir im Zellkulturversuch
nachweisen konnten, sollten nun genauer studiert werden. Weiterhin waren wir bemuht,
die Reproduzierbarkeit der histologischen Ergebnisse in einem ménnlichen Mausmodel
zu Uberprufen. Hierzu wiederholten wir unsere Experimente modifiziert an mé&nnlichen
Mausen. Diese erhielten eine 14wdchige HFD unter metabolischer Kontrolle. Zusétzlich
wurden Mause mit Vehikel (0.5% Tween80/H,0), Telmisartan (3mg/kg/d) oder
Pioglitazon (10mg/kg/d) behandelt. In der 10. Woche der Diat erfolgte eine Kontrolle der
Blutdruckwerte. Am Vortag der Isolierung der Aorta, wurden die Mause sonographisch
untersucht.

Es folgten anschlieBend histologische und molekularbiologische Experimente.

3.7.1 Sonographischer Nachweis aortaler Dilatation nach HFD

Die Sonographie ermoglicht die Beurteilung der Dimensionen der Aorta unter in-vivo-
Bedingungen. Die Beurteilung der Aorta erfolgte im Langsschnitt. Messungen wurden
jeweils in supra- sowie infrarenalen Abschnitt der Aorta abdominalis wahrend der
Systole als auch der Diastole an je 3 standardisierten Messpunkten durchgefihrt.

Die Ausmessung der longitudinalen Aortenscans ergab eine signifikante Erweiterung
des Lumens nach HFD sowohl bei Messungen in der Systole als auch in der Diastole
(Abb. 3-28). Sowohl in den suprarenalen als auch infrarenalen Bereichen waren die
Aorten nach HFD signifikant erweitert. Somit konnte die histologische Dilatation nach
HFD in-vivo sonographisch bestatigt werden. In der suprarenalen Systole war der
aortale Diameter nach HFD um 18 Prozent erhéht (Abb. 3-29).
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Abbildung 3-28: Sonographische Analyse des aortalen Diameters nach HFD.
Abgebildet sind longitudinale Aortenscans (suprarenale Systole) mit Messresultaten, a) SD
b) HFD Dilatation der Aorta abdominalis nach HFD.
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Abbildung 3-29: Longitudinaler Durchmesser der Aorta.

Darstellung der Mittelwerte + SEM der infrarenalen und suprarenalen longitudinalen
Durchmesser der Aorta abdominalis sowohl in der Diastole als auch Systole (n=10),
p**<0.001.

3.7.2 Telmisartan mindert dilatative Effekte der HFD

Unter Telmisartanbehandlung gelang die deutlichste Minderung der HFD-assoziierten
aortalen Dilatation. Mause der Telmisartangruppe wiesen nach HFD einen
Aortendurchmesser auf, der dem der SD-Gruppe entsprach (Abb. 3-30 und 3-31).
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Abbildung 3-30: Sonographische Analyse des aortalen Diameters nach HFD und
Telmisartanbehandlung.
Abgebildet sind longitudinale Aortenscans (suprarenale Systole) mit Messresultaten, a) SD b) HFD c)

Telmisartan.

Eine Behandlung der HFD-M&ause mit Telmisartan oder Pioglitazon bewirkte eine
vollstdndige Verhinderung der Dilatation nach HFD. Die Ergebnisse fanden sich in

Systole und Diastole sowohl infra- als auch suprarenal.
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Abbildung 3-31: Longitudinaler Durchmesser der Aorta nach HFD und Behandlung.
Darstellung der Mittelwerte + SEM der infrarenalen und suprarenalen longitudinalen Durchmesser der
Aorta abdominalis sowohl in der Diastole als auch Systole (n=10), p**<0,01 vs. SD, p#<0,01 vs. HFD.
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3.7.3 Blutdruck-Effekte von Telmisartan und HFD

Die Messung des Blutdrucks ergab im Mittel keine signifikanten Unterschiede zwischen
der SD- und HFD-Gruppe. Allein der systolische Blutdruck war moderat aber signifikant
erhoht. Im mittleren Blutdruck war ein nicht signifikanter Anstieg um 3,8 Prozent nach
HFD zu verzeichen (Abb.3-32a).

Die Telmisartan-Behandlung hingegen bewirkte eine signifkante Senkung des
Blutdrucks sowohl in Systole als auch Diastole. Im mittleren Blutdruck ergab sich ein
Absinken um 25 Prozent im Vergleich zur HFD-Gruppe (Abb. 3-32b).
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Abbildung 3-32: Systolischer und diastolischer sowie mittlerer Blutdruck.

Dargestellt sind die Mittelwerte des systolischen und diastolischen Blutdrucks sowie der mittlere arterielle
Blutdruck £+ SEM (n=10). Die Messungen erfolgten nach 10wd&chiger Diat. B) mittlerer arterieller
Blutdruck= Diastolischer Druck + 1/3(Systolischer Druck - Diastolischer Druck), p*<0,05 vs. SD, p##<0,01
vs.HFD.

3.7.4 Strukturelle Histologie nach Telmisartan-Behandlung

In den histologischen Untersuchungen konnten wir die Ergebnisse aus den weiblichen
Mausen auch in den mannlichen reproduzieren. Erneut fand sich eine signifikante
Dilatation des aortalen Lumens nach HFD. Der mittlere innere Aortendurchmesser war
nach HFD um das 1,4fache vergrof3ert. In den mit Telmisartan behandelten Mausen
war diese Dilatation signifikant verringert (Abb. 3-33 al, bl, cl; Abb. 3-34). Die
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Beurteilung der Media in starkerer VergroRerung (Abb. 3-33 a2, b2, c2) ergab in der
Tendenz eine Verdickung der Media nach HFD und eine Verschmaélerung unter
Telmisartan-Behandlung (Abb. 3-34). Weiterhin wurden deutliche strukturelle

Veranderungen sichtbar.

Abbildung 3-33: Histologischer Vergleich von SD, HFD und HFD mit Telmisartan.
a) AA-SD; b) AA-HFD; c) AA nach Telmisartanbehandlung. Weigert-Sirius-Rot-Féarbung. 1 - 5x-
VergrofRerung, 2 - 40x-VergroRerung.
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Abbildung 3-34: Lumen- und Media-Dimension der Aorta abdominalis nach HFD sowie zuséatzlicher
Telmisartanbehandlung.

Ermittlung des mittleren inneren Aortendurchmessers (Lumendimension) und der Dicke der Media (n=7),
p**<0,01 vs. SD, p##<0,01 vs HFD.
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Die Strukturveranderungen wurden erneut durch Scores quantifiziert. In der Erhebung
des Fragmentations-Index fand sich - wie in den Vorexperimenten - ein pathologisch
erhohter Grad an Fragmentationen nach HFD. Eine Behandlung mit Telmisartan
bewirkte eine signifikante Abmilderung der Auflésungserscheinungen innerhalb der
Media. Die Zahl der Fragmentationen ging etwa auf das Niveau der SD-Tiere zurlck
(Abb. 3-35).

Auch die Zahl der zystischen Einlagerungen war nach HFD signifikant erhdht. Die
Telmisartan-Gruppe wies im Vergleich zur SD-Gruppe ebenfalls eine erhdhte Zahl
zystischer Einlagerungen auf, jedoch auf niedrigerem Niveau als in der reinen HFD-
Gruppe. Diese Daten waren nicht signifikant (Abb. 3-36).

Besonders eindriicklich waren die Ergebnisse der strukturellen Untersuchungen der
Media. Fanden sich bei den HFD-Tieren deutliche Auflosungserscheinungen in der
Media mit signifikanter Reduktion und Degeneration des Elastinfasernetzwerks wies die
Media der Telmisartan-Gruppe ein sehr kompakt strukturiertes Elastinnetz auf. Der
Elastinanteil war sowohl gegentber der SD- als auch der HFD-Gruppe signifikant
erhoht (Abb. 3-37).
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Abbildung 3-35: Analyse der Telmisartanwirkung auf den Fragmentationsindex.
Semiquantitativer Score  mit Standardabweichung (n=5), (s. Tab. 3-1). Pfeile markieren
fragmentierte Elastinfibrillen (AA-HFD, 40x, Weigert-Sirius-Rot-Farbung), p**<0,01 vs. SD,
p##<0,01vs. HFD.
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Abbildung 3-36: Analyse der Telmisartanwirkung auf zystische Einlagerungen nach
HFD.

