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1. Einleitung

1.1 Leptin, Ubergewicht und kardiovaskulires Risiko

1.1.1 Definition und Epidemiologie von Ubergewicht und Adipositas

Die in den letzten drei Jahrzehnten kontinuierliche Zunahme von Ubergewicht und Adipositas
in der Bevolkerung ist mit zunehmenden gesundheitlichen Problemen verbunden. Sowohl
Ubergewicht als auch Adipositas sind mit einer erhdhten Inzidenz von multiplen
Komorbiditaten wie Diabetes mellitus Typ 2 und kardiovaskulare Erkrankungen assoziiert [1].
Die Beurteilung von Untergewicht, Normalgewicht und Ubergewicht sowie des Schweregrads
der Adipositas erfolgt haufig anhand des Body-Mass-Index (BMI) gemaf der internationalen
Klassifizierung der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization; WHO), welche
in der nachfolgenden Tabelle 1-1 zusammengefasst ist. Dabei handelt es sich um eine
anthropometrische Messmethode, bei welcher das Kérpergewicht und die Korpergrofie als
Maly zur Einschatzung des Erndhrungszustands verwendet werden. Zur Berechnung des

BMI wird das Korpergewicht (in kg) durch das Quadrat der KérpergréfRe (in m?) dividiert.

Tabelle 1-1: Internationale Klassifizierung von Untergewicht, Normalgewicht, Ubergewicht und
Adipositas anhand des Body-Mass-Index (BMI) bei Erwachsenen (2 20 Jahre; nach WHO)

Klassifizierung BMI (kg/m?)
Untergewicht <18,5
Normalgewicht 18,5-24,9
Ubergewicht 25-29,9
Adipositas Grad | 30-34,9
Adipositas Grad Il 35-239,9
Adipositas Grad llI > 40

Daten der Global Burden of Disease (GBD) Studie verzeichneten zwischen 1980 und 2013
einen weltweiten Anstieg des Anteils der erwachsenen Bevolkerung mit einem BMI von Uber
25 kg/m?, von 28,8% auf 36,9% bei Mannern und von 29,8% auf 38,0% bei Frauen (siehe
Abb. 1-1). Seit 1980 ist die Pravalenz vor allem bei Kindern und Jugendlichen in den
Industrienationen erheblich angestiegen. Dabei waren 23,8% der Jungen und 22,6% der
Madchen im Jahr 2013 Ubergewichtig oder adipds [2]. In Deutschland sind laut dem
13. Erndhrungsbericht (2016) der Deutschen Gesellschaft fiur Erndahrung (DGE) zur

Ubergewichtsentwicklung 59% der Manner und 37% der Frauen (ibergewichtig.
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Abbildung 1-1: Ubersicht der weltweiten Pravalenz von Ubergewicht (BMI 2 30) in der erwach-
senen Bevdlkerung (2 20 Jahre) 2013. Die Abbildung zeigt Daten zur Pravalenz der Manner (A) und
der Frauen (B) aus der Global Burden of Disease (GBD) Studie (modifiziert nach [2]).

1.1.2 Ubergewicht und Rolle des Fettgewebes fiir das kardiovaskulire Risiko

Ubergewicht, vor allem abdominales Ubergewicht, gilt als eine Komponente des
metabolischen Syndroms, welches aus einem Cluster mehrerer eng mit kardiovaskularen
Erkrankungen und Diabetes mellitus Typ 2 assoziierter Risikofaktoren besteht. Zu den
klinischen Diagnosekriterien des metabolischen Syndroms gehéren: (1) abdominales Uber-
gewicht (erhohter Taillenumfang unter Berlcksichtigung der Populations- und Lander-
spezifischen Definitionen), (2) Hypertonie, Dyslipidamie mit (3) erhdhten Triglyzeriden und

(4) erniedrigtem HDL-Cholesterin sowie eine (5) gestorte Glukosetoleranz bzw. vorliegende
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Insulin-Resistenz (erhéhte Nichternglukose-Werte im Blut). Laut dem ,Joint-Statement” von
2009 des IFD (International Diabetes Federation), AHA / NHLBI (American Heart Asso-
ciation / National Heart, Lung, and Blood Institute) und anderer Organisationen liegt das
metabolische Syndrom vor, wenn drei der flinf oben genannten Kriterien erfullt sind [3].
Zahlreiche prospektive populationsbasierte Studien belegen eine Assoziation von
Ubergewicht mit einem erhdhten Risiko fir atherosklerotische Erkrankungen, die
schwerwiegende gesundheitliche Folgen wie Herzinfarkt und Schlaganfall zur Folge haben
konnen [4-8]. In einer 2009 von Guh et al. publizierten grolRen Meta-Analyse, in der 89
relevante prospektive Studien zur Inzidenz von Komorbiditdten im Zusammenhang mit
Ubergewicht und Adipositas untersucht wurden, wurde eine statistisch signifikante
Assoziation von Ubergewicht mit dem Auftreten kardiovaskuléarer Erkrankungen aufgezeigt.
Dabei wurden elf Studien mit einer Evidenz fur koronare Herzerkrankungen, sieben fur
Schlaganfall und vier fiir Bluthochdruck im Zusammenhang mit Ubergewicht identifiziert [1].
Mehrere klinische Studien zeigen, dass nicht nur Ubergewicht per se, dessen Schweregrad
mit Hilfe des BMI oder der Gesamtkdrperfettmasse bestimmt wird, sondern vor allem auch
die Fettverteilung eine wichtige Rolle spielt. So ist abdominales oder zentrales Ubergewicht,
das in vielen epidemiologischen Studien indirekt anhand der Messung des Taillenumfangs
oder des Taille-Huft-Verhaltnisses bestimmt wird, unabhangig vom Korpergewicht mit einem
erhdhten kardiovaskuldaren Risiko assoziiert und qilt als starkerer Pradiktor flr
atherosklerotische Erkrankungen [9-13]. Die Untersuchung von 15 Kohortenstudien und
randomisierten klinischen Studien zum Risiko flr kardiovaskuldre Erkrankungen bei
abdominalem Ubergewicht in einer Meta-Regressions-Analyse von de Koning et al.
bestétigte eine signifikante Assoziation von abdominalem Ubergewicht und der Inzidenz
kardiovaskularer Ereignisse. Dabei war die Zunahme des Taillenumfangs um 1 cm mit einem
Risikoanstieg der Inzidenz fir zukinftige kardiovaskulare Ereignisse um 2% asssoziiert und
der Anstieg von 0,01 im Taillen-HUft-Verhaltnis mit einem um 5% hdéheren kardiovaskularen
Risiko verbunden [14]. In klinischen Studien, die eine direkte Messung des viszeralen
Fettgewebes mittels Computertomographie durchgefihrt haben, konnte gezeigt werden,
dass vor allem die Menge des intraabdominalen Viszeralfetts ein wichtiger unabhangiger

Risikofaktor fir kardiovaskulare Erkrankungen ist [15-18].
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1.1.3 Systemische und lokale Hyperleptindmie als Risikofaktor fiir kardiovaskulare

Erkrankungen

Das hauptsachlich von den Adipozyten des Fettgewebes produzierte und sezernierte Leptin
ist ein wichtiges Hormon fir die komplexe Regulation der Nahrungsaufnahme und der
Energiehomdostase. Dabei fungiert Leptin unter physiologischen Bedingungen als afferentes
Signalmolekil in einem negativen Rickkopplungsmechanismus, an dem vor allem Neurone
des Hypothalamus beteiligt sind, mit dem Ziel eine konstante Kérperfettmasse und somit ein
moglichst konstantes Kérpergewicht zu erhalten [19]. Bei Ubergewicht sind der erhéhte BMI
und die Zunahme der Koérperfettmasse mit erhéhten zirkulierenden Leptinspiegeln assoziiert
[20, 21]. Jedoch geht Ubergewicht in den meisten Fallen mit einer verminderten
Responsivitat gegenlber den Appetit-unterdriickenden und somit reduzierenden Effekten
von Leptin auf die Nahrungsaufnahme einher [22]. Auf die mechanistischen Zusammen-
hange dieser sogenannten ,Leptin-Resistenz” wird im Abschnitt 1.2.5 naher eingegangen.

Neben der Regulation des Korpergewichts lieferten weitere Untersuchungen zunehmend
Befunde, dass Leptin auch kardiovaskulare Effekte vermittelt und somit an mdglichen
atherogenen, thrombotischen und angiogenen Prozessen beteiligt sein koénnte [23]. So
fanden mehrere klinische Studien eine Assoziation zwischen den zirkulierenden
Leptinspiegeln und einem erhdhten Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen [24-28]. In einer
im Rahmen der WOSCOPS-Studie (West of Scotland Coronary Prevention Study)
durchgeflihrten prospektiven Fall (n=377)-Kontroll (n=783)-Studie wurden erhdhte Leptin-
spiegel im Plasma als Risikofaktor fir kardiovaskulare Erkrankungen identifiziert,
unabhangig vom BMI und anderen klassischen Risikofaktoren wie Alter, Blutfette und
Blutdruck oder Plasma-CRP (C-reaktives Protein)-Spiegeln [27]. Weitere klinische Unter-
suchungen identifizierten die zirkulierenden Leptinspiegel als unabhangigen Pradiktor flr
wiederkehrende kardiovaskulare Ereignisse [29, 30] oder den Kalzifizierungsgrad der
Koronararterien [31]. In einer 2017 publizierten Querschnittsstudie wurden adipdse
Probanden, die als ,metabolisch gesund“ galten mit ,metabolisch nicht-gesunden®
verglichen. Zur Definition einer ,metabolisch gesunden Adipositas® wurden Komponenten
des metabolischen Syndroms unter Berlcksichtigung des kardiovaskularen Risikos
verwendet wie: keine Hypertonie oder entsprechende Medikation bzw. Diat, Fehlen jeglicher
klinisch diagnostizierter Erkrankungen, keine weitere Medikation oder Einhalten einer
speziellen Diat (z.B. im Rahmen einer Diabetes-Erkrankung oder Fettstoffwechselstérung)
und keine kardiovaskularen Erkrankungen. Probanden, die diese Kriterien nicht erfillten,
wurden unter dem Begriff ,Risiko-Adipositas® klassifiziert und galten als ,metabolisch nicht
gesund®. Dabei wiesen die ,metabolisch Nicht-Gesunden® signifikant héhere zirkulierende
Leptinspiegel auf im Vergleich zu den ,metabolisch Gesunden® adipdsen Probanden, obwohl

auch diese hyperleptinamisch waren. Die logistische Regressionsanalyse ergab eine positive
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Korrelation der Leptinspiegel mit einem ,nicht-gesunden Zustand®, unabhangig vom Alter,
Kérpergewicht und BMI und die Autoren schlussfolgerten, dass die Leptinspiegel zur
kardiovaskularen und metabolischen Risikoerfassung bei Ubergewichtigen oder adipdsen
Individuen beitragen koénnten [32].

Darlber hinaus geben weitere Untersuchungen Hinweise auf eine lokale, mdglicherweise
vom Kdrpergewicht unabhangige Leptin-Expression und -Wirkung. Im Mausmodell resultierte
bereits die zweiwdchige Futterung einer Hochfettdiat in einem massiven Anstieg der Leptin
MRNA-Expression im perivaskularen Fettgewebe im Vergleich zu den mit Normalfutter
gefltterten Kontrollen, trotz lediglich moderater, nicht signifikanter Gewichtsunterschiede
zwischen den beiden Gruppen [33]. In einer klinischen Untersuchung von Cheng et al.
wurden im epikardialen und abdominalen Fettgewebe von Patienten mit koronarer
Herzkrankheit (KHK) gegentber der nicht an KHK-erkrankten Kontrollgruppe signifikant
erhdhte Leptinspiegel in beiden Fettdepots nachgewiesen. Die KHK-Patienten wiesen zwar
weitere kardiovaskulare Risikofaktoren wie eine Hypertonie und Fettstoffwechselstérungen
auf, unterschieden sich jedoch interessanterweise nicht beziglich des BMI und des

Taillenumfangs von der Kontrollgruppe [34].

1.2 Das Hormon Leptin

1.2.1 lIdentifizierung des obese-Gens und seines Genprodukts Leptin

Bereits in den 50er und 60er Jahren des 20. Jahrhunderts wurden mit massivem
Ubergewicht und Diabetes einhergehende spontane Mutationen im obese (abgekurzt als ob;
fur fettleibig, adipds) und diabetes (abgekiirzt als db; fur diabetisch) Gen von Mausen
identifiziert, die autosomal rezessiv vererbt werden [35, 36]. Homozygote ob/ob und db/db
Mause weisen dabei einen identischen Phanotyp auf, welcher dem der morbiden Adipositas
beim Menschen ahnelt. Bei den um 1970 von Coleman und Kollegen durchgefiihrten
Parabiose-Experimenten (chirurgische Kopplung der Blutkreislaufe zweier Mause) zeigte der
ob/ob-Partner eine verminderte Nahrungsaufnahme und Gewichtsabnahme, wahrend dies
bei dem db/db-Partner nicht der Fall war. Coleman stellte die spater bestatigte Hypothese
auf, dass ob/ob-Mause nicht in der Lage sind, einen von den Adipozyten des Fettgewebes
gebildeten zirkulierenden Faktor zu bilden, jedoch auf neuronaler Ebene den
entsprechenden Rezeptor besitzen und somit sensitiv auf die Nahrungsaufnahme und
Koérpergewicht reduzierenden Effekte dieses Faktors reagieren. Im Gegensatz dazu kdnnen
db/db-Mause diesen Faktor zwar produzieren, aufgrund eines fehlenden Rezeptors fir

diesen Faktor aber nicht auf neuronaler Ebene reagieren (siehe Abb. 1-2) [19, 37-40].
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von Coleman und Kollegen
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Im Jahr 1994 gelang es dann schlieRlich Jeffrey Friedman und seinem Team, das auf
Chromosom 6 lokalisierte murine ob-Gen und dessen auf Chromosom 7 lokalisiertes
humanes Homolog mittels Klonierung und Sequenzierung zu identifizieren. Das ob-Gen
kodiert fir ein 167 Aminosauren langes sekretiertes Protein mit einem Molekulargewicht von
16 kDa, dessen Aminosauresequenz in Mensch und Maus zu 84% identisch ist [41, 42] und
in seiner Sekundarstruktur eine Vier-Helix-Bliindel Konformation mit einer Disulfidbriicke
aufweist [43]. Das als Leptin (griechisch leptés; fur diunn) bezeichnete Hormon wird
hauptsachlich von den Adipozyten des Fettgewebes gebildet und daher zu den Adipokinen
gezahlt, wohingegen lediglich geringe Mengen vom Magenepithel und der Plazenta
sezerniert werden [19, 44]. Leptin zirkuliert sowohl in murinem als auch in humanem Plasma
[45] und kann die Blut-Hirn-Schranke passieren [46]. Nach der Entdeckung des fir die
Regulation der Nahrungsaufnahme und des Koérpergewichts wichtigen zirkulierenden
Molekils Leptin dauerte es nicht lange bis Tartaglia et al. 1995 einen im murinen Plexus
coroideus exprimierten Leptin-bindenden Rezeptor identifizierten und klonierten. Der Leptin-
Rezeptor verfligt Uber eine einzige Transmembrandomane und wird aufgrund seiner
Ahnlichkeiten zur Signaltransduktion-vermittelnder Glykoprotein gp130 Untereinheit des IL-6
(Interleukin-6)-Rezeptor-Komplexes, zu GCSF-Rezeptoren (Granulocyte colony-stimulating
factor receptor) sowie LIF-Rezeptoren (Leukemia inhibitory factor receptor) zu den Klasse |-
Zytokin-Rezeptoren gezahlt [47].