Semiquantitativer Score mit Standardabweichung (n=5), (s. Tab. 3-1). Pfeile markieren
zystische Einlagerungen (AA-HFD, 40x, Weigert-Sirius-Red-Farbung), p**<0,01 vs. SD.
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Abbildung 3-37: Analyse der Telmisartanwirkung auf die Elastin-Fraktion.

Densitometrische Messung des Elastinanteils der Media mittels normierter Schwarz-WeiR3-
Negativausschnitte. Gezeigt ist der reprasentative Mittelwert mit Standardabweichung (n=5). Die Bilder
demonstrieren den strukturellen Elastinverlust nach HFD: a) AA-HFD b) AA-HFD + Telmisartan, 40x,
Weigert-Sirius-Rot-Farbung, p*<0,05 vs. SD, p##<0,01 vs. HFD.
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3.7.5 Separation von Media und Adventitia mit PVAT

Fir die folgenden molekularbiologischen Untersuchungen wurde die Media von der
umgebenden Adventitia mit PVAT unter mikroskopischer Sicht separiert. Somit war eine
exakte Lokalisation der Expressionsmuster mdglich. Der Erfolg dieser MalRRnahme
gelang Uuber den Nachweis unterschiedlicher Expressionsraten der jeweiligen
gewebstypischen genetischen Marker mittels real-time RT-PCR: SMA (smooth-muscle
antigen) konnte in der muskelstarken Media nachgewiesen werden, wahrend das PVAT
fettgewebstypisches DEPP (Decidual Protein induced by Progesterone) exprimierte
(Abb. 3-38).

SMA DEPP
1600 |

1400
1200
1000

600
600
400
200

i )

SDMediaSDPVAT HFD ~ HFD  Telmi  Telmi SDMedia SDPVAT HFD ~ HFD  Telmi  Telmi
Media PVAT  Media PVAT Media PVAT  Media PVAT

o o
= o
= o

400

N W
= o
= o

18sRNA [%]
18sRNA [%]

relative SMA-genexpression vs
relative DEPP-genexpression vs

Abbildung 3-38: Analyse der SMA- und DEPP-mRNA-Expression in Media und PVAT.
Resultate der real-time RT PCR-Analyse, normalisiert auf 18S rRNA + SEM von drei unabhéngigen

Experimenten.

3.7.5.1 TNF-alpha-Expression nach Telmisartan-Behandlung

Auf mMRNA-Ebene fand sich sowohl in Media als auch PVAT eine basale Expression
von TNF-a in den Kontrollpraparaten nach SD. Sowohl in der Media als auch im PVAT
konnte eine signifikant erhdhte Expressionsrate von TNF-a nach HFD gegenuber der
SD-Gruppe festgestellt werden. In der Media stieg die Expressionsrate um das 5fache
(p<0,05). Im PVAT sogar um das 6fache (p<0,05).
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Die Expression war in der Telmisartan-Gruppe in der Media und im PVAT signifikant
reduziert. Hier blieb das Expressionsniveau etwa im Bereich der basalen Expression
der SD-Gruppe (Abb. 3-39). Somit bewirkte die Behandlung mit Telmisartan eine
signifikante Reduktion HFD-assoziierter TNF-a-Expression in Media und PVAT.
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Abbildung 3-39: Analyse der TNF-a-mRNA-Expression in Media und PVAT.
Resultate der real-time RT PCR-Analyse, normalisiert auf 18S rRNA + SEM von drei
unabhéngigen Experimenten. p*<0,05 vs. SD Media, p#<0,05 vs. SD PVAT, p§<0,05
vs. HFD Media, p”<0,05 vs. HFD PVAT.

3.7.5.2 CD68-Expression nach Telmisartan-Behandlung

CD68 als Marker einer Makrophageninfiltration und inflammatorischer Aktivitat war
ahnlich reguliert wie TNF-a. Auch fur das lysosomale Antigen fand sich eine signifikante
Erhohung der Expression nach HFD in Media (5fach, p<0,05) und PVAT (4fach, n.s).
Die Telmisartan-Gruppe hingegen wies eine stark erniedrigte Regulation auf. Diese
betraf Media und PVAT (Abb. 3-40). Die Makrophagenaktivitat war nach HFD in Media
und PVAT im Vergleich zur SD-Gruppe stark erhoht, wahrend sich durch eine
Behandlung mit Telmisartan Aktivierung und Infiltration der Makrophagen verhindern
lieR3.
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Abbildung 3-40: Analyse der CD68-mRNA-Expression in Media und PVAT
Resultate der real-time RT PCR-Analyse, normalisiert auf 18S rRNA £ SEM von
drei unabhéngigen Experimenten. p*<0,05 vs. SD Media, p8<0,05 vs. HFD Media.

3.7.5.3 Expression der Gelatinasen nach Telmisartan-
Behandlung

Auch fur die Gelatinasen liel3 sich erneut eine Steigerung der mRNA-Expression nach
HFD nachweisen. Diese verstarkte Expression von MMP-2 und MMP-9 fand sich nicht
in der Telmisartan-Gruppe. Es gelang hier kein Nachweis einer unterschiedlichen
Regulation in Media und PVAT (Abb. 3-41).
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Abbildung 3-41: Analyse der MMP-2- und MMP-9-mRNA-Expression in Media und PVAT
Resultate der real-time RT PCR-Analyse, normalisiert auf 18S rRNA + SEM von drei unabhéngigen
Experimenten. p*<0,05 vs. SD Media, p8<0,05 vs. HFD Media, p"<0,05 vs. HFD PVAT.
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4 Diskussion

Adipositas gilt als wesentlicher pradisponierender Risikofaktor fur die Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen "°. Die Kernparameter des Metabolischen Syndroms
(Insulinresistenz, Bluthochdruck, Dyslipidamie, Hyperglykamie) bilden dabei zentrale
Elemente in der Genese vaskularer Pathologien. Grundlegende Ursache der
krankhaften Veranderungen sind Stérungen im  strukturellen Gefiige des
kardiovaskuldren Systems %,

Gorter et al. 1#

zeigten in einer klinischen Studie einen Zusammenhang zwischen
intraabdominellen Fett im Rahmen des Metabolischen Syndroms und GefaRRdilatation
mit Zunahme des Aortendurchmessers. Neben dieser Verknipfung einer funktionellen
vaskuldren Relaxation mit der Akkumulation von intraabdominellen Fett existieren
Hinweise fir morphologische Veranderungen der Gefal3struktur bei Adipositas: Die

14 resultierte in einer Assoziation von

,Health in Men-Studie* von Golledge et al. !
Adipositas und der Entwicklung abdomineller  Aortenaneurysmen. Das
Aortenaneurysma bildet die extremste Form vaskularer Dysregulation sowohl auf
funktioneller als auch morphologischer Ebene . Diese klinischen Studien weisen der
pathologischen Akkumulation intraabdominellen Fetts im Rahmen von Adipositas eine
herausgehobene Rolle in der Entwicklung vergrol3erter Aortendurchmesser zu. Das
Metabolische Syndrom stellt eine weit fortgeschrittene funktionelle und morphologische
Belastung unterschiedlicher Organsysteme dar. Neben dem Fettgewebe ist besonders
das kardiovaskulare System von grundlegenden funktionellen und morphologischen
Umgestaltungsprozessen betroffen **. Remodeling-Vorgange sind entscheidend fiir
diese Adaptation an veranderte Verhaltnisse. Eine Dysregulation dieses sensiblen
Systems fuhrt zu einem Struktur- und Funktionsverlust der betroffenen Gewebe.

% als

Adipositas stellt hohe Anforderung an dieses System: Sowohl im Fettgewebe
auch in der GefaRwand ** finden sich deutlich erhthte Remodeling-Raten. Die
Verbindung von Fettgewebe und Gefaldwand findet sich im perivaskularen Fett (PVAT).
Beide Gewebe liegen hier in unmittelbarer Nachbarschaft und sind sowohl strukturell als
auch funktionell miteinander verbunden.

Neuere experimentelle Studien ricken das PVAT in den Mittelpunkt vaskularer
Forschung. Dieses ist weit mehr als Strukturgewebe mit supportiven Aufgaben fur die
GefalRwand: Uber zahlreiche Signalwege entfaltet es modulatorischen Einfluss auf das
GefaR . Die Zentrierung auf das Endothel als entscheidender GefaRschicht in der
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Modulation vaskularer Funktionen ist obsolet. Das PVAT ist von funktioneller Bedeutung
fur physiologische und pathologische Entwicklungen im GefaRsystem. Léhn et al.®®
zeigten in der vergleichenden Praparation aortaler Ringe mit und ohne PVAT die Uber
ATP-abhangige Kalium-Kanale vermittelte antikontraktile Funktion des adventitiellen

Fettgewebes. Gollasch und Dubrovska *°

beschrieben in Anlehnung an die
tonusregulierenden parakrinen Mechanismen des Endothels Uber den Endothel derived
relaxing factor (EDRF) den adipocytes derived relaxing factor (ADRF), als Konglomerat
unterschiedlicher antikontraktiler Effekte des PVAT mit nicht determinierten Ursprung.
Die Beeinflussung des Vasotonus durch den ARDF erfolgt sowohl dber
endothelvermittelte Signalwege, als auch unabhangig vom Endothel auf parakrinem
Wege UUber eine Abschwéchung der kontraktilien Wirkung unterschiedlicher
Vasokonstriktoren. Resultat ist eine Relaxation der GefalRwand.

Diese Studien belegen funktionelle Veranderungen in der Gefallwand, die ihren
Ursprung im unmittelbar benachbarten perivaskularen Fettgewebe haben. Besonders
Dysregulationen innerhalb des PVAT haben direkten und indirekten Einfluss auf die
umschlossene GefaBwand mit Konsequenzen fur die vaskulare Funktionalitat und
Morphologie 2% %7

Vorliegende experimentelle Studien beschaftigen sich priméar mit der Beeinflussung
glatter Gefalmuskelzellen. Weiterhin handelt es sich vor allem um funktionell-
elektrophysiologische in-vitro Experimente mit begrenzter Aussagekraft tber in-vivo
Auswirkungen. Studien Uber die grof3en Arterien, wie die Aorta, entstammen zumeist
aus klinischen Daten, wahrend es keine experimentellen Arbeiten auf diesem Gebiet
gibt. Die konkreten molekularen Geschehnisse hinter den Ergebnissen der klinischen
Studien bleiben weiterhin unklar. Ebenfalls nahezu unerforscht sind Mdglichkeiten einer
Therapie oder Pravention Adipositas-assoziierten Gefal3-Remodelings.

In dieser Arbeit wurde die Auswirkung einer HFD auf morphologische Verdnderungen in
der aortalen GefalBwand und deren molekularbiologische Ursachen sowie mogliche

pharmakologische Interventionen untersucht.

4.1 Auswahl des Tiermodells

Die HFD ist als valides Mausmodell fiir das Metabolische Syndrom generell akzeptiert

116 Das Mausmodell gestalteten wir mit C57BL/6J-Mausen. Zahlreiche Studien
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belegen eine ausdriickliche Eignung dieses Mausestammes fur Adipositas-Experimente
115|128.

C57BL/6J-Mause weisen nach HFD die entsprechenden phanotypischen und
metabolischen (Hyperinsulindmie, Hypercholesterinamie, Glukoseintoleranz)
Veranderungen auf, die mit dem humanen Metabolischen Syndrom einhergehen.

Wir nutzten das Modell einer Hoch-Fett-Diat. Hinsichtlich der Entwicklung
experimenteller Adipositas erwies sich diese Diét in verschiedenen Studien anderen
Mastdiaten mit Eiweil? oder Kohlenhydraten tiberlegen **“%.

Mundy et al. wiesen einen direkten Zusammenhang zwischen dem Fettgehalt einer Diat

h % Aus diesem Grund

und  Angiotensin-vermittelten Effekten im Gefald nac
entschieden wir uns fir eine extreme HFD mit einer Zusammensetzung aus 60% Fett,
20% Kohlenhydrate und 20% Protein. Die Fettbasis stammte aus pflanzlichen Olen. Die
Dauer der Diat setzten wir auf 12 Wochen fest und wéahlten damit eine mittlere
Diatdauer **°.

Die Resultate unserer metabolischen Experimente beweisen den Erfolg der Diat. Nach
3 Monaten Futterung finden sich adipose Mause mit erhdhter Insulinresistenz.

Im Rahmen des HFD-assoziierten MetS entwickeln Mause erhohte Blutdriicke *2°. Der
Blutdruckanstieg erfolgt langsam progressiv. In unserem Modell fanden sich nach 10
Wochen allenfalls diskrete Unterschiede im Blutdruckprofil zwischen den Diat-Gruppen.
Unsere Ergebnisse stimmen hierin mit denen von Williams et al. **! tiberein. Tatsachlich
finden sich in anderen Arbeiten signifikante Blutdruckanstiege abhéngig von der
jeweiligen Diat erst ab der 18. — 32. Diatwoche '*2. Somit ist ein Blutdruckanstieg als
Ursache flr strukturelle Veranderungen der Aortenwand nach 12wdchiger HFD in

unserem Modell auszuschliefRen.

4.2 Auswahl des Zellkulturmodells

Ziel unserer Zellkulturversuche war eine Nachempfindung der in-vivo-Situation nach
HFD im Fettgewebe. Hierzu nutzten wir die 3T3-L1 Zelllinie, die ein etabliertes Modell
zur Untersuchung adipozytarer Differenzierung und Genexpression darstellen. In
diesem Zellmodell finden sich wesentliche Charakteristika tierischen Fettgewebes 33,

In 3T3-L1 Zellen konnte ein lokales Angiotensinogen-generierendes System mit

100 134

Angiotensinogen sowie Angiotensin und der AT-1-Rezeptor nachgewiesen
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werden. Dank dieser Eigenschaften war die Zellkultur mit 3T3-L1 Préadipozyten von
grof3er Bedeutung zur Vervollstandigung unserer Erkenntnisse aus dem Tiermodell.

Das Zytokin TNF-a nimmt die zentrale Stellung in der Vermittlung Adipositas-
assoziierter Effekte ein. Eine Inkubation von 3T3-L1 Zellen mit TNF-a flhrt Uber

zahlreichen Veranderungen (Lipolyse-Stimulation '*

136

, Hemmung der Praadipozyten-
Differenzierung, Apoptose ~*°) zu einer geeigneten in vitro Simulation der adipozytaren
Differenzierungsvorgange bei Adipositas.

Weiterhin untersuchten wir priméare VSMCs, die wir aus Rattenaorten gewonnen hatten.
VSMCs bilden den zellularen Hauptbestandteil der aortalen Media. Sie synthetisieren
und sezernieren wesentliche Strukturproteine der Extrazellularen Matrix und sind auch
uber die Produktion von MMPs und TIMPs an der Regulation von Remodeling-

Vorgangen der Matrix beteiligt **’.

4.2.1 Anpassung des Zellkulturmodells: TNF-alpha, PVAT und Media

Adipositas ist assoziiert mit einer Dysregulation der endokrin-metabolischen
Eigenschaften des Fettgewebes. Ein mafigebliches Ergebnis dieser Verdnderungen ist
die Insulinresistenz. Entscheidenden Einfluss auf diese Entwicklung nimmt das Zytokin
TNF-a '%,

Weiterhin gibt es eine anerkannte Verbindung zwischen proinflammatorischer
Aktivierung der GefalBwand Uber TNF-a und nachfolgenden matrixdegenerativen
Strukturschaden **.

Im Tiermodell konnten wir signifikant erhthte Expressionsmuster von TNF-a in
GefalBwand und umgebenden Fettgewebe feststellen. Wir gelangten so zu einer
erweiterten Arbeitshypothese, die TNF-a eine Schlisselrolle in der Vermittlung
Adipositas-assoziierter Vaskulopathien zuschrieb. Adipozytdres TNF-a konnte auf
autokrinem Wege im Fettgewebe selbst Remodeling-Prozesse triggern, aber auch auf
parakrinem Wege in der benachbarten GefalBwand proteolytische Aktivitaten
entscheidend beeinflussen.