1.2.2 Zentrale und periphere Funktionen von Leptin

Leptin-Rezeptoren konnten in zahlreichen Gehirnregionen nachgewiesen werden [48, 49].
Uber Leptin-Rezeptoren auf Neuronen des Hypothalamus (u.a. im Kerngebiet des Nukleus
arcuatus) ist Leptin zusammen mit anderen Hormonen wie Insulin (des Pankreas), Ghrelin

(des Magens) und PYY336 (Peptid YY; des Dinndarms) an der komplexen Regulation von
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Hunger und Sattigung beteiligt und beeinflusst damit die Energieaufnahme und den
Energieverbrauch. Dabei aktiviert Leptin appetithemmende POMC (pro-opiomelanocortin)-
und CART (cocaine- and amphetamine-regulated transcript)-Interneurone und inhibiert
appetitsteigernde AgRP (agouti-related protein)- und NPY (Neuropeptid Y)-Interneurone [50,
51]. Die Bedeutung von Leptin fir die Energiechomdostase wird in homozygoten ob/ob-
Mausen deutlich, bei denen es aufgrund einer Punktmutation im ob-Gen zur Synthese eines
verkurzten, biologisch nicht-aktiven Leptin-Proteins kommt. Das Fehlen des Sattigungs-
faktors Leptin flhrt zu Hyperphagie, massivem Ubergewicht, Diabetes, verminderter
metabolischer und koérperlicher Aktivitat sowie reduzierter Koérpertemperatur [42, 52]. Nach
taglicher intraperitonealer oder subkutaner Injektion von rekombinantem Leptin konnte in den
ob/ob-Mausen eine dosisabhangige signifikante Reduzierung der Nahrungsaufnahme, des
Kérpergewichts und der Korperfettmasse verzeichnet werden [45, 52-55], aber auch
metabolische Verbesserungen und ein Anstieg der Koérpertemperatur und Aktivitat [52, 55].
Diabetische db/db-Mause exprimieren aufgrund einer Punktmutation in der genomischen
Lepr-Sequenz eine Splice-Variante der langen LepR-Isoform mit einer verkirzten, nicht zur
Signaltransduktion fahigen intrazellularen Domane und weisen einen nahezu identischen
Phanotyp wie Leptin-defiziente ob/ob-Mause auf [56-58]. Cohen et al. zeigten im
Mausmodell, dass die selektive Deletion aller Isoformen des Leptin-Rezeptors in Neuronen
zu Ubergewicht und massiv erhdhten Leptin-Plasmaspiegeln fihrt, was die Bedeutung der
neuronalen Leptin-Signaltransduktion flr die Regulation des Kérpergewichts hervorhebt [59].
Des Weiteren wirkt Leptin modulierend auf den Sympathikustonus und auf die Aktivitat der
Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen und -Nebennieren-Achse. Das ubiquitare Vor-
kommen von Leptin-Rezeptoren auf zahlreichen Organen spiegelt auch die Vielzahl der
peripheren Wirkungen wider. Auf periphere Organe wie Pankreas, Leber und
Skelettmuskulatur hat Leptin vor allem metabolische Wirkungen im Rahmen des Glukose-
und Fettstoffwechsels und ist eng mit dem Insulin-Signalweg verknupft. In Abbildung 1-3 sind
die zentralen und peripheren Funktionen von Leptin zusammengefasst. Weitere periphere
Leptin-Effekte auf das Immunsystem, die Hamatopoese, den Knochenstoffwechsel und die
Reproduktion wurden ebenfalls beschrieben. Im kardiovaskularen System spielt Leptin unter
anderem eine Rolle bei der Vermittlung einer endothelialen Dysfunktion und scheint an
vaskularen Umbauprozessen wie der Plaque-Bildung und -Destabilisierung beteiligt zu sein
(zur Ubersicht siehe [51, 60]). Auf die genaueren Wirkungen von Leptin auf vaskulare Zellen

und seine Rolle flr die vaskulare Wundheilung wird im Abschnitt 1.4 naher eingegangen.
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Abbildung 1-3: Zentrale und periphere Funktionen von Leptin. Abkiirzungen: POMC, Pro-
opiomelanocortin; CART, Cocaine- and amphetamine-regulated transcript, AgRP, Agouti-related
protein; NPY, Neuropeptid Y (modifiziert nach [51]).

1.2.3 Leptin-Rezeptoren

Wie andere Klasse |-Zytokin-Rezeptoren verfligt auch der Leptin-Rezeptor Uber keine eigene
intrinsische Tyrosinkinase-Aktivitat und ist mit dem JAK (Januskinase) / STAT (signal
transducers and activators of transcription)-Signalweg assoziiert [61]. Der ungebundene
Leptin-Rezeptor weist eine hohe Flexibilitdt im Bereich der Cytokin-Rezeptor-Homologie-2
(CHR2) auf, welche mit den starren Membran proximalen Fibronectin Il (FIll) Domanen
verbunden ist. Die Bindung von Leptin an CHR2 flhrt zur Begrenzung deren Flexibilitat und
zur Disposition der Flll Doméane. Die Leptin-Bindung an eine zweite Rezeptor-Bindungsstelle
im Bereich der Immunglobulin (Ig)-8hnlichen Doméane resultiert in der Bildung eines
quartaren Signal-Komplexes, welcher als Schlliisselmechanismus fir die Transaktivierung
der Januskinase auf der intrazellularen Seite des Rezeptors angenommen wird. Die 20
madglichen N-terminal (Aminoende) verknipften Glykosylierungen haben eine regulierende
Funktion auf den Rezeptor, sind jedoch nicht essentiell an der Ligand-Rezeptor Interaktion

beteiligt. In der nachfolgenden Abbildung 1-4 sind der Aufbau der Struktur-Domanen (A) und
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die Leptin-induzierte Struktur- bzw. Konformationsveranderung des Leptin-Rezeptor-Signal-

komplexes (B) schematisch dargestellt [62, 63].
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Abbildung 1-4: Struktur des Leptin-Rezeptors. (A) Struktur-Domanen der langen Isoform des
humanen Leptin-Rezeptors, welcher 20 mdgliche N-verknlpfte Glykosylierungen (angedeutet durch
die Hexagone) in der extrazellularen Doméane aufweist. Abkirzungen: CRH, Cytokin Rezeptor
Homologie; Ig, Immunglobulin; FNIII Fibronectin Il (modifiziert nach [62]). (B) Liganden-induzierte
Strukturveranderung des Leptin-Rezeptor-Signalkomplexes (modifiziert nach [63]; Abb. B entstammt
dem Graphical Abstract).

Bisher sind sechs Isoformen des Leptin-Rezeptors (LepR) bekannt, eine lange Isoform
LepR-b, flnf kurze Isoformen LepR-a, -c, -d und -f sowie eine l6sliche Isoform sLepR
(soluble LepR), bei welchen es sich um alternative Splicing-Varianten des Lepr-Gens handelt
(siehe Abb. 1-5) [58, 64]. Die lange LepR-Isoform b wird vorwiegend im zentralen Nerven-
system, vor allem im Hypothalamus, und in vergleichsweise geringerem Ausmaf in
peripheren Geweben exprimiert, wahrend die kurzen LepR-Isoformen eine vermehrte
Expression auf zahlreichen peripheren Organen (u.a. Lunge, Pankreas, Skelettmuskulatur,
Gastrointestinaltrakt, Niere, Herz, Leber) aufweisen [47, 48, 58, 65-68]. Bei den Isoformen a,
b, ¢, d und f handelt es sich um Transmembranrezeptoren, die Uber eine identische
extrazellulare Leptin-bindende Domane, eine Transmembrandomane und eine unterschied-
lich lange, fir jede Isoform spezifische, zytosolische Domane verfigen, welche auf der
zytosolischen Seite ein fir die Bindung der Januskinase notwendiges Prolin-reiches Box 1-
Motiv aufweist. Die lange Isoform LepR-b verfugt zusatzlich Gber die intrazellularen (STAT3-
bindende) Box 2- und Box 3-Motive. Aullerdem besitzt die zytoplasmatische Doméne von
LepR-b vier konservierte Tyrosin-Reste in den Positionen Tyr 974, Tyr 985, Tyr 1077 und
Tyr 1138, die nach erfolgter Phosphorylierung an der Vermittiung der nachgeschalteten

Leptin-Signaltransduktion beteiligt sind [61, 69-71]. Wahrend die Rolle der langen Isoform
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LepR-b gut untersucht ist, ist nur wenig bekannt Gber die Funktion der kurzen Isoformen. Die
kurze Isoform LepR-a, die vermehrt im Plexus coroideus und zerebralen Mikrogefalien
exprimiert wird, ist méglicherweise beim Transport von Leptin durch die Blut-Hirn-Schranke
beteiligt [72-74]. Li et al. fanden unter Verwendung eines Isoform-spezifischen LepR-a
Knockout Maus-Modells nach Futterung einer Hochfettdiat einen leichten Anstieg der
Koérperfettmasse und des Koérpergewichts sowie eine moderate Leptin-Resistenz. Dabei
scheint sich die Deletion von LepR-a phanotypisch jedoch weit moderater auszuwirken im
Vergleich zu einer LepR-b-Deletion [67, 75].

Die LepR-Isoform e verfugt Gber keine Transmembrandomane und wird als IGsliche (soluble)
oder sekretierte Isoform (im Weiteren als sLepR abgekirzt) bezeichnet. Der murine sLepR
wird entweder durch alternatives Splicing oder durch proteolytische Abspaltung der
extrazellularen Domane membrangebundener LepR-Isoformen generiert. Im Gegensatz
dazu kommt der humane sLepR ausschlielich als proteolytisches Abspaltprodukt vor, da
beim Menschen bisher kein alternatives Splicing Transkript nachgewiesen werden konnte
[76, 77]. Lammert et al. identifizierte als Erster den sLepR als Hauptbindungsprotein flr
zirkulierendes Leptin im humanen Blut [78]. Das Vorliegen von zirkulierendem Leptin in freier
oder gebundener Form spielt eine wichtige Rolle bei der Modulation der Bioverfligbarkeit und
somit Aktivitat von frei zirkulierendem Leptin. So konnte in vitro und in vivo gezeigt werden,
dass sLepR den Transport von Leptin in die Zelle und das Durchqueren der Blut-Hirn-
Schranke inhibieren kann [79]. Das Verhaltnis von freiem zirkulierendem Leptin und dem
zirkulierenden |6slichen LepR wird als ,Freier Leptin Index* (free leptin index, FLI) bezeichnet

und gilt als Indikator fur die tatsachlich biologisch aktive Form [80].
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Abbildung 1-5: Schematische Darstellung der Isoformen des Leptin-Rezeptors. Die sechs
bekannten Isoformen des Leptin-Rezeptors (LepR) weisen eine identische extrazellulare Liganden-
bindende Doméane auf, unterscheiden sich jedoch in ihrer zytosolischen Domane. Die lange Isoform
LepR-b und die kurzen Isoformen LepR-a, -c, -d und -f (f ist in der Abbildung nicht gezeigt) verfligen
Uber eine Transmembrandomane und eine Signaltransduktions-vermittelnde zytosolische Domane,
wahrend es sich bei LepR-e um eine sekretorische Isoform mit fehlender Transmembrandoméane
handelt (modifiziert nach [81]).

1.2.4 Leptin-vermittelte Signalwege

Die lange Isoform LepR-b ist mit mehreren intrazelluldaren Signalwegen assoziiert. In
Abbildung 1-6 sind die drei Haupt-Signalwege zusammengefasst. Die nach Bindung von
Leptin an den LepR-b resultierte Konformationsanderung vermittelt auf der intrazellularen
Seite die Autophosphorylierung der mit dem LepR-b assoziierten JAK2 Tyrosinkinase,
welche wiederum die Phosphorylierung der drei Tyrosin-Reste (in Position Tyr 985, Tyr 1077
und Tyr 1138) katalysiert, die Uber Bindungsstellen fir Signalproteine mit einer SH2 (Src-
Homologie)-Doméane verfligen. Dabei rekrutiert Tyr 1138 den Transkriptionsfaktor STATS3,
welcher wiederum von JAK2 phosporyliert wird, in Folge dessen es zur STATS3-
Dimerisierung, Translokation in den Nukleus und Induktion von Zielgenen kommt. Zu den

Zielgenen gehoren vor allem SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 3) und andere Gene,
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wie z.B. des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors VEFG (vascular endothelial growth
factor) und POMC (pro-opiomelanocortin), welches ein Prohormon fir die Bildung von bei
der Regulation der Nahrungsaufnahme und der Energiehomdostase beteiligter Neuro-
peptiden darstellt. SOCS3 wiederum wirkt inhibierend sowohl auf den JAK-STAT-Signalweg
als auch den MAP (mitogen-activated protein kinase)-Kinase-Signalweg und gilt als wichtiger
negativer Regulator des LepR-Signalwegs, der Uber eine negative Rickkopplung eine
Uberaktivierung des Leptin-Signalwegs verhindert. Dabei inhibiert SOCS3 die Leptin-
induzierte JAK2-induzierte Phosphorylierung des LepR-b sowie die ERK (extracellular signal-
regulated kinases) des MAP-Kinase-Signalwegs (Abb. 1-6 A). Der phosphorylierte Tyrosin-
Rest Tyr 985 flhrt ebenfalls zur Rekrutierung von SOCS3, aber auch zur Phosphorylierung
von SHP2 (Src-Homologie Domane Protein 2), welches Uber die Bindung an Grb-2 (growth
factor receptor-bound protein 2) die MAP-Kinase-Signalkaskade aktiviert (Abb. 1-6 B). Eine
erhdhte MAPK / ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2) Aktivitat flUhrt zur
vermehrten Transkription an der Zellproliferation und Differenzierung beteiligter friiher Gene
wie c-fos und c-jun (beide Bestandteile des Transkriptionsfaktors AP-1) sowie erg-1 (early
growth response protein 1). Des Weiteren kann Leptin Uber die JAK2 Phosphorylierung,
maoglicherweise vermittelt Uber die Phosphorylierung von IRS1/2 (insulin receptor substrates
1/2), den PI3 (Phosphoinositid-3)-Kinase-Signalweg stimulieren, was einen Verknlp-
fungspunkt zwischen dem Leptin und dem Insulin-Signalweg darstellt (Abb. 1-6 C). Die
Aktivierung des PI3-Kinase-Signalwegs kann Uber den Rac/Rho-Signalweg die Zellmigration
und -invasion erhéhen und Uber Akt (Proteinkinase B) Wachstum und Zelliberleben
stimulieren sowie auf metabolische Prozesse Einfluss nehmen. Akt wirkt auch aktivierend auf
die endotheliale NO-Synthase (eNOS) und somit NO (nitric oxide, Stickstoffmonoxid)-Bildung
[61, 69, 82, 83]. Neben SOCS3 ist PTP1B (protein-tyrosine phosphatase 1B) ein weiterer
negativer Regulator des Leptin-Signalwegs, der Uber die Dephosphorylierung von JAK2
inhibierend in die Signaltransduktion eingreift [84-86]. Das zytoplasmatische SH2B1-
Adapterprotein, welches tUber die SH2-Domane eine Vielzahl von Tyrosinkinasen wie JAK2
bindet, spielt eine wichtige Rolle als endogener Verstarker der Leptin-Sensitivitat. In vitro
konnte gezeigt werden, dass SH2B1 durch Entgegenwirken der inhibitorischen Effekte
negativer Regulatoren wie PTP1B den Leptin-Signalweg verstarken kann [87-89].

Da, wie bereits beschrieben, sowohl die lange Isoform LepR-b als auch die kurzen Isoformen
das Box1-Motiv aufweisen sind alle membrangebundenen Isoformen in der Lage JAK2 zu
aktivieren, wahrend nur die lange Isoform LepR-b STATs aktivieren kann (siehe auch Abb. 1-
5) [90-93].



1. Einleitung 13

JAK-STAT
Signalweg
PI3-Kinase (A) MAP-Kinase
Insulin Signalweg Leptin Signalweg
LepR-b
Rezeptor © "1 @ Rezeptor (B)

®
il ] | i S Membra
@ Cytosol

. i b‘
! IZellzyklus

igrati ; |Inhibitoren) 3 Transkription
Migration e Rb| .- -
und Invasion 38, p b‘,' friher Gene
GSK3
Glycogen-
synthese

Transkription NFkB-
induzierter Genen

Abbildung 1-6: Leptin-Rezeptor-Signalwege. Schematische Ubersicht der mit der langen Leptin-
Rezeptor Isoform (LepR-b) assoziierten intrazelluldren Hauptsignalwege. Die relevanten Abkiirzungen
sind in Abschnitt 1.2.4 erlautert (modifiziert nach [82]).

1.2.5 Leptin-Resistenz

Paradoxerweise fihrt eine Leptin-Defizienz, wie sie in ob/ob-Mausen vorkommt, einerseits
zu einer massiven Zunahme des Korpergewichts, das durch die Administration von
rekombinantem Leptin wieder normalisiert werden kann [45, 52-55], andererseits weisen
Diat-induzierte Ubergewichtige Mause deutlich erhohte zirkulierende Leptinspiegel auf [94-
96]. Beim Menschen ist die kongenitale Leptin-Defizienz eine sehr seltene Ursache von
ausgepragter Adipositas bereits im Kindesalter, bei der aufgrund einer homozygoten
Mutation im Leptin-Gen, im Verhaltnis zu der stark erhéhten Korperfettmasse inadaquat
geringe Leptinspiegel vorliegen [97]. In den meisten Fallen ist Ubergewicht auch beim
Menschen mit einer Hyperleptinamie assoziiert. So konnten in mehreren Humanstudien
signifikant erhdhte Leptinspiegel im Plasma oder Serum von tbergewichtigen Probanden im

Vergleich zu den schlanken Kontrollen dokumentiert werden. Dabei zeigte sich eine starke
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positive Korrelation zur Kérperfettmasse und zum BMI und in Ubereinstimmung mit diesen
Befunden war eine Gewichtsabnahme auch mit einer Abnahme der zirkulierenden
Leptinspiegel assoziiert [20, 21, 98]. Zudem konnte im subkutanen und omentalen
Fettgewebe bzw. ex vivo in isolierten omentalen Adipozyten von Ubergewichtigen Personen
eine  mRNA-Leptin Uberexpression gegeniiber den normalgewichtigen Kontrollen
nachgewiesen werden [20, 99, 100]. Da in den meisten Fallen von Ubergewicht auch
gleichzeitig eine Hyperleptinamie vorliegt, wird von einer Resistenz gegenlber den Effekten
von Leptin auf zentraler, aber auch peripherer Ebene ausgegangen. Die hohen Leptinspiegel
stellen moglicherweise, ahnlich wie bei einer Insulin-Resistenz, einen Mechanismus zur
Kompensation der verminderten oder fehlenden Wirkung von Leptin dar. Die genauen
Ursachen fir die Entwicklung dieser sogenannten Leptin-Resistenz sind unklar, es werden
jedoch einige mdgliche Mechanismen postuliert (siehe Abb. 1-7). Auf zentraler Ebene wird
ein verminderter Transport von Leptin durch die Blut-Hirn-Schranke und damit
Beeintrachtigung der Wirkung auf die an der Regulation der Nahrungsaufnahme beteiligten
Zielneurone angenommen [101-103]. Aber auch jegliche Stérungen in der Leptin-Rezeptor-
Signalkaskade, wie eine verminderte Expression von Leptin-Rezeptoren [104-106], eine
Herunterregulation positiver (wie SH2B1) oder Hochregulation negativer Regulatoren (wie
SOCS3 und PTP1B) des Leptin-Signalwegs, werden als moégliche Ursachen der Leptin-
Resistenz auf zentraler und peripherer Ebene angenommen. Diesbezliglich konnte gezeigt
werden, dass Leptin-resistente Mause eine signifikant erhdhte SOCS3-Expression im
Hypothalamus aufweisen [107-109], wahrend eine heterozygote oder eine Neuronen-
spezifische bzw. POMC-Neuronen-spezifische SOCS3-Deletion die Leptin-Sensitivitat
verbesserte und vor Diat-induziertem Ubergewicht schiitzte [110-112]. In tierexperimentellen
Untersuchungen ging der Sensitivitatsverlust gegentber Leptin auch mit einer erhdhten
hypothalamischen PTP1B-Expression einher [113, 114] und sowohl eine systemische als
auch neuronale PTP1B-Deletion fihrte zur Verbesserung der Leptin-Sensitivitdt sowie zur
Gewichtsreduzierung [86, 115, 116]. Im Gegensatz dazu fiuhrte das systemische Fehlen des
positiven Regulators SH2B1 im Mausmodell zu starkem Ubergewicht und Leptin-Resistenz,
wahrend eine Neuronen-spezifische Uberexpression vor der Entwicklung von Hochfett-
induziertem Ubergewicht und einer Leptin-Resistenz schiitzte. Daher scheint fiir den Erhalt
der zellularen Leptin-Sensitivitat unter anderem ein Gleichgewicht zwischen positiven und
negativen Regulatoren von Bedeutung zu sein [88, 89]. Des Weiteren kénnte die mit der
Hyperleptinamie bei Ubergewicht assoziierte niedriggradige Inflammation zur Entwicklung
einer Leptin-Resistenz beitragen [117]. In vitro und tierexperimentelle Untersuchungen
zeigen auch eine mdgliche Beteiligung der Stressantwort des Endoplasmatischen
Retikulums (ER) an der Vermittlung der zentralen Leptin-Resistenz durch Inhibition des
Leptin-Signalwegs [118-121]. Eine Deletion der Bardet-Biedl-Syndrom (BBS) Proteine, die
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an der Vermittlung des intrazelluldaren LepR-Transports zur Zellmembran beteiligt sind,
konnte im Mausmodell ebenfalls mit der Entwicklung einer Leptin-Resistenz und
Ubergewicht in Verbindung gebracht werden [122, 123] (zur Ubersicht siehe [124-126]).
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Abbildung 1-7: Ubersicht postulierter Mechanismen der Leptin-Resistenz. Schematische
Darstellung der physiologischen Effekte von Leptin bei Normalgewicht (links) und madgliche
Veranderungen bei Ubergewicht (rechts). Abkiirzungen: LepRa, kurze Leptin-Rezeptor-Isoform a;
LepRb, lange Leptin-Rezeptor-Isoform b; JAK, Januskinase; Tyr, Tyrosin; STAT, singal transducer
and activator of transcription; SOCS, suppressor of cytokine signaling; POMC, pro-opiomelanocortin;
CART, cocaine- and amphetamine-regulated transcript; AgRP, agouti-related protein; NPY,
Neuropeptid Y; ER, Endoplasmatisches Retikulum (modifiziert nach [126]).
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1.3 GefaRfunktion und Atherosklerose

1.3.1 Aufbau und Funktion der GefaBwand

Die GefalRwand besteht aus mehreren Schichten verschiedener Gewebe- und Zelltypen,
welche in Arterien, Kapillaren und Venen entsprechend ihrer jeweiligen Funktion
unterschiedlich ausgepragt sind. Der allgemeine anatomische Aufbau einer arteriellen
Gefallwand (siehe Abb. 1-8) wird in drei Schichten unterteilt: Intima (Tunica intima), Media
(Tunica media) und Adventitia (Tunica adventitia). Die Intima besteht aus einer einzigen dem
Gefallumen zugewandten und somit direkt mit dem Blut in Kontakt stehenden Endothelzell-
Schicht, die einer subendothelialen Bindegewebsschicht aufliegt und von der Membrana
elastica interna zur Media hin abgegrenzt wird. Endothelzellen stellen keine passive Schicht
dar, sondern Ubernehmen flr eine ungestorte GefalRfunktion dulerst wichtige Barriere- und
Vermittlungsfunktionen in der Regulation des Stoffaustausches zwischen dem Blut und der
restlichen GefalBwand. Darlber hinaus ist das Endothel auch an der Regulation der
Hamostase und des Gefalltonus sowie an immunologischen Prozessen beteiligt. Die Media
besteht vor allem aus den fir den Gefal3tonus verantwortlichen glatten Muskelzellen, die je
nach GefalRtyp und -grélle mehrere Schichten und eine unterschiedliche Anordnung
aufweisen kénnen, welche in einer extrazellularen Matrix aus elastischen Fasern und
Kollagen eingebettet sind. Die Membrana elastica externa grenzt die Media von der
aulersten, das Gefall umgebenden Adventitia ab. Die Adventitia ist eine von einer eigenen
Mikrovaskulatur durchzogenen Bindegewebsschicht, die Kollagen und andere extrazellulare
Matrixproteine sowie Fibroblasten und Immunzellen enthalt. Somit ist die Adventitia flr die
Nahrstoffversorgung und Verankerung der Gefallwand verantwortlich und tGbernimmt auch

wichtige immunologische Aufgaben [127-129].

———— Tunica intima (Endothel)

Membrana elastica interna

Tunica media

— Membrana elastica externa

Abbildung 1-8: Schematischer Aufbau eine

— Tunica adventitia arteriellen GefdRwand. (Die Abbildung wurde
unter Verwendung der -Powerpoint image bank-
von Servier Medical Art zusammengestellt.)
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1.3.2 Pathogenese der Atherosklerose

Unter normalen homodostatischen Bedingungen spielt das gesunde Endothel eine wichtige
Rolle bei der Regulation der Balance zwischen Vasodilatation und Vasokonstriktion,
Inhibition und Stimulation der glatten Muskelzell-Proliferation und -Migration sowie der
Thrombogenese und Fibrinolyse und weist eine nur geringe Expression proinflammatorischer
Faktoren auf. Atherosklerose ist eine chronisch-progressive inflammatorische Erkrankung,
die vor allem in mittleren und groRen Arterien vorkommt und durch die Ablagerung von
Lipiden und fibroser Elemente sowie die Einwanderung von inflammatorischen Zellen und
glatten Muskelzellen gekennzeichnet ist. Trotz wachsender wissenschaftlicher Erkenntnisse
sind die komplexen Mechanismen der Pathogenese der Atherosklerose noch nicht
vollstandig aufgeklart.