Die Bearbeitung der Hypothese erfolgte durch TNF-a-Stimulation von 3T3-L1-
Praadipozyten. Mittels dieser Stimulation sollte eine Annaherung an die in-vivo

Bedingungen gelingen. In einem weiteren Schritt sollten die Signalwege adipozytarer
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TNF-a-Wirkung genauer charakterisiert werden. Ziel war es, durch Sammlung der
Adipozytenuberstande in der Zellkultur und anschliel3ender Inkubation von VSMCs

maogliche parakrine Stimulationen zu simulieren.

4.3  HFD verursacht outward Remodeling der Aorta

18 wiesen in einer klinischen Studie nach, dass der infrarenale

Norman et al.
Aortendurchmesser einen unabhangigen Pradiktor nachfolgender kardiovaskularer
Mortalitat darstellt. Hierbei ergab sich eine Zunahme kardiovaskularer Ereignisse bei
Zunahme des abdominellen Aortendurchmessers auch unterhalb der Aneurysmen-
definierenden Grenze von 30 mm.

Golledge et al. * wiesen in einer klinischen Studie an iiber 12000 Mé&nnern eine
unabhangige Assoziation von Adipositas und AAA nach.

Die sonographische Untersuchungen der Mausaorten ergaben eine mit HFD assoziierte
signifikante Dilatation des Lumens. Genauere strukturmorphologische Untersuchungen
auf histologischer Ebene zeigten alle Zeichen eines outward Remodelings in der HFD-
Gruppe.

Das outward Remodeling ist definiert als vaskulare Lumendilatation mit reduzierter

’. Die dilatativen

Wanddicke als Resultat eines Stabilitdtsverlustes in der Media
Prozesse gehen mit einem grundlegenden, andauernden morphologischen Wandel des
Phanotyps einher.

Unsere histologischen Untersuchungen bestétigten die sonographisch nachgewiesene
Dilatation der Aortenwand nach HFD. Gleichzeitig fand sich jedoch — zumindest in der
Gruppe der weiblichen Tiere - eine Verdickung der Media. Diese Verdnderungen stellen
das Ergebnis degenerativer Veranderungen innerhalb der GefalBwand dar. Es finden
sich sdmtliche Merkmale eines dysregulierten Umbaus in der Media: erhéhte Zahl an
Fragmentationen mit Auflésung der Mediaintegritdt und Elastizitatsverlust, zystische
Degeneration mit Einlagerung von Lipiddepots sowie inflammatorische Infiltration im
Sinne einer Aortitis. Lutgens et al. **® konnten in einem Atheroskleose-Modell mit
hochkalorischer Diat und apoE” Méausen ahnliche Degenerationen der aortalen Media
beobachtet. Die von uns untersuchten M&ause hatten nach 12 Wochen Diat keine

Anzeichen von Arterioskleose entwickelt, so dass wir in unserem Modell die
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Konsequenzen inflammatorischer Aktivitat ohne arteriosklerotischen Einfluss in der
Aortenwand untersuchen konnten.

Der Verlust der strukturellen Integritat der Media als Folge fragmentierter Elastinfibrillen
fuhrt zu einer Auflockerung der Media. Es entstehen Raume, die rasch nachfolgend von
Lipiddepots, inflammatorischen Infiltraten und fibrotisch aufgefullt werden. Somit ist die
Verdickung der Media nach HFD nicht das Resultat hypertropher glatter
Gefallmuskelzellen, welche ein Merkmal konzentrischer Stenosierung des inward
Remodeling sind, sondern die Folge degenerativer Veranderungen in der Media nach
HFD. Die Expressionsrate fur Smooth muscle antigen war in der Media nach HFD nicht
signifikant erhoht. Es fand sich auch keine Verstarkung der lamellaren Gliederung mit
einer erhdhten Zahl von Elastinfibrillen im Sinne eines strukturellen adaptiven
Wachstums nach Veranderung der Hamodynamik.

Zu beachten bleibt, dass der tatsachliche aortale Diameter in vivo nicht allein abhangig
vom strukturellen Durchmesser ist, sondern weiterhin vom vasomotorischen Tonus und
der kontraktilen Aktivitat der VSMCs beeinflusst wird. GefaRRdilatation und -konstriktion
werden so auf mehreren Ebenen reguliert. Unsere Untersuchungen zeigen einen
deutlichen Strukturverlust in der Gefallwand nach HFD. Unter Bertcksichtigung der
geringen Veranderung des Vasotonus bei relativ konstantem Blutdruck und des
elastischen Phanotyps der Aorta erscheint der strukturelle Integritatsverlust der Media
als die entscheidende pathologische Entwicklung der GefaRwand im Rahmen der HFD
und ursachlich fur die aortale Dilatation. Diese GefaRRveranderungen eines outward
Remodelings nach HFD sind als grundlegender phanotypischer Wandel des GefalRes

im Rahmen der Adipositas zu verstehen.

4.3.1 Grundlage des outward Remodelings ist eine erhdhte
proteolytische Aktivitat: Auswahl der Proteasen

Remodeling-Vorgédnge werden Uber die Regulation proteolytischer Aktivitdt gesteuert.
Schliisselenzyme in diesem System sind die MMPs und deren Gegenspieler die TIMPs
19, 25, 42

Fur proteolytische Prozesse in der Gefaliwand sind besonders die Gelatinasen MMP-2
und MMP-9 wesentlich *®. Grundlage dieser hervorgehobenen Bedeutung ist die hohe

Aktivitat gegentber dem Strukturprotein Elastin, dem biologisch stabilsten Bestandteil
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der GefalRwand. Bedeutungsvoll fir diese Eigenschaften ist die strukturelle
Besonderheit der katalytischen Domaéne: drei repetitive Fibronektin Typ ll-&hnliche
Sequenzen durchsetzen die Doméne und sind verantwortlich fir die hohe proteolytische

Aktivitat gegeniiber Elastin und Kollagen ?°. Longo et al. *°

zeigten in MMP-2 bzw.
MMP-9 knock-out Mausen die Erfolglosigkeit eines Aneurysmainduktionsmodells und
damit die Notwendigkeit der Gelatinasen fir diese extremste Form des Remodelings.
Weiterhin zeigten sie die Bedeutung einer Interaktion zellularer Bestandteile mit
Makrophagen. Pasterkamp et al. ** berichteten von erhéhten MMP-2 und MMP-9-
Expressionsraten in Arealen expansiver Gefal3veranderungen arteriosklerotischer
Carotiden.

Adipositas als Ergebnis eines grofen Modifizierungsprozesses im Fettgewebe
bestehend aus Wachstum, Differenzierung und Modulation des Gewebes stellt hohe
Anspruche an die fettgewebliche extrazellulare Matrix (ECM). Unterschiedliche Studien

schreiben den MMPs (im speziellen den Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 *#?

) eine
besondere Bedeutung in diesem Prozess zu *. Nach HFD finden sich signifikant
erhohte MMP-Expressionslevel im Fettgewebe von Mausen *’. Besonders eindriickliche
Aktivitatserhdhungen belegen Chavey et al. * fur MMP-2, MMP-3 und MMP-12
gefunden.

Die Cathepsine sind wesentlich beteiligt an der proteolytischen Aktivitat *’. Zudem sind
Cathepsine von groRer Bedeutung fiir die lokale Bildung von Ang Il %, In Abweichung
von der klassischen Formationskasskade des RAS vermag Cathepsin D
Angiotensiogen zu Angiotensin | zu konvertieren. Weiterhin sind die Cathepsine an der
Spaltung und Degradation elastischer Lamellen beteiligt 14> 144,

In unserer Untersuchung war die HFD assoziiert mit einer signifikanten Erhéhung der
Expressionsraten von MMP-2, MMP-3, MMP-9 und MMP-12 sowie Cathepsin B und D
in der GefalRwand. Es gelang weiter eine immunohistochemische Lokalisation der
Aktivitat in der Media und im PVAT.

Die tatsachliche MMP-Aktivitat unterliegt einem komplexen Regulationssystem, welches
auf unterschiedlichen Ebenen zwischen Transkription und Proteinaktivitat moduliert.
Neben der semiquantitativen mRNA-Analytik mittels real-time-RT-PCR konnten wir mit
Hilfe des Western Blots auch Aussagen Uber die schlie3liche Proteinexpression treffen
und somit die MMP-Aktivitatssteigerung auf unterschiedlichen Ebenen verifizieren.
Interessanterweise blieben auch die ultimativen Gegenregulationsmechanismen uber

das TIMP-System aus: Es fand sich keine Anderung der Aktivitat von TIMP-1 und
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TIMP-3 nach HFD. Die gesteigerte MMP-Aktivitat wird durch das TIMP-System nach
HFD nicht angemessen ausbalanciert: Resultat ist eine dysregulierte Proteolyse der
ECM. Dysbalancen im MMP-TIMP-System des Fettgewebes adipéser Mause sind

bereits beschrieben *°

. Wir konnten dieses Ungleichgewicht auch in der GefalBwand
darstellen: Nach HFD fand sich sowohl im PVAT als auch in der Media eine erhdhte
Proteolyserate mit dramatischen strukturellen Konsequenzen fur die GefalRwand. Diese
Proteolyse wurde lber eine Aktivierung von MMPs und Cathepsinen vermittelt.

Weitere, das Gefal3system betreffende Daten, beschreiben eine MMP-Aktivierung
ebenfalls ohne Affektation des TIMP-Systems nach Zytokinaktivierung von VSMCs *.

Zur Einordnung unserer Ergebnisse pruften wir die Zytokin-Aktivitat in der Gefallwand.

4.3.2 HFD ist assoziiert mit einem proinflammatorischen Status in
GefalRwand und PVAT

Das Konzept eines systemischen proinflammatorischen Status einhergehend mit
Adipositas ist weit etabliert **%.

In unserer Arbeit konnten signifikant erhohte Aktivitaten der proinflammatorischen
Zytokine TNF-a und Interleukin 18 sowie des Makrophagenmarkers CD68 und MMP-12
als Marker inflammatorischer Aktivitat nach HFD in Media und PVAT gemessen
werden. Dem Anspruch einer exakten Lokalisation wurden wir durch weitere
Zergliederung des aortalen Gewebes gerecht. Am Mikroskop erfolgte die
Freipraparation der Media von umgebender Adventitia mit PVAT. Der Erfolg der
Trennung wurde durch den Nachweis gewebespezifischer Genmarker gesichert. Fur
TNF-a war die Expressionsrate im PVAT noch starker erhoht als in der Media. Eine
Quelle fur adipozytdres TNF-a ist der Adipozyt selbst. Eine endogene TNF-a-
Produktion, unabh&ngig von stromalen Komponenten des Fettgewebes konnte in

Isolationsmodellen nachgewiesen werden *°.

Dieses wurde jedoch nicht in die
Zirkulation gegeben; vielmehr wirkte es lokal als I6slicher Faktor.

Eine weitere TNF-a-Quelle bilden die Makrophagen. Unsere Messungen fur den
Makrophagenmarker CD 68 ergaben eine TNF-a-dhnliche Regulation in PVAT und
Media nach HFD. Somit ist eine mogliche Verwicklung der Makrophagen in die Genese

146

des inflammatorischen Milieus wahrscheinlich. Kintscher et al. zeigten eine

Infiltration von T-Lymphozyten in viszerales Fettgewebe nach Diat-induzierter
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Adipositas im Mausmodell. Weiterhin beschrieben Suganami et al. **’ kirzlich eine
inflammatorische Schleife mit potenzierendem Charakter, in der Makrophagen und
adipozytares TNF-a organisiert sind.

Besonders die erhdhte Expression von TNF-a war auch immunohistochemisch deutlich
in Media und PVAT darstellbar. Zytokinaktivierung und Makrophageninfiltration nach
HFD in der Aortenwand bilden das Fundament fir den entzundlichen Status des
Gefal3es, der konstitutiv fur das outward Remodeling ist. Unsere Ergebnisse stitzen die
durch Ozaki et al. **® beschriebene TNF-a-Konzentrationserhdhung in Zonen eines
arteriellen outward Remodelings. Elastinfragmente, wie sie in den Aorten nach HFD in
erhohter Zahl vorkommen, gelten zudem als Chemotaxine, die eine inflammatorische

149 " Eine inflammatorische Infiltration unterhalt somit weiter die

Reaktion bewirken
Synthese von Zytokinen und Proteasen. Zusétzlich bildet das entztindliche Infiltrat ein
eigenes lokales RAS, das Komponenten bereitstellt, die Angiotensin II-Synthese und —
Wirkung begtinstigen und so die ortsstéandigen lokalen RAS verstarkt.

Diese Ergebnisse veranlassten uns, die Arbeitshypothese zu erweitern. Das Wachstum
des Fettgewebes im Rahmen von Adipositas geht mit einem proinflammatorischen
Status sowie erhéhten Umbauvorgéngen mit proteolytischer Grundaktivierung einher ™.
Es gibt Hinweise fir eine enge Verknipfung von Makrophagenmigration, MMP-
Expression und TNF-a-Aktivitat “°. Weiterhin hatten wir immunohistochemisch HFD-
assoziierte Proteolyse und Inflammation sowohl in der aortalen Media als auch im
PVAT lokalisieren konnen. Die gesteigerte proinflammatorische und proteolytische
Aktivitat in der Media konnte ihren Ursprung im Fettgewebe haben: Auf parakrinem
Wege ware eine Ausweitung der Adipositas-assoziierten Remodeling-Vorgénge im
Fettgewebe auf das unmittelbar benachbarte Gewebe der GefalRwand maoglich. Somit
ware eine PVAT-getriggerte Induktion proteolytischer Prozesse urséachlich fir den mit
Adipositas assoziierten Strukturverlust in der Media sein (s. Abb. 4-1). Eine gesonderte
Rolle in der Vermittlung dieser Effekte féallt den Zytokinen als Modulatoren der
Proteolyse zu **.

Henrichot et al. **° konnten in humanen Aorten eine chemotaktische Funktion des PVAT
nachweisen, die — vermittelt Gber IL-8 und MCP-1 — zur Leukozyteninfliltration in die
Adventitia beitragt. Zusatzlich konnte in der Studie gezeigt werden, dass infiltrierte
Makrophagen nur eine zusatzliche Quelle fir Zytokine sind: isolierte Primar-Adipozyten
sezernieren &hnliche Zytokinmengen wie Explantate adipdzytdren Gewebes mit

erhaltener stromaler Komponente.
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TNF-a ist ein Schlisselspieler in der Homo6ostase des Fettgewebes. Es reguliert
Differenzierung,  Wachstum und ist  verantwortlich  fir  unterschiedliche
endokrinologische Veranderungen. Zahlreiche Studien belegen die entscheidende Rolle
des TNF-a in der Genese der Insulinresistenz bei Adipositas . Weiterhin besteht im
Rahmen der Adipositas eine Diskrepanz zwischen der stark erhohten TNF- a-Aktivitat
im Fettgewebe und einem fehlenden Korrelat im Blut. Zytokine sind bekannt eher eine
lokale Wirkung Uber die Ausbildung von Konzentrationsgradienten zu entfalten als
systemisch zu agieren. Aus diesen Grinden werden auto- bzw. parakrine Signalwege
des adipozytaren TNF-a wahrscheinlich 138 14°,

In unseren immunohistochemischen Versuchen gelang die Lokalisation erhohter
proteolytischer und proinflammatorischer Aktivitat nach HFD in der Media wie auch dem
umgebenden PVAT. MMPs und Cathepsine sind mit TNF-a kolokalisiert.

Unsere Hypothese einer direkten Beeinflussung der Gefallwand durch eine adipozytar
getriggerte lokale Milieuanderung im Rahmen der HFD sollte nun unter Nutzung der
Erkenntnisse Uber TNF-a weitere Stlitzung durch ein Zellkulturmodell gewinnen.

Es war eine eingehende Untersuchung der fettgewebs-immanenten Prozesse nétig. In
der Zellkultur sollte eine moglichst genaue Simulation der in-vivo-Situation erfolgen.

Hierzu wurde eine Inkubation der 3T3-L1-Praadipozyten mit TNF-a durchgefuhrt.

4.4 TNF-alpha-Aktivierung von Préaadipozyten induziert Proteolyse im
Fettgewebe

Im Rahmen von Hyperplasie und -trophie der Adipozyten ist das Fettgewebe nach HFD
ein Ort intensiver Restrukturierung mit erhéhtem zellularen Stress und Aktivierung
inflammatorischer Signalwege. Eine pathologische Vermehrung des Fettgewebes stellt
hohe Anspriiche an das proteolytische System mit seinen Gegenspielern um eine
Reorganisation des Gewebes zu erméglichen. Die UmbaumalRnahmen betreffen vor
allem Strukturen der Extrazellularen Matrix — diese Reorganisation des Gewebes wird
vorrangig durch MMPs vermittelt *'.