Im Jahr 1977 postulierte Russell Ross in seiner ,Response-to-injury‘-Hypothese eine
Verletzung und folgliche Denudation der Endothelzellen als initialen Ausgangspunkt fur die
Bildung und Progression einer atherosklerotischen L&sion. Dabei wurden eine chronische
Hyperlipidamie, chemische (wie u.a. Metabolite, Infektionen, immunologische Prozesse) und
mechanische (wie Blutfluss-bedingter erhdhter Scherstress) Faktoren als mdgliche Quellen
einer Endothelverletzung vorgeschlagen [130]. In einem spateren Ansatz wurde nicht mehr
von einer Denudation des Endothels infolge einer Verletzung, sondern von einer
endothelialen Dysfunktion als Initiator der Atherogenese gesprochen. Dabei wird davon
ausgegangen, dass die ersten Veranderungen im Endothel stattfinden und infolge der
sogenannten endothelialen Aktivierung die normalen homoostatischen Funktionen des
Endothels beeintrachtigt werden. Als mdgliche Ursachen einer endothelialen Dysfunktion
werden ein erhohtes und modifiziertes LDL-Cholesterin, Risikofaktoren wie Rauchen,
Hypertonie und Diabetes mellitus, die unter anderem zur vermehrten Bildung von freien
Radikalen fiihren koénnen, aber auch genetische Pradispositionen, erhéhte Plasma-
Homocystein-Spiegel oder Infektionen angenommen. Die ersten Veranderungen des
aktivierten Endothels sind gekennzeichnet durch eine erhéhte endotheliale Produktion
vasoaktiver Molekile, Zytokine und Wachstumsfaktoren. Des Weiteren weist das Endothel
eine erhdhte Permeabilitat sowie Adhasivitat flur Leukozyten und Thrombozyten auf, infolge
dessen es zur vermehrten Infiltration und Akkumulation von Lipiden und inflammatorischen
Zellen im subendothelialen Raum kommt. Akkumuliertes oxidativ modifiziertes LDL-
Cholesterin kann unkontrolliert mittels Scavenger-Rezeptoren von Makrophagen aufge-
nommen werden, welche sich zu sog. Schaumzellen weiterentwickeln. Die inflam-
matorischen Prozesse stimulieren die Proliferation und Migration glatter Muskelzellen aus
der Media in die Intima sowie die Kollagen-Synthese. Fortdauernde inflammatorische
Bedingungen und das Vorliegen von Risikofaktoren flhren zur weiteren Akkumulation

inflammatorischer Zellen, Proliferation und Migration glatter Muskelzellen und Bildung von
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fiborosem Gewebe, was in einer Umstrukturierung und Vergrof3erung der Lasion resultiert. Im
fortgeschrittenen Stadium kommt es haufig zur Bildung einer sog. fibrosen Kappe, die den
Lipidkern und das nekrotische Gewebe umschlieRt. Nekrotische Lipidkerne entstehen als
Folge der vermehrten Apoptose und Nekrose sowie proteolytischen Aktivitdt und weiterer
Akkumulation von Lipiden. Schreitet die Erkrankung weiter fort, kann die Arterie ab einem
gewissen Punkt die Lasion nicht mehr durch Dilatation kompensieren und es kommt zur
Einengung des GefalRlumens und somit zur Beeintrachtigung der Hamodynamik des
Blutflusses. Wahrend eine dicke fibrése Kappe als eine eher ,stabile® Plaque gilt, ist eine
instabile und wvulnerable Plaque anfalliger flr eine Plaqueruptur und tritt vor allem in
Bereichen mit einer diinnen fibrésen Kappe auf. An den Veranderungen der fibrésen Kappe
sind Degradierungsprozesse der Extrazellularmatrix, aufgrund der Freisetzung von Metallo-
proteasen und andere proteolytische Enzyme durch aktivierte Makrophagen, beteiligt.
Kommt es zu einer Plaqueruptur werden aufgrund des Kontakts des Plaqueinhalts mit dem
Blut koagulatorische Prozesse in Gang gesetzt. Verschlie3t der dabei gebildete Thrombus
das Gefal}, kann dies, je nachdem welches Gefall betroffen ist, akute kardiovaskulare
Ereignisse wie Herzinfarkt, Schlaganfall oder bei Ablésung des Thrombus eine Embolie zur
Folge haben (zur Ubersicht siehe [128, 131, 132]).

1.3.3 Restenose und Neointimabildung

Als Restenose wird eine erneute Einengung einer mittels Ballonangioplastie (mit und ohne
Stent-Implantation) bereits erfolgreich behandelten Gefalistenose bezeichnet, die im
schlimmsten Fall zu einem erneuten Gefallverschluss und der Notwendigkeit einer
Revaskularisierung flihren kann. In einer klinischen Studie mit 6.186 Patienten konnte
gezeigt werden, dass Ubergewicht nach koronarer Stent-Implantation mit einer hdheren
Wahrscheinlichkeit einer Restenose assoziiert war [133]. Trotz der Weiterentwicklung
Medikamenten-freisetzender Stents, welche die Wahrscheinlichkeit einer Restenose
reduzieren, sind diese aufgrund nicht vollstandig re-endothelialisierter Bereiche mit einem
héheren Risiko einer spaten Stent-Thrombose verbunden. Angioplastische Eingriffe mit und
ohne Stent-Implantation initieren Gefallwandveranderungen, die Uber die folgenden
postulierten Mechanismen, in der Bildung einer sogenannten Neointima oder wieder-
kehrenden Verdickung der Intima und der Media resultieren koénnen. Inflammatorische
Zytokine und Wachstumsfaktoren, die in Folge der Gefalwandschadigung von lokal
aktivierten Endothelzellen, aktivierten Blutplattchen und zirkulierenden inflammatorischen
Zellen (wie Makrophagen und T-Zellen) freigesetzt werden, stimulieren die Proliferation und
Migration glatter Muskelzellen aus der Media entlang der Membrana elastica interna in die

Intima. Die lokale Produktion von Wachstumsfaktoren beglinstigt die Differenzierung
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subendothelialer glatter Muskelzellen in einen synthetischen Phanotyp, der durch eine
vermehrte Proliferation und Produktion extrazellularer Matrixproteine charakterisiert ist und
damit zur weiteren VergroRRerung der Lasion beitragt. Letztlich resultieren diese Prozesse in
einer sukzessiven Verdickung der Intima im Bereich der Lasion, was eine Lumeneinengung
und Beeintrachtigung der Hamodynamik des Blutflusses zur Folge hat. Auch in der
Adventitia der verletzten Gefallwand lokalisierte Fibroblasten/ Myofibroblasten und Vor-
lauferzellen sind an der Neointimabildung beteiligt. Dabei spielt unter anderem die
Transdifferenzierung zu glatten Muskelzell-ahnlichen Zellen und deren Migration in die Intima
eine Rolle. Neben den Zellen der GefaBwand sind auch zirkulierende vaskulare
Vorlauferzellen beteiligt, die zur Differenzierung sowohl in einen endothelialen als auch
glatten Muskelzell Phanotyp in der Lage sind. Die Freisetzung von Zytokinen und das
inflammatorische Milieu im L&sionsbereich stimulieren den Influx zirkulierender Vorlaufer-
zellen, die Uber direkte zellulare Effekte, Bildung extrazellularer Matrix und Uber parakrine
Effekte zur Neointimabildung beitragen [134].

Im experimentellen Tiermodell existieren zahlreiche Gefalverletzungsmodelle unter
Verwendung unterschiedlicher Techniken [135]. Haufig erfolgt eine arterielle Gefal-
verletzung mit folglicher Neointimabildung an der relativ leicht zuganglichen Arteria carotis
communis oder Arteria femoralis, welche unter Anwendung von mechanischen (z.B.
Ballonkatheter, Ligatur) oder chemischen (wie Eisen(lll)-chlorid) Interventionen zur Gefal3-

wandverletzung induziert wird [136-139].

1.3.4 Rolle des Fettgewebes in der Pathogenese der Atherosklerose

Das Fettgewebe ist nicht nur ein passives Energiespeicherorgan in Form von Triglyzeriden,
sondern auch ein aktives endokrines und parakrines Organ. Die zahlreichen, direkt von den
Adipozyten, aber auch von Makrophagen des Fettgewebes, produzierten und sezernierten
inflammatorischen Zytokine und Hormone (u.a. Leptin, TNFa, IL-6) werden daflr verant-
wortlich gemacht, eine lokale oder systemische nierdriggradige Inflammation zu induzieren
und somit entziindliche Prozesse in der Gefallwand zu férdern, die zur Pathogenese der
veschiedenen Stadien der Atherosklerose beitragen kénnen (siehe Abb. 1-9) [140, 141].

Wie in Abschnitt 1.1.3 bereits erwahnt, konnten in epikardialen und abdominalen Fett-
gewebsproben von KHK-Patienten, die sich einer Bypass-Operation unterziechen mussten,
im Vergleich zur Kontrollgruppe, die aufgrund einer nicht-KHK-bedingten Erkrankung am
Herzen operiert wurde, in beiden Fettdepots erhohte Spiegel inflammatorischer Zytokine wie
TNFa und IL-6 und des Adipokins Leptin nachgewiesen werden. Dabei waren im
abdominalen Fettgewebe insgesamt hdhere Spiegel im Vergleich zum epikardialen

Fettgewebe zu verzeichnen. Im Gegensatz dazu waren die Spiegel des mit protektiven
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kardiovaskularen Effekten assoziierten Adiponektins in beiden Fettdepots der KHK-Patienten
signifikant reduziert und wiesen die niedrigsten Spiegel im abdominalen Fettgewebe auf [34].
Des Weiteren konnte in kardialen (im Bereich der Aortenwurzel und Koronararterien)
perivaskularen Fettgewebsproben von Patienten, die sich einer Koronararterienbypass-
Operation unterziehen mussten, im Vergleich zum perivaskularen Fettgewebe um die Arteria
mammaria interna, ein gegenuber artherosklerotischen Veranderungen besonders
resistentes Gefal, eine von den Serum-Leptinspiegeln unabhangige erhohte Leptin-
Proteinexpression sowie Inflammation und Fibrose nachgewiesen werden [142]. In einer
Untersuchung der eigenen Arbeitsgruppe wurden im viszeralen Fettgewebe (visceral
adipose tissue; VAT) und perivaskularen Fettgewebe von mit einer Hochfettdiat gefitterten
Ubergewichtigen Mausen auf RNA- und Protein-Ebene signifikant erhohte Leptin-
Expressionen im Vergleich zu den normalgewichtigen Kontrollen nachgewiesen. Wurde
immundefizienten nu/nu (nude)-Mausen nach Induzierung einer chemischen GefalRwand-
verletzung der Arteria carotis (mittels Eisen(lll)-chlorid) das VAT ubergewichtiger Mause
perivaskular im Lasiosbereich transplantiert, zeigten diese im Vergleich zur Transplantation
des VAT der normalgewichtigen Kontrollen eine signifikante Zunahme der Neointimabildung.
Die fehlende erhéhte Neointimabildung nach perivaskularer Transplantation von VAT Leptin-
defizienter ob/ob-Mause verdeutlicht die kausale Bedeutung von Leptin auf die Entstehung
einer Neointima-Hyperplasie. Auf der anderen Seite resultierte die perivaskulare Trans-
plantation des VAT von mit einer Hochfettdiat geflitterten ob/ob-Mausen, welche durch eine
Akkumulation von inflammatorischen Zellen charakterisiert war, in einer Neointima-
Hyperplasie auch in Abwesenheit von Leptin, was neben Leptin auch die Rolle von anderen
perivaskularen Faktoren, wie beispielsweise Immunzellen, auf die Neointimabildung bei

Vorliegen von extremem Ubergewicht unterstreicht [143].
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] 1}

Endotheliale Initiation Progression Destabilisierun

Dysfunktion 1 ICAM-1 4 Schaumzellbildung und Ruptur

L NO 1 VCAM-1 1 SMC-Proliferation - Thrombozyten-Adhasion

1 ET-1 1 MCP-1 und -Migration t MMP-Aktivitét

1 AT, 1 CD40/CD40L - Expansion der Lasion + EC und SMC Apoptose

1 oxLDL 1 Leukozyten-Adhésion 1 Thrombozyten-Adhésion
und Transmigration 1 Thrombose

Abbildung 1-9: Rolle des Fettgewebes in der Pathogenese der Atherosklerose. Abkiirzungen:
TNFa, Tumornekrosefaktor-a; IL-6, Interleukin-6; CRP, C-reaktives Protein; PAI-1, Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor-1; NO, nitric oxide (Stickstoffmonoxid); ET-1, Endothelin-1; AT, Angiotensin II;
oxLDL, oxidiertes LDL-Cholesterin; ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1; VCAM-1, vascular cell
adhesion molecule-1; MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1; CD, cluster of differentiation;
MMP, Matrix-Metalloproteasen; EC, endothelial cells (Endothelzellen); SMC, smooth muscle cells
(glatte Muskelzellen) (modifiziert nach [140]).