TNF-a vermittelt funktionelle Veranderungen im Fettgewebe nach HFD wie

Insulinresistenz und Inflammation. Das Zytokin ist im Rahmen von Adipositas
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regelmallig im Fettgewebe verstarkt exprimiert und entscheidend beteiligt an der
Ausbildung metabolischer Patholgien 3% 14°.

Im Zellkulturversuch zeigte sich nach Stimulation der Praadipozyten mit TNF-a eine
signifikante Steigerung der Expressionsraten von MMP-2, MMP-3 und MMP-9 sowie
der Cathepsine B und D. Exemplarisch lieRen sich die real-time RT PCR-Resultate der
Cathepsin B- und Cathepsin D- sowie MMP-2- und MMP-3-mRNA-Expressionen per
Western Blot auch auf Ebene der Proteinexpression reproduzieren. Es fand sich eine
basale Expression der MMPs und Cathepsine in den unstimulierten Adipozyten im
Sinne  physiologischer  Adaptations- und  Reorganisationsprozesse. Diese
Expressionsraten waren nach TNF-a-Stimulation signifikant erhdht.

Eine TNF-a-Aktivierung - in Simulation der in-vivo-Situation - fihrte zu einem
proteolytischen  Status innerhalb des Fettgewebes. TNF-a kommt eine
Schlisselposition im fettgeweblichen Restrukturierungsprozess bei Adipositas zu.

Wir konnten somit die nach Auswertung der Immunohistochemie gestellte Hypothese
einer Assoziation von TNF-a und erhdhter Proteolyse im Fettgewebe in der Zellkultur
bestétigen.

Als weitere Aufgabe stellte sich ein Nachweis parakriner Signalwege, die eine
Verbindung zur gesteigerten proteolytischen Aktivitdt der GefalBwand ermdglichen

kdnnten.

4.4.1 TNF-alpha-aktivierte Adipozyten triggern proteolytische
Aktivitat in VSMCs

Die Annahme parakriner Wirksamkeit des Fettgewebes ist weit verbreitet. Doch der
Nachweis tatsachlicher parakriner Interaktionen gestaltet sich als sehr schwierig, da
eine Unterscheidung parakriner und endokriner Wege in-vivo kaum maoglich ist. Es ist
bekannt, dass Zytokine ihre Wirkung vorwiegend lokal Uber Konzentrationsgradienten

entwickeln. Loéhn et al.

wiesen erfolgreich nach, dass antikontraktile Effekte des
PVAT auf parakrinem Wege vermittelt werden und beschrieben den ADRF. Die genaue
Klassifikation des ADRF bleibt dabei ungenau. Vielmehr beschreibt ADRF ein
Konglomerat unterschiedlicher Faktoren, die antikontraktil auf die Gefal3muskulatur
wirken. Vorranging handelt es sich dabei um Faktoren mit elektrophysiologischem

Einfluss. Die in dieser Arbeit nachgewiesene Dilatation der Aortenwand ist strukturell
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und basiert auf erhodhter Proteasenaktivitdt und Inflammation in PVAT und Media.
Wobei das PVAT eine herausgehobene Quelle fir Proteasen und Zytokine darstellt, die
parakrin die Aortenwand beeinflussen.

Yudkin et al. ** beschrieben &hnlich Ergebnisse hinsichtlich der Schliisselrolle einer
lokalen TNF-a —Produktion in der Vermittlung von Insulinresistenz in Skelettmuskel-
Arteriolen. Das PVAT wird als Quelle von TNF-q, die Arteriole als Ort der Wirkung
beschrieben.

Auch die Studie von Mazurek et al. ™* beschreibt parakrine Effekte viszeraler
Fettdepots. Es konnte gezeigt werden, dass TNF-a und andere inflammatorische
Marker im epikardialen Fettgewebe gegeniber subkutanem Fett signifikant erhéht
waren. Diese lokalen Effekte korrelierten nicht mit den zirkulierenden Konzentrationen.
Das Fettgewebe ist ein endokrines Organ und synthetisiert eine Vielzahl
unterschiedlicher Adipokine. Die Unterscheidung von endo- und parakrinen Vorgangen
ist nur begrenzt moglich.

In den Zellkulturversuchen bot sich uns die Moglichkeit die Uberstande der kultivierten
Adipozyten-Gruppen zu sammeln. Diese enthielten samtliche sezernierten Botenstofe
mit moglicher parakriner Wirksamkeit. Die Uberstande konnten nun fir eine Inkubation
von VSMCs genutzt werden.

Eine 24stindige Inkubation zeigte keine Veranderungen in den Expressionsprofilen von
MMP-2 und MMP-9. Nach 48 Stunden war jedoch eine signifikante Hochregulation der
MMP-Expression in den VSMCs nachweisbar, die mit dem Uberstand TNF-a -aktivierter
Adipozyten inkubiert worden waren.

In diesen Experimenten gelang uns eine Annédherung an die eng-nachbarschaftlichen
Beziehungen zwischen Gefallmuskelzellen der Media und Adipozyten des PVAT. TNF-
a-aktivierte Adpozyten sezernieren Faktoren, die parakrin eine MMP-Expression in
VSMCs induzieren (s. Abb 4-1). Mdglicherweise erfolgt diese Induktion Uber TNF-a
selbst. Nachweislich wird adipozytares TNF-a nicht endogen in den Kreislauf sezerniert,
sondern akkumuliert parakrin tiber Konzentrationsgradienten . Des weiteren sind die
MMP-induzierenden Eigenschaften von TNF-a gut bekannt 3. Somit sehen wir in dem
Zytokin zumindest einen von mehreren parakrinen Induktoren Adipositas-assoziierter

proteolytischer Aktivitat in der Gefal3wand.
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PVAT

adipozytare

—_ .

Cathepsine

Abbildung 4-1: Schematische Darstellung der parakrinen Effekte des PVAT
hinsichtlich der vaskuléaren Veranderungen nach HFD.

ECM — extrazellulare Matrix, PVAT — perivaskuldres Fettgewebe, VSCM — glatte
GefalBmuskelzelle

45  AT-1-Rezeptor Blockade

Ang Il spielt eine herausragende Rolle in der Vermittlung vielfaltiger kardiovaskularer
Pathologien. Es beeinflusst neben VSMCs auch Endothelzellen und die ECM. Es ist
direkt beteiligt an inflammatorischen, thrombotischen, arteriosklerotischen und
fibrotischen Prozessen ™.
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Zusatzlich entfaltet Ang Il antagonistische Wirkungen auf den Glukosetransport und
Insulinsignalwege mit Folge von Insulinresistenz **°. Diese Eigenschaften des Ang Il
legen zusatzlich zu den kardiovaskuldren Funktionen eine aktive Beteiligung an den
pathologischen Veranderungen im Rahmen der Adipositas nahe °.. Lokale RAS
erganzen die Wirksamkeit des zirkulierenden RAS auf auto- und parakrinem Wege. Es
konnte gezeigt werden, dass wesentliche Komponenten des RAS in Arealen
abdominaler Aortenaneurysmen — also Orten extremen outward Remodelings -
verstarkt exprimiert werden *°°.

AT-1-Antagonisten hemmen die Wirkung des Ang Il Uber eine selektive Blockade des
AT-1-Rezeptors. In der Gefallwand konnte der AT-1-Rezeptor vorrangig in der
Adventitia und der glatten Muskulatur der Media, der AT-2-Rezeptor hingegen in den
Endothelzellen lokalisiert werden *’.

Schupp et al. *** konnten eine insulinsensitivierende Funktion von AT-1-Antagonisten

44 eine

iber den PPARy-Weg nachweisen. Kiirzlich wurde durch Kaschina et al. *
protektive Wirkung von AT-1-Antagonisten fir AAA gezeigt. In unserem Arbeitsmodell
findet sich eine Kombination beider Funktionen des AT-1-Antagonisten. Lassen sich
aneurysmatische Gefal3pathologien mittels Telmisartan abmildern, so lieRe sich auch
ein outward Remodeling abwenden. Und stellte tatsachlich die HFD-assoziierte
Insulinresistenz einen ursachlichen Faktor dar, konnten die insulinsensitivierenden
Eigenschaften Grundlage einer protektiven Wirkung sein.