1.4 Vaskulare Effekte von Leptin

1.4.1 Expression und Funktion von Leptin-Rezeptoren auf vaskuldaren Zellen

Leptin-Rezeptoren werden auf vielen verschiedenen Zelltypen, darunter auch auf vaskularen
Zellen wie den Endothelzellen und glatten Muskelzellen, aber auch auf an der Pathogenese
der Atherosklerose beteiligten Monozyten/ Makrophagen exprimiert. Histologische Unter-
suchungen muriner und humaner Arterien konnten zeigen, dass Leptin-Rezeptoren in allen
Schichten (Intima, Media, Adventitia) einer normalen Gefalwand exprimiert werden. Des
Weiteren konnten Leptin-Rezeptoren sowohl in der Neointima und Media nach chemischer
(Eisen(lll)-chlorid) oder mechanischer (Ballondilatation ohne und mit Stent-Implantation)
Gefalverletzung im Maus- bzw. Schweinemodell als auch in unterschiedlichen Stadien (frih,
fortgeschritten, kompliziert) humaner atherosklerotischer Lasionen nachgewiesen werden. In
humanen atherosklerotischen Lasionen waren Leptin-Rezeptoren vor allem auf Endothel-
zellen, Monozyten/ Makrophagen, subendothelialen glatten Muskelzellen und in einem

geringeren Ausmal} auf glatten Muskelzellen innerhalb der Media lokalisiert [96, 144].
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In vitro Experimente konnten in Kkultivierten humanen und murinen aortalen glatten
Muskelzellen zeigen, dass Leptin (dosisabhangig) die Proliferation und Migraton von glatten
Muskelzellen férdert, was ein kritisches Ereignis in der vaskularen Wundheilung darstellt
[145-147]. Die Rolle des Leptin-Rezeptors auf Endothelzellen fir die vaskulare Wundheilung
und Neointimabildung ist noch unklar. /n vitro Untersuchungen zeigten, dass Leptin die
Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) foérdert und zu
einer vermehrten Expression des an der Rekrutierung von Monozyten/ Makrophagen betei-
ligten Zytokins MCP-1 (monocyte chemoattachment protein-1) fihrt [148, 149]. Auch in einer
klinischen Studie fand sich eine signifikante Assoziation zwischen einer Hyperleptinamie und
einer systemischen niedriggradigen Inflammation bei Ubergewichtigen Probanden [117], aber
auch in gesunden Probanden konnte eine unabhangige Assoziation zwischen Leptin und
den CRP-Spiegeln aufgezeigt werden [150]. So kdnnten der chronisch oxidative Stress im
Endothel und eine inflammatorische Umgebung bei einer Hyperleptinamie zur Aktivierung
und Progression atherogener Prozesse beitragen. Andererseits hat Leptin auch mégliche
positive Effekte auf das Endothel. So vermittelte Leptin in vitro und in vivo die Angiogenese
und Neovaskularisierung [151-153]. Die Wiederherstellung der vaskularen Integritat und die
Freisetzung von hemmenden Faktoren auf die Proliferation und Migration glatter
Muskelzellen stellen wichtige Mechanismen in der Begrenzung der Restenose nach
vaskularer Verletzung dar. In diesem Zusammenhang konnten Untersuchungen der eigenen
Arbeitsgruppe zeigen, dass die intravendse Gabe fluoreszenz-markierter humaner
endothelialer Vorlauferzellen (endothelial progenitor cells; EPCs), nach vorheriger Stimu-
lation mit physiologischen Leptin-Konzentrationen in der Maus, die Rekrutierung der EPCs in
frische Thromben der Arteria Carotis nach vaskularer Verletzung férdert. Dies ging auch mit
einer vermehrten Re-Endothelialisierung und reduzierten Neointimabildung einher [154]. Auf
der anderen Seite wiesen von ubergewichtigen Probanden isolierte EPCs in vitro reduzierte
adhasive, migratorische und angiogene Eigenschaften auf. Diese beeintrachtigte
Responsivitdt konnte nach Gewichtsabnahme wiederhergestellt werden [152, 155]. Des
Weiteren fordert Leptin sowohl in vitro als auch ex vivo in isolierten Aortenringen der Ratte
die Freisetzung des vasorelaxierenden NO Uber eine vermehrte eNOS-Phosphorylierung
[156], wahrend Ubergewicht im Mausmodell mit einer fiir eine endotheliale Dysfunktion
charkteristischen reduzierten NO-Bioverfligbarkeit assoziiert ist [157]. Andererseits konnte in
vitro eine Leptin-vermittelte Induktion des Vasokonstriktors Endothelin-1 (ET-1) unter
Beteiligung des Transkriptionsfaktors AP-1 (Aktivator-Protein-1) gezeigt werden [158]. Auch
in einer klinischen Studie konnte gezeigt werden, dass Leptin die ET-1 und NO-Aktivitat in
der Zirkulation schlanker Probanden férdert, hyperleptinamische Patienten mit meta-
bolischem Syndrom jedoch eine Resistenz gegenliber den Leptin-Effekten aufwiesen. So

bewahrt Leptin unter physiologischen Bedingungen das physiologische Gleichgewicht
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zwischen den gegensatzlichen ET-1- und NO-vermittelten Effekten und ist somit am Erhalt
der vaskularen Homdostase beteiligt, wahrend diese unter pathophysiologischen
Bedingungen wie Ubergewicht und dem metabolischen Syndrom beeintrachtigt ist. Die
fehlenden vaskularen Effekte gegeniber Leptin bei einer chronischen Hyperleptinamie

kénnten einen méglichen Marker flir eine endotheliale Dysfunktion darstellen [159].

1.4.2 Rolle von Leptin fiir die vaskulare Wundheilung

Mehrere Untersuchungen im Mausmodell haben gezeigt, dass systemisch und lokal erhéhte
Leptinspiegel die Neointimabildung nach vaskularer Gefaldverletzung férdern [96, 136, 143,
147] sowie proatherogene Wirkungen in atherosklerotischen Apolipoprotein E-defizienten
Mausen haben [160]. So konnten Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe im
Mausmodell zeigen, dass Leptin (t&gliche intraperitoneale Injektion Gber drei Wochen) die
Neointimabildung in C57BL/6J Wildtyp Mausen fordert. Die zusatzliche Gabe einer
Hochfettdiat verstarkte sowohl in der Kontroll- als auch in der Leptin-Gruppe die
Neointimabildung. Des Weiteren waren Leptin-defiziente ob/ob-Mause sowohl unter
Normalfutter als auch unter einer Hochfettdiat vor der Entwicklung einer Neointima-
Hyperplasie geschutzt, wahrend die tagliche Leptin-Injektion diese signifikant verstarkte. Im
Gegensatz dazu waren LepR-defiziente db/db-Mause mit und ohne Verabreichung von
Leptin trotz Ubergewicht und weiteren mit Ubergewicht assoziierten metabolischen
Stérungen vor der Bildung einer Neointima-Hyperplasie geschutzt. Diese Befunde in db/db-
Mausen bestatigen eine spezifische LepR-vermittelte Wirkung von Leptin auf die vaskulare
Wundheilung [96]. Darlber hinaus lieferte ein weiteres Mausmodell der eigenen
Arbeitsgruppe auch Hinweise auf lokale Leptin-Effekte. So resultierte die perivaskulare
adenoviral-vermittelte Uberexpression von Leptin in einer signifikant erhdhten Neointima-
bildung unabhangig von Ubergewicht und erhdhten zirkulierenden Leptinspiegeln [143].
Hinweise auf eine Beteiligung von Leptin an der vaskuldren Wundheilung und Pathogenese
der Atherosklerose liefern auch klinische Untersuchungen. So wiesen Plaques (Endatherek-
tomie Praparate der Arteria Carotis mit hochgradiger Gefallstenose) symptomatischer
Patienten (mit vorangegangener transitorischer ischamischer Attacke oder Schlaganfall) im
Vergleich zu asymptomatischen Patienten eine signifikant erhéhte Expression des Leptin-
Rezeptors auf, welche mit einer Akkumulation inflammatorischer Makrophagen korrelierte
[161]. Dartber hinaus war die vermehrte lokale Expression von Leptin in Makrophagen und
glatten Muskelzellen in atherosklerotischen Plaques der Arteria Carotis mit der Progression
einer instabilen Lasion assoziiert, unabhangig von den systemischen Leptinspiegeln und
dem BMI [162].
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1.5 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Ubergewicht ist assoziiert mit erhéhten zirkulierenden Spiegeln des Adipokins Leptin, das vor
allem bei der Regulation der Nahrungsaufnahme und der Energiehomdostase Uber Leptin-
Rezeptor-vermittelte Signalwege in hypothalamischen Neuronen innerhalb des zentralen
Nervensystems eine wichtige Rolle spielt. Dartber hinaus wird der Leptin-Rezeptor auch auf
zahlreichen peripheren Zellen exprimiert, darunter auch auf vaskularen Zellen wie
Endothelzellen und glatten Muskelzellen. In vitro Untersuchungen konnten zeigen, dass
Leptin sowohl Effekte auf die Endothelzell-Funktion vermittelt als auch die Proliferation und
Migration von glatten Muskelzellen férdert. In vivo konnte im Mausmodell gezeigt werden,
dass Leptin die Neointimabildung nach vaskularer GefalRverletzung fordert, wohingegen
Leptin-defiziente ob/ob-Mause oder Leptin-Rezeptor-defiziente db/db-Mause vor einer
Neointima-Hyperplasie geschitzt waren. In klinischen Studien wiesen Endatherektomie
Praparate der Arteria Carotis mit hochgradiger Gefalistenose symptomatischer Patienten
eine signifikant erhohte Leptin-Rezeptor-Expression auf, und die vermehrte lokale Leptin-
Expression in atherosklerotischen Plaques der Arteria Carotis war unabhangig von den
systemischen Leptinspiegeln mit der Progression einer instabilen Lasion assoziiert. Uber
welche Zellen die proatherogenen Effekte von Leptin primar vermittelt werden, ist jedoch
unklar. Fur das gleichzeitige Auftreten von Ubergewicht und erhéhten zirkulierenden
Leptinspiegeln wird eine hypothalamische Resistenz gegeniber den gewichtsreduzierenden
Effekten des Hormons als Ursache fir diesen widersprichlichen Befund verantwortlich
gemacht. Wahrend die sogenannte ,zentrale Leptin-Resistenz” bereits gut untersucht ist, ist
noch unklar, inwiefern auch eine Zell-spezifische Leptin-Resistenz auf peripheren Zellen
existiert. Vor diesem Hintergrund war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, die
unterschiedliche Rolle des Endothelzell- und glatten Muskelzell-vermittelten Leptin-Rezeptor-
Signalwegs auf die vaskulare Wundheilung zu untersuchen und abzugrenzen, inwieweit die
gefalRschadigenden Effekte bei Ubergewicht aufgrund der Hyperleptinamie oder einer
vaskularen Resistenz gegenuber den protektiven Effekten von Leptin vermittelt werden. Zur
Klarung dieser Fragestellungen wurden die folgenden in vivo, ex vivo und in vitro

Untersuchungen durchgeflhrt:

e Mit Hilfe von Mausmodellen mit (Tamoxifen) induzierbarer Endothelzell- und glatte
Muskelzell-spezifischer Deletion des Leptin-Rezeptors (LepR) wurden die Zell-spezifi-
schen Wirkungen auf die Neointimabildung, Gefallstenose, Media und Gesamtgefal3-
groRe drei Wochen nach vaskularer Verletzung der Arteria Carotis unter Verwendung

des Eisen(lll)-chlorid-Modells morphometrisch quantifiziert.
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Zur Untersuchung der Rolle von Ubergewicht und einer systemischen Hyperleptindmie
auf den vaskularen Umbauprozess erhielt ein Teil der Mause eine Hochfettdiat vier

Wochen praoperativ bis zur Gewebeentnahme drei Wochen postoperativ.

Die erfolgreiche Rekombination und Effizienz der Deletion des Leptin-Rezeptors wurde
mittels Genotypisierung, Immunfluoreszenz und mRNA-Analyse qualitativ und quantitativ
nachgewiesen sowie die fehlende Leptin-Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion in
primaren murinen pulmonalen Endothelzellen (mPECs) Endothelzell-spezifischer Leptin-

Rezeptor-defizienter (End.LepR-KO) Mause auch auf funktioneller Ebene bestatigt.

Zur Untersuchung maoglicher metabolischer Auswirkungen der spezifischen LepR-
Deletion auf Endothelzellen und glatte Muskelzellen unter Normalgewicht und nach
Induzierung von Ubergewicht wurden das Kérpergewicht (bei OP und Gewebeentnahme)
und das Gewicht des viszeralen Fettgewebes aufgezeichnet. Die Glukose-, Cholesterin-
und Triglyzerid-Spiegel sowie das Vorliegen einer Hyperleptinamie und die zirkulierenden
Spiegel von freiem ungebundenem Leptin wurden im Serum zum Zeitpunkt der

Gewebeentnahme bestimmt.

Zur Klarung der morphometrischen Befunde der Endothelzell-spezifischen Leptin-
Rezeptor-Deletion nach vaskularer Gefaldverletzung wurde die Zellularitat und Zusam-
mensetzung (proliferierende Zellen, glatte Muskelzellen, inflammatorische Zellen) der

vaskularen Lasion immunhistologisch naher untersucht.

Das Vorliegen einer mdglichen endothelialen Leptin-Resistenz bei Ubergewicht wurde in
mPECs normal- und Ubergewichtiger Mause ohne und nach Leptin-Stimulation unter-
sucht, wobei die STAT3-Phosphorylierung und die Expression gegenregulatorischer
Molekile (SOCS3, PTP1B) als Readout diente.

Zur Klarung moglicher zugrundeliegender Mechanismen wurden funktionelle
Untersuchungen (Migrations- und Proliferations-Analyse von mPECs und primaren
aortalen glatten Muskelzellen) sowie Expressions-Analysen mdglicher parakriner
Mediatoren (glatter Muskelzell-Mitogene) in mPECs von normalgewichtigen End.LepR-
WT und End.LepR-KO bzw. tbergewichtigen End.LepR-WT Mausen durchgefihrt.

Potentielle parakrine Kandidaten wurden in Zellkulturiberstanden von mPECs, welche
von End.LepR-WT und -KO Mausen isoliert wurden, sowie in unverletzten Carotisarterien
und vaskularen Lasionen von normalgewichtigen und Ubergewichtigen End.LepR-WT

und -KO Mausen naher untersucht.
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Zur Verifizierung der Befunde wurden Ko-Inkubations- und Antagonisierungs-
Experimente von murinen aortalen glatten Muskelzellen (MOVAS) mit den Zellkultur-

uberstanden LepR-defizienter mPECs durchgefihrt.

Die Untersuchung der potentiellen mechanistischen Zusammenhange erfolgte in mMPECs
von LepR-defizienten Mausen und humanen umbilikalen vendsen Endothelzellen
(HUVECS).
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2. Material

2.1 Gerate

Gerat Firma

Absaugsystem VACUSAFE INTEGRA Biosciences AG, Zizers, CH
Autoklav Webeco GmbH matachana group, Selmsdorf

Blutdruckmesssystem CODA™ Monitor,
nicht-invasiv fur Mause und Ratten

Kent Scientific Corporation, Torrington, CT,
USA

Brenner Olympus U-RFL-T

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Chemilumineszenz-System Intas ChemilLux
Imager CSX-1400M

Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen

Eismaschine AF 100

Scotsman Ice Systems, Mailand, |

Elektrophorese- und Blotting-Apparatur
Mini-PROTEAN® Tetra Cell and Mini Trans-
Blot® Module (Tank, Deckel mit Anschluss,
Elektrophorese-Glasplattenhalter, Blotting-
Gelkassettenhalter mit Kassetten, Schwamme,
Kihlelement)

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

Elektrophorese System Sub-Cell® GT
(mit GelgieRBvorrichtung, Gelschalen,
Wasserwaage rund, 20-Well Kdmme)

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

Feinwaage MC1 Analytic AC 210 S

Sartorius, Gottingen

Folienschweil3gerat

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

GelgieR-Apparatur Mini-PROTEAN®
Tetra Cell (GelgieRstand, Glasplattenhalter,
Dichtung, Glasplatten mit 1,0 mm Spacer,
Glasplatten kurz, 10-Well Kdmme)

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

Homogenisierer MICCRA D-1 mit
Dispergierwerkzeug fur Kleinstmengen

MICCRA GmbH, Millheim

Infrarotlampe

Beurer GmbH, Ulm

Inkubator New Brunswick™ Galaxy® 170 S

Eppendorf AG, Hamburg

Kaltlichtquelle KL 1500 compact
(Gewebeentnahme)

Schott AG, Mainz

Kaltlichtquelle High lighter 3100 (Maus-OP)

Olympus Europe, Hamburg

Kamera MicroPublisher 5.0 RTV

Qlmaging, Surrey,BC, CA

Kamera Moticam 5

Motic Deutschland GmbH, Wetzlar

Konfokalmikroskop Zeiss LSM 710

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

Kryostat Leica CM3050 S

Leica Biosystems GmbH, Wetzlar

Kuhl-und Gefrierschranke

Liebherr-International AG, Bulle, CH

Lupenlampe varioLEDflex

Fine Science Tools®, Heidelberg

Magnetheizrihrer VMS - C7

VWR international, Radnor, PA, USA
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Magnetriihrer IKA® C-Mag MS 7

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Magnetrihrer VS - C4

VWR international, Radnor, PA, USA

Mikroskop Motic AE31 (mikroskop. Kontr.)

Motic Deutschland GmbH, Wetzlar

Mikroskop Motic BA210E (Zellkultur)

Motic Deutschland GmbH, Wetzlar

Mikroskop Olympus BH2 (mikroskop. Kontr.)

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Mikroskop Olympus BX51 (Histologie)

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Mikrotom Leica RM2245

Leica Biosystems GmbH, Wetzlar

Mikrowelle (Histologie)

Sharp K.K., Osaka, Japan

Mikrowelle (Agarosegele)

Severin Elektrogerate GmbH, Sundern

Monochromator flir Mikrotiterplatten
Infinite® 200 PRO NanoQuant

Tecan Group Ltd., Mannedorf, CH

Multi-Rotator PTR-35

Grant Instruments, Cambridgeshire, UK

Paraffinausgief3station Leica EG 1150 H
mit Kihlplatte EG 1150 C

Leica Biosystems GmbH, Wetzlar

pH-Meter pH 1000 L

VWR international, Radnor, PA, USA

Photometer BioPhotometer®

Eppendorf AG, Hamburg

Real-Time PCR System StepOnePlus™

AppliedBiosystems® by Llife Technologies™,
Carlsberg, Kalifornien, USA

Schwenktisch (Duomax 1030; Polymax
1040; Titramax 1000)

Heidolph Instruments GmbH & Ko. KG,
Schwabach

Stereomikroskop SZ40 (Maus-OP)

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Stereomikroskop VisiScope® SZB 350 OH
(Gewebeentnahme)

VWR international, Radnor, PA, USA

Sterilwerkbank Heraeus HeraSafe KS 15

Thermo Electron LED GmbH (Thermo Fisher
Scientific Inc.), Langenselbold

Stickstofftank Locator JR

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

Streckbadkombination

MEDAX GmbH & Co.KG, Neumiinster

Stromquelle PowerPac™ Power Supply
- Basic (Elektrophorese)
- HC High-Current (Western Blot-Transfer)

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

Thermoblock ThermoStat plus

Eppendorf AG, Hamburg

Thermocycler Mastercycler® nexus gradient

Eppendorf AG, Hamburg

Thermomixer ThermoMixer C

Eppendorf AG, Hamburg

Trockenschrank DRY-Line®

VWR international, Radnor, PA, USA

Ultratiefkihlschrank New Brunswick™
Innova® U725-G

Eppendorf AG, Hamburg

UV-Geldokumentationskammer

Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Goéttingen

Vortexmischer Vortex-Genie® 2

Scientific Industries, Inc., New York, USA

Waage MC1 Laboratory LC 2200 P

Sartorius, Goéttingen
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Warmeschrank Heratherm®

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Warmeplatte (Maus-OP)

Vogel GmbH & Co KG, Fernwald

Warmeplatte Hot Plate 062 mit Regler
(Gewebeentnahme)

Labotect GmbH Labor-Technik-Géttingen,
Rosdorf

Wasseraufbereitungsanlage PURELAB
Ultra

Elga LabWater by Veolia Water
Technologies, Celle

Wasserbad

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel

Zentrifuge 5424 R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge mit Ausschwingrotor 5870 R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge FastGene Mini

Nippon Genetics Europe GmbH, Diren

Zentrifuge miniSpin

Eppendorf, Hamburg

2.2 Software

Programm

Firma

AlphaEaseFC 4.0

Alpha Innotech, San Leandro, CA, USA

GraphPad Prism 6.03

GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA

Image-Pro Plus 7.0

Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD, USA

Imaged 1.46r

Wayne Rasband

Intas GDS Version 3.34

Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Géttingen

Magellan™-Data Analysis Software 7.1 SP1

Tecan Group Ltd., Mannedorf, CH

StepOne Software v.2.3

AppliedBiosystems® by Life Technologies™,
Carlsberg, CA, USA

2.3 Zubehor und Hilfsmittel

Artikel Firma
Abwurfbehalter Sharpsafe® P.J. Dahlhausen & Co. GmbH, Kéln
Becherglaser DURAN® DURAN Produktions GmbH & Co. KG,

(600 ml; 250 ml; 100 ml)

Mainz

Behalter fur Reagenzentnahme mit
Mehrkanalsystemen

Eppendorf AG, Hamburg

Chemikalienléffel, doppelseitig

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Dispenser Eppendorf Varispenser®

Eppendorf AG, Hamburg

Dopplerschall-Kopf Transonic® Flowprobe

Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, USA

Einzelstander fur 50 ml-Zentrifugenréhrchen

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Eiswannen Magic Touch 2™

Bel-Art Products, Wayne, NJ, USA
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Farbeeinsatz mit Drahtbugel

VWR international, Radnor, PA, USA

Farbeglaskivetten mit Deckel

VWR international, Radnor, PA, USA

Farbekasten nach Hellendahl mit Deckel

VWR international, Radnor, PA, USA

Federschere, Vannas-TUbingen
(8,5 cm; gerade; Art.Nr. 15003-08)

Fine Science Tools®, Heidelberg

Glaser mit Schraubdeckel (20 ml)

VWR international, Radnor, PA, USA

Haltehebel (aus Korkpinn und Blroklammer)

Schreibwarenbedarf

Hitze- und Kalteschutz

VWR international, Radnor, PA, USA

ImmEdge Hydrophobic Barrier PAP Pen

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Inkubationsschalen fir Immunhistologie

Rosti Mepal (Mepal BV), Lochem, NL

Inkubationsschalen fir Western Blot,
MINI (16 x 115 mm), MIDI (90 x 90 mm)

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Kanister mit Ablasshahn Nalgene®

VWR international, Radnor, PA, USA

Kryo-EinfriergefaR fiir Zellen Nalgene®

VWR international, Radnor, PA, USA

Kuhlakku fir PCR-Gefalke PCR-Cooler

Eppendorf AG, Hamburg

Laborflaschen DURAN® mit PP-Schraub-
kappe (1000 ml; 500 ml; 250 ml; 100 ml)

DURAN Produktions GmbH & Co. KG,
Mainz

Laborflasche, Braunglas, vierkant

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Magnetrihrstabchen und -Entferner

VWR international, Radnor, PA, USA

Messzylinder Kartell®
(2000 ml; 1000 ml; 500 ml; 100 ml)

VWR international, Radnor, PA, USA

Mikrotomklingen Leica DB80 LS

Leica Biosystems GmbH, Nussloch

Mikrovolumen-Messzelle Eppendorf
uCuvette® G1.0

Eppendorf AG, Hamburg

Mikrowellenbehélter mit Deckel Clip Pac®

Picnic Plast Industrial Co.,Ltd., Bangkok, TH

Multikanal(12-Kanal)-Pipette Eppendorf
Research® plus (30 - 300 pl)

Eppendorf AG, Hamburg

Multipette® Eppendorf M4

Eppendorf AG, Hamburg

Nadelhalter, Mayo-Hegar (16 cm; gerade)

Megro, Wesel

Objekttrager-Boxen

Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, USA

Objekttrager-Mappen

VWR international, Radnor, PA, USA

Pinzette (10 cm, gezahnt);
gerade (11150-10); gebogen (11151-10)

Fine Science Tools®, Heidelberg

Pinzetten, fein Dumont #5/45 (11251-35)

Fine Science Tools®, Heidelberg

Pipette Eppendorf Reference®2 (0,1 - 2,5 ul)

Eppendorf AG, Hamburg

Pipetten Eppendorf Research® plus
(100 - 1000 pl; 10 - 100 pl; 0,5 - 10 pl)

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettenblichse flir Pasteurpipetten

GLW Storing Systems GmbH, Wiirzburg

Pipettierhilfe Eppendorf Easypet® 3

Eppendorf AG, Hamburg
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Racks fir Falcons (50 ml; 15 ml)

VWR international, Radnor, PA, USA

Racks flir Reaktionsgefalie

VWR international, Radnor, PA, USA

Schere (8,5 cm; gerade, spitz; 14084-08)

Fine Science Tools®, Heidelberg

Spatel Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe
Stoppuhr Hanhart GmbH, Gitenbach
Stoppuhr TFA Dostmann GmbH & Co. KG, Wertheim

Spritzflasche Nalgene®

VWR international, Radnor, PA, USA

Spriihflasche BURKLE LaboPlast®

VWR international, Radnor, PA, USA

Thermometer

Ludwig Schneider GmbH & Co. KG,
Wertheim

Trichter

VWR international, Radnor, PA, USA

Zahlhilfe

Baumer IVO GmbH & Co. KG, Villingen-
Schwenningen

Zahlkammer Neubauer

LO - Laboroptik Ltd, Lancing, UK

Zylinderglas DURAN® mit Knopfdeckel
(1000 ml, H6he 120 mm, & 120 mm)

DURAN Produktions GmbH & Co. KG,
Mainz

2.4 Verbrauchsmaterialien

Artikel

Firma

Adhasive qPCR Folie

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Aluminiumfolie Universal

VWR international, Radnor, PA, USA

Chirurgisches Nahtmaterial Ethilon 6-0
Polyamid (697H)

Ethicon, division of Johnson & Johnson
Medical Limited, Livingston, SCO

Deckglaser (24 x 60 mm, #1)

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig

Deckglaser, rund, Borosilikatglas
(Durchmesser 13 mm, #1)

VWR international, Radnor, PA, USA

Einbettkassetten, weil Bio-Net

Engelbrecht Medizin- und Labortechnik
GmbH, Edermiinde

Entsorgungsbeutel, Polypropylen

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Filterpapier (MN 615 4; @ 150 mm)

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Dlren

Filterpapier Whatman® No.1

Whatman® by GE Healthcare, Little Chalfont,
UK

Fixierklebeband TimeMed® Labeling
Systems

VWR international, Radnor, PA, USA

Folienhalbschlauch

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Gefrierbehalter Nalgene™

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Gel Blotting Paper Whatman™ Grade
GB005

GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK

Handschuhe Supreno® Nitril

Microflex Corporation, Reno, RV, USA
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Handschuhe Vasco® Nitril

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Handschuhe Sempercare® Latex

Semperit AG, Wien, A

Insulinspritzen Omnican® U-40 Insulin
(30G x 1/2%)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Kanulen Microlance™ 3

(20G x 172" = Nr.1 /0,9 x 40 mm)

BD (Becton, Dickinson and Company), NJ,
USA

Klarsichtfolie, glasklar herlitz

Pelikan AG, Berlin

Klebepunkte, farbig, fir 1,5 ml Réhrchen
VWR Cryo-Pro® Labels

VWR international, Radnor, PA, USA

Kompressen MaiMed®

MaiMed GmbH, Neuenkirchen

Korkplatten (zugeschnitten ca. 8 x 10 cm)

Baumarkt

Kosmetiktliicher

WEPA Professional GmbH, Arnsberg

Kryoeinbettformen Tissue-Tek® Cryomold®
(10 x 10 x 5 mm)

Sakura Finetek Europe B.V., Alphen am
Rhein, Niederlande

Kryoréhrchen CryoTube™ Vials

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Medizinisches Kunstseidenpflaster
(2,5cm x 9,1 m)

3M™ Durapore™, St. Paul, MN, USA

Mikrotiterplatte mit Deckel, transparent
Nunc™ MicroWell™ F 96-Well

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Mikrotiterplatte MicroAmp® Fast Optical 96-
Well Reaction Plate with Barcode (0,1 ml)

AppliedBiosystems® by Life Technologies™,
Carlsberg, CA, USA

Multipettenspitzen Combitips advanced®
(5 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Nitrocellulose Blotting Membran
Amersham™Protran™0,45 um NC

GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK

Objekttrager Superfrost Ultra Plus®
(J4B00AMNZ)

Thermo Fisher Scientific Gerhard Menzel
B.V. & Co. KG, Braunschweig

Paraffin Surgipath® Paraplast®

Leica Biosystems GmbH, Wetzlar

Parafilm®

Bemis Flexible Packaging, Neenah, WI, USA

Pasteurpipetten ohne Wattestopfen, steril
(Kalksoda-Klarglas, Gesamtlange 230 mm)