Zur Prufung dieser Hypothesen, bezogen wir zusétzlich den AT-1-Rezeptor-Blocker
Telmisartan in unsere Studie mitein. Das Biphenyl-Nicht-Tetrazol Telmisartan hat neben
AT-1-antagonisierendend Funktionen nachweislich aufgrund seiner hohen Lipophilie

111

gute Wirksamkeit im Fettgewebe und eine hohe Affinitat zu PPARy

4.5.1 AT-1-Rezeptor-Blockade reduziert outward Remodeling

Eine zusatzliche Behandlung mit Telmisartan fuhrte in der HFD-Gruppe zu einer
Aufhebung der Dilatation der Aortenwand nach HFD. Sonographisch und histologisch
hatte die HFD keinen Einfluss auf den luminalen Durchmesser der Aorten der
Telmisartan-Gruppe. Diese Resultate waren vergleichbar mit denen der SD-
Kontrollgruppe.

88



Diskussion

In der histologisch-morphologischen Begutachtung fanden sich in der Telmisartan-
Gruppe weiterhin vermehrt zystische Einlagerungen im Sinne von Lipiddepots, als
Beleg des Erfolges der HFD. Doch es fehlten samtliche weiteren mit HFD assoziierten
stukturellen Veranderungen in der Aortenwand. In den Aorten der Telmisartan-Gruppe
fanden sich nach HFD keine Merkmale des outward Remodelings: die Zahl der
Elastinfragmentationen sank auf das Niveau der Kontrollgruppe, der Gehalt an Elastin
und die strukturelle Dichte der Media stieg sogar Uber das Kontrollniveau an und der
aortale Durchmesser blieb konstant. Auch morphologisch &hnelten diese Aorten denen
der SD-Kontrollgruppe. Ahnliche strukturelle Effekte konnten fiir Telmisartan in einem
Aneurysmainduktionsmodell gefunden werden **.

In der Telmisartangruppe fand sich ein signifikant gesenkter Blutdruck. Der Blutdruck ist
entscheidend involviert in die Ausbildung vaskularer Pathologien. AT-1-Antagonisten
entwickeln ihr blutdrucksenkendes Potential u.a. Uber eine Vasodilatation vor allem in
den peripheren WiderstandsgefaRen 2. In unseren Untersuchungen der Aorta fanden
sich keine Dilatationszeichen nach Telmisartanbehandlung; ganz im Gegenteil konnten
wir zeigen, dass eine HFD-assoziierte Dilatation der abdominellen Aorta, die
unabhangig von einer Veranderung des Blutdrucks auftrat, durch Telmisartan effektiv
verhindert worden war. Die strukturelle Degeneration im Rahmen der HFD erfolgte ohne
Anderungen im Blutdruckprofil vergleichend zur SD-Gruppe, so dass wir in unserem
Modell keinen Zusammenhang zwischen der stukturmorphologischen Wandlung der
GefalBwand nach HFD und hamodynamischen Veranderungen finden konnten. Es
konnte in anderen Studien bereits gezeigt werden, dass eine vergleichbare Reduktion
des Blutdrucks mit Hydralazin keinen effektiven Schutz gegeniber morphologischen
Veranderungen in der Aortenwand bietet ***. Weiterhin berichten Dai et al. **° ebenfalls
Uber gunstige strukturelle Effekte des AT-1-Antagonisten Losartan auf das
kardiovaskulare System in einer Dosierung ohne Affektation des systolischen
Blutdrucks.

Es ist davon auszugehen, dass die blutdrucksenkenden Eigenschaften des AT-1-
Rezeptor-Antagonisten nach 12 Wochen in einem normotensiven Vergleichsmodell eine
untergeordnete Rolle fir die Wahrung sturktureller Integritat in der Gefal3wand durch
Telmisartan spielen.

Zur genaueren Untersuchung des strukturprotektiven Charakters von Telmisartan

erfolgte nun eine Analyse der proteolytischen und inflammatorischen Aktivitaten.
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4.5.2 AT-1-Rezeptor-Blockade reduziert HFD-assoziierte
proinflammatorische und proteolytische Aktivitat in Media und
PVAT

Die Aorten-Praparate der HFD-Gruppe und zuséatzlicher Telmisartanbehandlung wiesen
im Vergleich zur reinen HFD-Gruppe signifikant reduzierte TNF-a-Expressionsraten auf.
Sowohl im PVAT als auch in der Media war die TNF-a-mRNA etwa auf das Niveau der
SD-Gruppe reduziert. Auch CD 68-Expressionslevel waren in der Telmisartan-Gruppe
in Media und PVAT signifikant reduziert. Media und PVAT bilden nach HFD ein
inflammatorisches Milieu mit hoher Makrophagen- und TNF-a-Aktivitat, welche durch
Telmisartanapplikation effektiv abgemildert werden kénnen.

Mit der proinflammatorischen Aktivitat war auch die proteolytische Aktivitdt nach
Telmisartanbehandlung signifikant reduziert. In deutlicher Analogie zu den
Veranderungen der TNF-a-Expression fanden sich Reduktionen der MMP-2 und MMP-
9-Expressionsmuster in der Media und im PVAT.

Arenas et al. 3 beschieben fiir Endothelzellen eine Ang Il vermittelte lokale TNF-a-
Expression mit nachfolgender MMP-2-Aktivitat. Wir konnten fir das PVAT und die
Media ebenfalls eine Assoziation von TNF-a-Expression und proteolytischer Aktivitat
durch MMP-2 und MMP-9 nachweien. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass nach AT-
1-Rezeptor-Blockade durch Telmisartan HFD-assoziierte Expressionslevel von TNF-a
sowie MMP-2 und MMP-9 signifikant reduziert waren. Wir belegen somit ein
inflammatorisch-proteolytisches System, dass im Rahmen der HFD aktiviert wird und
durch Telmisartan reguliert werden kann.

Es bleibt zu bertucksichtigen, dass kaum Daten bezuglich Dosierungen und
Konzentrationen von Telmisartan im Fettgewebe vorliegen. So ist aufgrund der
Lipophilie von Telmisartan, trotz unserer moderaten Dosierung eine Akkumulation im
Fettgewebe mdoglich. Allerdings weisen die Ergebnisse der real-time-RT-PCR
gleichmafiige, deutliche Reduktionen der unterschiedlichen Expressionen sowohl im
PVAT als auch in der Media nach Telmisartan-Behandlung auf. Weiterhin handelt es
sich bei den untersuchten Praparaten um Aorten aus in-vivo Diatexperimenten, die also

als Simulation einer naturlicher Telmisartanverteilung gewertet werden kénnen.
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4.5.3 Telmisartan hemmt die proteolytische Aktivierung in
Adipozyten nach TNF-alpha —Stimulation

In der Zellkultur mit TNF-a-stimulierten 3T3-L1-Praadipozyten flhrte eine zusatzliche
Behandlung mit dem AT-1-Antagonisten Telmisartan zu einer signifkanten Reduktion
der MMP- und Cathepsin-Expression. Auf Proteinebene konnten diese Ergebnisse per
Western Blot bestétigt werden. Es ergibt sich somit eine Wirksamkeit des Telmisartans,
die speziell Adipozyten betrifft und hier die Induktion proteolytischer Aktivitat durch
TNF-a neutralisiert. GroRe Bedeutung hinsichtlich einer parakrinen Interpretation
adipozytarer Inflammation und Proteolyse sowie der vaskuloprotektiven Funktion des
Telmisartans haben die Experimente mit den adipozytaren Uberstanden: Die MMP-2
und MMP-9-Expressionen in VSMCs nach 48stiindiger Inkubation mit Uberstanden
TNF-a-aktivierter Adipozyten mit zusatzlicher Telmisartanbehandlung waren signifkant
reduziert (etwa auf das Niveau der Kontroll-Gruppe ohne TNF-a-Aktivierung) gegeniber
einer Inkubation mit  Uberstanden  TNF-o-aktivierter ~ Adipozyten  ohne
Telmisartanbehandlung. Die nachweisliche Triggerung proteolytischer Aktivitat in
VSMCs durch Uberstande TNF-a-aktivierter Adipozyten findet sich nicht durch
Uberstande Telmisartanbehandelter Adipozyten.