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Pasteurpipetten (Glas, 150 mm)

VWR international, Radnor, PA, USA

Perfusionsbesteck mit Fliigeln BD Valu-
Set™ (blau)

BD (Becton, Dickinson and Company), NJ,
USA

Pipettenspitzen TipOne®
(1000 pl Blue Graduated; 200 pl Yellow; 10
pl XL Graduated)

Starlab International GmbH, Hamburg

Pipettenspitzen mit Filter TipOne® (steril)
(1000 pl; 300 ul Graduated; 100 pl Bevelled;
10/20 ul XL Graduated)

Starlab International GmbH, Hamburg

Pipettenspitzen mit Filter, Gel-Load

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

ProzeRwischtiicher Kimtech

Kimberly-Clark Corporation, Dallas, TX, USA
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Reaktionsgefalle Eppendorf Safe-Lock
Tubes farblos (5 ml; 2 ml; 1,5 ml; 0,5 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Reaktionsgefalie PCR Soft Tubes
(0,2 ml; farblich gemischt)

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Reaktionsgefalle PCR 8er-Strips (0,2 ml)

Brand GmbH + CO KG, Wertheim

Serologische Pipetten CELLSTAR®
(10 ml; 25 ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Serologische Pipetten CELLSTAR®, steril,
einzeln verpackt (10 ml; 25 ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Skalpell Nr. 11, Einweg, steril

VWR international, Radnor, PA, USA

Spritze Discardit Il (5 ml)

BD (Becton, Dickinson and Company), New
Jersey, USA

Spritzen Omnifix®-F
(1 ml; 5 ml; 10 ml; 20 ml)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Spritzenfilter, 25 mm; 0,2 um SFCA
Nalgene™

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Stempel (von Injekt®, 2 ml)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Sterilisations-Klebeband (Dampf, Heil3luft)

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Transferpipetten 5,8 ml (15,5 cm; 14,7 cm)

VWR international, Radnor, PA, USA

Transferpipetten (3,5 ml; 1 ml)

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Ticher, fusselfrei VWR® Light-Duty Tissue
Wipers

VWR international, Radnor, PA, USA

Verschlusskappen mit Farbkodierung
Nunc™ CryoTube™

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Wigeschalen, Einweg Rotilabo® (330 ml)

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Wageschiffchen, Einweg
(5 ml; 25 ml; 100 ml)

VWR international, Radnor, PA, USA

Wattestabchen (15 cm)

medical care & serve industry®, Willich

Zellkammer-Objekttrager, 4-Well Nunc™
Chamber Lab-Tek®ll Slide™

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Zellkulturflasche, 25 cm? Nunc™
EasYFlask™ Nuclon™ Delta Surface

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Zellkulturschale (PS, 100/20 mm, steril)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Zellkulturschale, 6-Well Nunc™ - Nuclon™
Delta Surface

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Zellschaber, 28 cm Grifflange, steril

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Zellsieb, 70 ym Falcon®

Corning Inc., Cornuing, NY, USA

Zellstoff Zickzack Handtlicher

Basisbedarf Universitatsmedizin Géttingen /
Mainz

Zentrifugenréhrchen, konisch
(15 ml; 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
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2.5 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie / Reagenz

Firma

AB (Antibody) Diluent

Dako North America, Inc., Carpinteria, CA,
USA

Aceton, reinst

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Acrylamide Mix 30% Rotiphorese® Gel 30

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Agarose, Broad Range

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Albumin, Fraktion V
- pH 5,2 (fir die Proteinanalyse)

- endotoxin-gepriift, CELLPURE®

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat, fur die
Molekularbiologie

AppliChem GmbH, Darmstadt

Augensalbe Bepanthen®

Bayer AG, Leverkusen

Chloroform

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Citronensaure Monohydrat

Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim

D(+)-Saccharose

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

DirectPCR® Lysis Reagent
Tail (mouse); Cell

Peqglab by VWR Life Science Competence
Center, Erlangen

Dimethylsulfoxid (fir die Zellkultur)

AppliChem GmbH, Darmstadt

EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat, zur Analyse

AppliChem GmbH, Darmstadt

EDTA-L6sung, 0,5 M (100x)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

EDTA-L6sung, 0,5 M, pH 8,0 (fir die
Molekularbiologie)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Einbettmedium Tissue-Tek® O.C.T.™
Compound

Sakura Finetek Europe B.V., Alphen am
Rhein, NL

Eindeckmittel Entellan®

Merck KGaA, Darmstadt

Eindeckmittel Fluorescence Mounting
Medium

Dako North America, Inc., Carpinteria, CA,
USA

Eindeckmittel Immu-Mount™

Thermo Fisher Scientific™ Shandon™,
Waltham, MA, USA

Eisen(lll)-chloride-Hexahydrate

Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim

Ethanol absolut, fiir die Molekularbiologie

AppliChem GmbH, Darmstadt

Ethanol, = 99,5%, reinst

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Ethanol vergallt = 99,8%, mit ca. 1% MEK

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Ethanol vergallt 96%, mit ca. 1% MEK

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Ethanol vergallt 70%, mit ca. 1% MEK

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Gelatine-Lésung, Typ B, 2% in H,O, flr die
Zellkultur, steril

Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim

Glycin 299%, Blotting-Grade

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe
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Hamatoxylin

Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim

Hamatoxylin Gill Nr.3

Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim

Immersionsol IMMOL-F30CC

Olympus, Tokio, Japan

lod

Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim

Isopropanol (2-Propanol)

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Kaliumiodid

Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim

Lammli-Puffer (4x)

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

2-Mercaptoethanol

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Methanol

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Methanol 299,9 %, Blotting-Grade

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Milchpulver, Blotting-Grade, fettarm

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Natriumchlorid

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Natriumchlorid-Lésung, 5 M, fir die
Molekularbiologie

AppliChem GmbH, Darmstadt

Natriumchloridlésung 0,9%

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Natriumthiosulfat-Pentahydrat

Merck KGaA, Darmstadt

Natronlauge 40%, reinst

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Natronlauge 2 mol/l

AppliChem GmbH, Darmstadt

Normal Goat Serum

Abcam®, Cambridge, UK

Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim

Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7.4
(10x)

Gibco® by Life Technologies™, Carlsberg,
CA, USA

Ponceau S-Lésung

AppliChem GmbH, Darmstadt

Roti®-Block (10x Konzentrat)

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

RNAse AWAY

Molecular BioProducts, Inc., San Diego, CA,
USA

Salzsaure 20%

AppliChem GmbH, Darmstadt

Salzsaure Mallésung (1 M)

AppliChem GmbH, Darmstadt

SDS-Lésung 10%, fur die Molekularbiologie

AppliChem GmbH, Darmstadt

Schnelldesinfektion Terralin® liquid

Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt

TAE Puffer Rotiphorese® (50x)

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

TEMED 299%, p.a., fur die Elektrophorese

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

TRI Reagent® Solution

Ambion® by Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA

TRIS 299,9%, Blotting-Grade

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

TRIS Hydrochlorid

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Tris/Glycine/SDS Elektrophorese Puffer
(10x)

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA
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Triton®-X100 Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe
Tween® 20 AppliChem GmbH, Darmstadt

Van Gieson-L6sung

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Wasserstoffperoxid (H,O,) 30%

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

Xylol (Isomere)

Carl Roth® GmbH & Co, Karlsruhe

Zinkformalin Konzentrat Zinc Formal-FIXX™
Concentrate

Thermo Fisher Scientific™ Shandon™,
Waltham, MA, USA

2.6 ELISA und Kits

ELISA

Firma

Mouse soluble Leptin Receptor-ELISA
(sLEPR) (E03S0266)

BlueGene Biotech., Shanghai, China

Quantikine® ELISA Immunoassay
- Endothelin-1 (DET-100)
- Mouse/Rat Leptin (MOBO0O0)

R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA

6-keto Prostaglandin F1a (PGF,) ELISA Kit
(ADI-900-004)

Enzo Life Sciences (ELS) AG, Lausen, CH

Kit

Firma

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay

Promega Corporation, Fitchburg, WI, USA

Chemilumineszenz-(ECL)-HRP-Substrat
SuperSignal™ West

- Pico Chemiluminescent Substrate
- Femto Maximum Sensitivity Substrate

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

DNA-Isolation:

Genomic DNA from tissue NeucleoSpin®
Tissue XS Kit

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Dlren

Griess Reagent System

Promega Corporation, Fitchburg, WI, USA

Immunhistochemie (IHC):

- VECTASTAIN® Elite® ABC Kit (PK-6100)
- AEC Peroxidase Substrate Kit (SK-4200)
- DAB Peroxidase Substrate Kit (SK-4100)

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Proteinbestimmung:
BCA Protein Assay Kit Pierce™

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Quantitative kolorimetrische Bestimmungen:
EnzyChrom™

- Cholesterol Assay Kit (ECCH-100)

- Glucose Assay Kit (EBGL-100)

- Triglyceride Assay Kit (ETGA-200)

BioAssay Systems, Hayward, CA, USA
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2.7 Enzyme, Inhibitoren und Hormone

Artikel

Firma

Enzyme:

- Accutase StemPro® Accutase® Cell
Dissociation Reagent

- 2,5% Trypsin (10x), no phenol red

- Trypsin-EDTA (0,25%), phenol red

- Proteinase K-Lésung peqGOLD
[20 mg/ml]

- Collagenase A (LS004154)
- Collagenase Typ Il (CLSS-2)

Gibco® by Life Technologies™, Carlsberg,
CA, USA

Peqlab by VWR Life Science Competence
Center, Erlangen

Worthington Biochemical Corp., Lakewood,
NJ, USA

Inhibitoren:

- AEBSF (4-(2-Aminoethyl) benzensulfonylfluorid)

- Pepstatin A

- Protease and Phosphatase Inhibitor
Cocktail (100X) Halt

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Endothelin-Rezeptor (ETag)-Antagonist
(PD 145065)

Calbiochem®, Merk Millipore, Darmstadt

PPARy-Antagonist (TO070907)

Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim

Recombinant Mouse Leptin (498-OB)

R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA

2.8 Marker und Farbstoffe

Artikel

Firma

Marker:

- DNA-Ladder (100 bp) 500 pg/ml
(N3231L)

- Protein-Marker Precision Plus Protein™
Dual Color Standards (#1610374)

New England Biolabs (NEB) Inc., Ipswich,
MA, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

Farbstoffe:

- DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol
Dihydrochlorid)
DRAQ5™ (1,5-bis([2-(Dimethylamino)ethyl]
amino)-4,8-Dihydroxyanthracene-9,10-dione);
Far-Red Fluorescent Live-Cell Permeant
DNA Dye; 5mM)

- Midori Green Advance

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

eBioscience, Inc., San Diego, CA , USA

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Lectin:

- Texas Red® labeled Lycopersicon
Esculentum (Tomato) Lectin (LEL, TL)
(TL-1176)

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
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2.9 PCR-Reagenzien (PCR, RT-PCR und qPCR)

Reagenz

Firma

DNA Polymerase Go Taq® G2 Flexi (5 U/ul) mit
5X Green GoTaq®Flexi Buffer und 25 mM MgCl,
(Kit; M7806)

Promega Corporation, Fitchburg, WI,
USA

Genotypisierungs-Primer (Sequenzen siehe
Abschnitt 2.10)

Eurofins MWG Operon ECommerce —
Eurofins Genomics, Ebersberg

MgCl, (25 mM; A3511)

Promega Corporation, Fitchburg, WI,
USA

M-MLV Reverse Transkriptase mit M-MLV
Reverse Transcriptase 5X Reaction Buffer
(M1701)

Promega Corporation, Fitchburg, WI,
USA

PCR Nucleotide Mix (10 mM dNTPs; C1145)

Promega Corporation, Fitchburg, WI,
USA

Random Hexamer Primer (C1181)

Promega Corporation, Fitchburg, WI,
USA

Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor
(RNAse inhibitor; 40 U/ul; N2515)

Promega Corporation, Fitchburg, WI,
USA

RT-Primer und gPCR-Primer (Sequenzen siehe
Abschnitt 2.10)

Eurofins MWG Operon ECommerce —
Eurofins Genomics, Ebersberg

SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green
Supermix (172-5274)

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,

USA

Wasser, nuklease-freies, DEPC-behandelt,
steril und autoklaviert

Carl Roth® GmbH + Co, Karlsruhe

2.10 Primer
Genotypisierung
Sequenz 5' - 3'
Tie2.CreER™ Tie2.Cre1 CGA GTG ATG AGG TTC GCA AG
Tie2.Cre2 TGA GTG AAC GAA CCT GGT CG
SMMHC-CreER™ SMWT1 TGA CCC CAT CTC TTC ACT CC
SMWT?2 AAC TCC ACG ACC ACC TCATC
phCREAS AGT CCC TCA CAT CCT CAG GTT
LepR"* LepR™*1 GTC ACC TAG GTT AAT GTATTC
LepR™*2 TCT AGC CCT CCA GCA CTG GAC
LepR® LepR™*1 GTC ACC TAG GTT AAT GTATTC

LepR®

GCA ATT CAT ATC AAAACG CC
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RT-PCR Primer (murin)*
Bezeichnung Gen Sequenz 5' - 3' Produkt
(bp)

Actin, beta Actb for— TGG AAT CCT GTG GCATCC ATG AAAC 349
rev—TAA AAC GCA GCT CAG TAACAGTCC G

Calponin 1 Cnn1 for— CCA GCA TGG CCA AGA CAA AAG 190
rev— GGA TCA TAG AGG TGA CGC CG

CD31 Cd31 for— GTC ATG GCC ATG GTC GAG TA 261
rev— CTC CTC GGC GAT CTT GCT GAA

LeprRshort Lepra for— ACA CTG TTA ATT TCA CAC CAG AG 237
rev— AGT CAT TCA AAC CAT TAG TTT AGG

LepRiong Leprb for— GTG TGA GCATCT CTC CTG GAG 533
rev— ACC ACA CCA GAC CCT GAA AG