Telmisartan bewirkt somit eine Neutralisation adipozytarer Proteolyse, die wir nach
einer TNF-a-Stimulation nachweisen konnten. Diese Neutralisation erfolgt nicht nur
Uber eine direkte Hemmung einer TNF-a-Expression, die wir im aortalen Gewebe
dargestellt haben, sondern auch Uber eine Inhibierung TNF-a-abhangiger
proteolytischer Aktivierung, wie sie in den Zellkulturexperimenten mit stimulierten
Adipozyten nachvollzogen werden konnten: Uberstande telmisartanbehandelter
Adipozyten bewirkten trotz TNF-a-Aktivierung keine Induktion proteolytischer Aktivitat in
VSMCs. Folglich bewirkt Telmisartan eine Reduktion TNF-a-assoziierter MMP- und
Cathepsinaktivitdt im Fettgewebe und auch der MMP-2- und MMP-9-Induktion in
VSMCs.

4.5.4 Potentielle Signalwege der Telmisartanwirkung

Aktuelle Studien beschreiben zwei mogliche Wege insulinsensitivierender Wirkung von
AT-1-Rezeptor-Antagonisten. Auf der einen Seite gibt es zahlreiche Hinweise auf eine
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Wirksamkeit durch direkte Blockade des AT-1-Rezeptors *°* ! auf der anderen Seite
gerat mehr und mehr PPARy in das Interesse der Forschung *?. PPARYy ist ein
nukleares Rezeptorprotein, das als Transkriptionsfaktor die Genexpression reguliert und
so eine Schlisselrolle in der Zelldifferenzierung in Adipozyten und Makrophagen spielt.
Es moduliert die Adipogenese und den Glukosemetabolismus und ist entscheidend in
die Entstehung metabolischer Erkrankungen involviert **% %3 Thiazolinderivate boten
erstmals die Méglichkeit insulinsensitivierender MaRnahmen (iber PPARy
Tatsachlich sind fur Thiazolinderivate im Fettgewebe hinsichtlich einer Neutralisierung
TNF-a-abhangiger Veranderungen ahnliche Eigenschaften beschrieben, wie wir sie fur
Telmisartan nachweisen konnten *®°. Uber den PPARy-Weg enfaltet Pioglitazon neben
den insulinsensitivierenden  Eigenschaften eine  antiinfammatorische  und
kardiovaskuloprotektive Wirkung *°°. Weiterhin weist Telmisartan strukturelle Ahnlichkeit
mit Pioglitazon auf **’. Um unsere Untersuchungen dieser Fragestellung anzun&hern,
fuhrten wir Kontrollversuche mit dem Thiazolinderivat Pioglitazon durch.

In der Pioglitazon-Gruppe fanden sich in Adipozyten nach TNF-a-Stimulation ahnliche
Ergebnisse wie in der Telmisartan-Gruppe. Auch hier waren sowohl die MMP-Aktivitat
als auch die Cathepsin-Aktivitat deutlich reduziert. Es lasst sich feststellen, dass Uber
PPARy-Aktivierung eine Induktion proteolytischer Aktivitdt in 3T3-L1-Praadipozyten
nach TNF-a-Stimulation effektiv verhindert werden kann. Ahnliche Ergebnisse waren
durch eine Behandlung mit dem partiellen PPARy-Agonisten Telmisartan zu erzielen.
Somit lielle sich der PPARy-Weg als mogliche Grundlage antiinflammatorischer und
antiproteolytischer Wirksamkeit des Telmisartan im Fettgewebe mutmalfien. Allerdings
konnte fur Telmisartan eine im Vergleich zu Pioglitazon hohere Wirksamkeit sowohl in
der Reduktion der MMP-Aktivitat in Adipozyten als auch in der Abwendung einer HFD-
assoziierten aortalen Dilatation nachweisen. Somit ist eine isolierte Wirkung des
Telmisartan Uber den PPARy-Weg auszuschliel3en.

Dennoch lasst sich fir uns nicht abschlielend klaren, Gber welche Wege Telmisartan
seine komplexe Wirkung in aortaler Media und im Fettgewebe entfaltet. Es scheint ein
Zusammenspiel beider Signalebenen Uber PPARy und auch AT-1 notwendig zu sein.
Inwieweit sich beide Wege erganzen und welche therapeutischen Konsequenzen sich

maoglicherweise ergeben, bleibt weiter Gegenstand intensiver Forschung.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit gelang erstmals der Nachweis einer direkten Verbindung zwischen
diatinduzierter Adipositas und aortalen Strukturveranderungen im Sinne eines outward
Remodeling. Ursachlich fur diesen Prozess ist ein struktureller Integritatsverlust in der
Aortenwand nach HFD. Daruberhinaus erbringt diese Arbeit eine VerknlUpfung
dysregulierter Funktion des PVAT und vaskularen Strukturverlustes der Media im
Rahmen der Adipositas. Wobei das PVAT als Quelle pathologischer proteolytischer und
proinflammatorischer Aktivitdt mit parakriner Beeinflussung der benachbarten
Aortenwand ausgemacht werden konnte. Weiterhin konnte Telmisartan als AT-1-
Rezeptor-Blocker mit protektiven Eigenschaften identifiziert werden, der sowohl in der
GefaBwand als auch im PVAT TNF-a-induzierte proteolytische und inflammatorische
Aktivitat wirkungsvoll inhibiert.

Die Grundlage dieser Erkentnisse bilden folgende Resultate:

1. Als strukturmorphologisches Korrelat der HFD in der Aortenwand fand sich ein
pathologisches outward Remodeling: Dilatation der Aorta, Stukturverlust durch
Fragmentation des elastischen Netzwerks, zystische Degeneration durch
Einlagerung von Lipiddepots und ein proinflammtorischer Status in der
Gefallwand mit hoher Zytokin-Aktivitat im Sinne einer Aortitis.

2. Grundlage dieser Veranderungen war eine erhOhte proteolytische und
inflammatorische Aktivitat in der aortalen Media. Hieraus ergab sich eine
Degradation der wesentlichen extrazellularen Strukturproteine Elastin und
Kollagen.

3. Adipositas-assoziierte Proteolyse und Inflammation konnten sowohl in der Media
als auch im PVAT lokalisiert werden. Das perivaskulare Fett wurde als Quelle
von MMPs, Cathepsinen und Zytokinen indentifiziert.

4. Die zentrale Rolle von TNF-a in der Induktion und Vermittlung pathologischer
Effekte dysregulierten Fettgewebes konnte nachgewiesen werden: Die
Stimulation von Adipozyten mit TNF-a fuhrte zu einer proteolytischen Aktivierung
dieser Zellen.

5. Dartiberhinaus lieR sich mit dem Uberstand TNF-a-aktivierter Adipozyten eine
Induktion der MMP-Expression in VSMCs erreichen. Somit lie3 sich nach HFD
eine vom PVAT ausgehende Induktion von Proteolyse und Inflammation in der

gesamten Aortenwand nachweisen. Dysregulierte Aktivitat im perivaskularen Fett
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nach HFD bewirkte parakrin eine Aktivierung des proteolytischen Systems in der
benachbarten GefalRwand.

6. Zudem konnte gezeigt werden, dass der AT-1-Antagonist Telmisartan die TNF-a-
Aktivitdat nach HFD sowohl in PVAT als auch aortaler Media verringerte.
Konsekutive antiproteolytische und antiinflammatorische Eigenschaften des
Telmisartan verhinderten das mit HFD assoziierte outward Remodeling der
Aortenwand.

Abbildung 5-1 illustriert schematisch die aufgezeigten Interaktionen von PVAT und

Media im Rahmen einer HFD, sowie den Einfluss von Telmisartan.

PVAT

\/

adipozytare
Restrukturierung

Cathepsine

Adipozyt

Abbildung 5-1: Schematische Darstellung der Effekte einer HFD und
Telmisartanbehandlung.

AT-1 — AT-1-Angiotensin-Typ 1-Rezeptor, ECM — extrazellulare Matrix, PPARy — Peroxisom
Proliferator Aktivierter Rezeptor gamma, PVAT — perivaskulares Fettgewebe, Telmi —
Telmisartan, VSCM - glatte Gefalimuskelzelle.
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