Sm-MHC Myh11  for— CCA CCA GGA GAG GAA ACG AG 169
rev—TTT CCC TGA CAT GGT GTC CAATC

Sm22 Tagin for— GTG AGC CAA GCA GAC TTC CAT 182
rev—TGT TGA GGC AGA GAAGGC TTG

qPCR Primer (murin)*

Bezeichnung Gen Sequenz 5' - 3' Produkt

(bp)

18S ribosomal Rn18S for— CGA AAG CAT TTG CCA AGA AT 271

RNA rev— GAG GTT TCC CGT GTT GAG TC

Actin, beta Actb for— GCA GGA GTACGA TGA GTC CG 74
rev— ACG CAG CTC AGT AAC AGT CC

Calponin 1 Cnn1 for— CCA GCA TGG CCA AGA CAA AAG 190
rev— GGA TCA TAG AGG TGA CGC CG

CD31 Cd31 for— GCG CAG GAC CAC GTG TTAGT 64
rev— CCT GCA ATT TGA ATC CGG AC

COX-1 Ptgs1 for— CTG GGAGTC CTT CTC CAATGT G 251
rev—TGG TAA AGC CAG GAC CCATCT

COX-2 Ptgs2 for—AAG ACT TGC CAG GCT GAACT 150
rev—CTT CTG CAG TCC AGG TTC AA

Cyclin D1 CCnd1 for— GTT CGT GGC CTC TAA GAT GAA GGA 129
rev—CAC TTGAGC TTG TTC ACC AGA AGC

eNOS Nos3 for— TGA AGA TCT CTG CCT CACTCATG 78
rev—AGT CTC AGA GCC ATACCAGAATGG TT

ET-1 Edn1 for— AGA AGTT GAC GCA CAACCGA 228

(Endothelin-1) rev— AGA CAG GCT AGG GAA CAC CT

FGF2 Fgf2 for— AGC GGC TCT ACT GCA AGA AC 183

rev—GCC GTC CAT CTT CCT TCATA
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ICAM2 Icam2  for— TAT GAG CCG ATG CAG GAC AAC 108
rev— GTG CTG GCC AAA GAT AAA GCATAG

iNOS Nos2 for— GAG CCA CAG TCC TCTTTG CTA 158
rev—TGT CAC CAC CAG CAG TAG TTG

Leprsport Lepra for— GAA GTC TCT CAT GAC CAC TAC AGATGA 98
rev—TTG TTT CCC TCC ATC AAA ATG TAA

Lepriong Leprb  for— GCATGC AGA ATC AGT GAT ATT TGG 81
rev— CAA GCT GTATCG ACACTGATTTCT TC

PDGF-A Pdgfa  for— TGT AAC ACC AGC AGC GTC AA 197
rev—TCT CACCTC ACATCTGTCTCCT

PPARy Pparg  for— CAA GAA TAC CAA AGT GCG ATC AA 69
rev— GAG CTG GGT CTT TTC AGA ATA ATA

TGFB Tgfb1 for— GGT TCATGT CAT GGATGG TGC 170
rev—TGA CGT CAC TGG AGT TGT ACG G

VEGF Vegf for— ACT TGT GTT GGG AGG AGG ATG TC 171

rev—AAT GGG TTT GTCGTG TTTCTG G

* Die Spezifitat der Primer wurde mit Hilfe von Primer-BLAST Uberpruft

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)

2.11 Antikorper

Primér-Antikérper

Name Wirt Methode Art.-Nr. (kion) Firma

beta-Actin Mou mAB WB ab8226 Abcam®, Cambridge, UK

(ACTB) (HUVECsS) (mAbcam 8226)

beta-Actin Rab mAb WB 04-1116 (EP1123Y) Merck Millipore (Merck

(ACTB) (MPECs) KGaA), Darmstadt

CD31 (PECAM-1) Rat mAb IHC, ICC DIA-310 (sz31) Dianova GmbH, Hamburg

CD31 (PECAM-1) Rat mAb IF, ICC sc-18916 SantaCruz Biotechnology
Inc., Dallas, Texas, USA

CD45 (PTPRC) Rat mAb IHC 553076 3o-F11) BD Pharmingen™ (Becton,
Dickinson and Company),
Franklin Lakes, NJ, USA

c-jun (JUN) RabmAb ICC 60A8 Cell Signaling Technology®,
Cambridge, UK

COX1 (PTGS1) Rab mAb IF ab109025Eprrssssy Abcam®, Cambridge, UK

COX2 (PTGS2) Rab mAb IF ab179800Err12012) Abcam®, Cambridge, UK

Endothelin 1 Rab pAb IF, WB PA3-067 Thermo Fisher Scientific

(EDNT1) Inc., Waltham, MA, USA

eNOS (NOS3) Rab pAb IF ab66127 Abcam®, Cambridge, UK

F4/80 (ADGRE1) Rat mAb IHC MCA497GA Bio-Rad Laboratories, Inc.,

(CL:A3-1)

Hercules, CA, USA
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GAPDH Mou mAb WB #5G4 (Mab 6C5) HyTest Ltd, Turku, Finnland
ICAM2 Rat mAb IF #1925-01 SouthernBiotech,
3C4 (miC2/4) Birmingham, AL, USA
iNOS (NOS2) Rab pAb IF ab15323 Abcam®, Cambridge, UK
Leptin (LEP) GoatpAb IF AF498 R&D Systems Inc.,
Minneapolis, MN, USA
Leptin-Rezeptor Rab pAb IF, WB ab5593 Abcam®, Cambridge, UK
(LEPR)
PCNA Rab mAb IHC ab92552 Epras21)  Abcam®, Cambridge, UK
phospho-STAT3 Rab pAb WB #9134 Cell Signaling Technology®,
(Ser727) Cambridge, UK
phospho-STAT3 RabmAb WB #9145 Cell Signaling Technology®,
(Tyr705) Cambridge, UK
PTEN Rab mAb WB #9188 Cell Signaling Technology®,
Cambridge, UK
PTP1B (PTPN1) Rab mAb WB ab52650 Er1s37y) Abcam®, Cambridge, UK

Smooth Muscle Mou mAb IHC A 2547 (1p4) Sigma-Aldrich® GmbH,

a-Aktin (ACTA2) Steinheim

STAT3 Rab mAb WB #4904 Cell Signaling Technology®,
Cambridge, UK

SOCS3 Rab pAb wB #2932 Cell Signaling Technology®,
Cambridge, UK

VE-Cadherin Rab pAb ICC ab33168 Abcam®, Cambridge, UK

(Cdh5)

Abkilirzungen: Rab, rabbit; mAb, monoklonaler Antikérper; pAb,
Immunzytometrie; IF, Immunfluoreszenz; IHC, Immunhistochemie; WB,

Sekundar-Antikérper

polyklonaler Antikérper; ICC,
Western Blot.

Antikorper

Firma

Immunhistochemie (IHC):
- Biotin-xx goat-anti-rabbit IgG (B2770)
- Biotin-xx goat-anti-rat IgG (A10517)
- Biotin-xx goat-anti-mouse IgG (B2763)

Molecular Probes® by Life
Technologies™, Eugene,
OR, USA

Immunfluoreszenz (IF / ICC):
- Alexa Fluor®555 donkey anti-rat IgG (H+L) (ab150154)
- FITC donkey anti-rat 488 (Novex A18746)

- MFP488 goat anti-rabbit IgG (H+L) (MFP-1008)
- MFP555 goat anti-rabbit IgG (H+L) (MFP-A2428)
- MFP555 donkey anti-goat I9G (H+L) (MFP-A2432)

Abcam®, Cambridge, UK

Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA

MoBiTec GmbH, Gdéttingen
MoBiTec GmbH, Géttingen
MoBiTec GmbH, Géttingen

Western Blot (WB):
- Amersham ECL Mouse IgG, HRP-linked (NA931)
- Amersham ECL Rabbit IgG, HRP-linked (NA934)

GE Healthcare Life
Sciences, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK
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Magnetische Zellseparation

MicroBeads

Firma

- Zellseparator QuadroMACS™
- LS Columns (130-042-401)

- CD 31 MicroBeads, mouse (130-097-418)

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach

2.12 Zelllinien und Zellkulturmedien

Zelllinien

Firma

HUVEC (Human umbilical vein endothelial
cells)

PromoCell GmbH, Heidelberg

MOVAS (MOVAS-1) (ATCC® CRL-2797™)
Murine aortic smooth muscle cells

American Type Culture Collection,
Manassas, VA, USA

Zellkulturmedien, Puffer und Zusatze

Firma

DMEM, high glucose, with L-glutamine
(ATCC® 30-2002)

American Type Culture Collection,
Manassas, VA, USA

DMEM, high glucose, GlutaMAX™
Supplement, pyruvate (31966-021)

Gibco® by Life Technologies™, Carlsberg,
CA, USA

DMEM/F-12, GlutaMax™ Supplement
(31331-028)

Gibco® by Life Technologies™, Carlsberg,
CA, USA

Endothelial Cell Growth Medium Kit
(C-22110)

PromoCell GmbH, Heidelberg

Endothelial Cell Growth Medium MV 2 Kit
(C-22121)

PromoCell GmbH, Heidelberg

Fetal Bovine Serum, qualified, E.U.
approved, South America Origin
(10270-106)

Gibco® by Life Technologies™, Carlsberg,
CA, USA

G418-BC, 30.000 U/ml in WFI, steril
(Aminoglykosid-Antibiotikum zur Selektion)

Biochrom GmbH, Berlin

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS), no
calcium, no magnesium, no phenol red (1x)

Gibco® by Life TechnologiesTM, Carlsberg,
CA, USA

L-Ascorbinsaure, fur die Zellkultur (A4403)

Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim

Pen/Strep (10.000 Units/ml Penicillin
10.000 pg/ml Streptomycin)

Gibco® by Life Technologies™, Carlsberg,
CA, USA

Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7.4
(1x)

Gibco® by Life TechnologiesTM, Carlsberg,
CA, USA
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2.13 Versuchstiere, Versuchstierhaltung und Futtermittel

Mauslinie

Tie2.CreER™

Prof. Bernd Arnold
(DKFZ, Heidelberg) / European Mouse
Mutant Archive (EMMA)

SMMHC-CreER™

Prof. Stefan Offermanns
(Max-Plank-Institut fir Herz- und
Lungenforschung, Bad Nauheim)

LepRioxiiox (B6.129P2-Lepr™Re/J )

Prof. Jeffrey Friedman
(Howard Hughes Medical Institute,
Rockefeller University, NY, USA)

C57BL/6JR]

Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, F

Haltungsfutter und Diaten

Firma

Alleinfuttermittel fir die Haltung von Mausen
R/M-H

ZTE Géttingen: 10 mm Pellets (V1534-0)
TARC Mainz: Extrudat (V1536)

Ssniff® Spezialdidten GmbH, Soest

Hochfettdiat mit 45% kcal% Fett (D12451)

Research Diets, New Brunswick, USA

Spezialfutter mit 400 mg Tamoxifen-Citrat
/ kg Futter (TD55125)

Harlan Laboratories, Inc., Indianapolis, IN,
USA

Kafig und Zubehor

Firma

ZTE Géttingen: Einzelbellftete IVC-Kafige
Typ Il Long (Sealsafe NEXT - IVC Blue Line)
mit Trinkflasche

Tecniplast Deutschland GmbH,
Hohenpeilienberg

TARC Mainz: Kafig Typ 2 (Laufbodenflache
360 cm?; Hohe 14 cm; innenliegender
Gitterdeckel mit herausnehmbarem
Trennblech; Filterhaube; Trinkflasche)

ZOONLAB GmbH, Castrop-Rauxel

Einstreu und Nistmaterial

Standardmaterial Versuchstiereinrichtung

2.14 Anasthesie

Anasthetikum

Firma

Isotone Natriumchloridlésung 0,9% (steril, fir
Injektionen)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Ketamin 10% (Injektionsldsung)

(als Ketaminhydrochlorid;1 ml Injektionslésung entsprechen
100 mg Ketamin)

Medistar Arzneimittelvertrieb, Ascheberg

Xylazin 2% (Injektionslésung)

(als Xylazinhydrochlorid; 1 ml Injektionslésung entsprechen
20 mg Xylazin)

CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH,
Burgdorf

Isofluran Forene® 100% (V/V)
Inhalationsnarkotikum

AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG,
Ludwigshafen




44

2. Material

2.15 Zusammensetzung und Herstellung der Losungen

Begriffserlduterung: Bei der Verwendung von ddH,0O handelte es sich um Reinstwasser,

welches Uber die Wasseraufbereitungsanlage PURELAB Ultra aufbereitet wurde.

Maus-Operation

10%ige Eisenchlorid-L6sung Eisen(lll)-chloride-Hexahydrate 19
(an jedem OP-Tag frisch angesetzt) ddH,O auf 10 ml
Fixierung zur Paraffineinbettung
Zinkformalin-Gebrauchslésung Zinkformalin Konzentrat 200 ml
ddH,O 800 ml
Fixierung zur Gefriereinbettung
4%ige Paraformaldehyd (PFA)- Paraformaldehyd 49
Losung PBS (1x) auf 100 ml
15%ige Saccharose-Lésung D(+)-Saccharose 15¢
PBS (1x) auf 100 ml
30%ige Saccharose-L6sung D(+)-Saccharose 30g
PBS (1x) auf 100 ml
Verhoeff’s Elastica-Farbung
10%ige alkoholische Hamatoxylin- Hamatoxylin 1049
Lésung Ethanol vergéllt > 99,8% auf 1000 ml
10%ige Eisenchlorid-Losung Eisen(lll)-chloride-Hexahydrate 100 g
ddH,0 auf 1000 ml
Verhoeff’s lod-L6sung lod 29
Kaliumiodid 49
ddH,O auf 100 ml
Verhoeff’s Elastica-Gebrauchslésung 10%ige alkohol. Hdmatoxylin-Lsg. 50 ml
Ethanol vergallt = 99,8% 50 ml
10%ige Eisenchlorid-Lésung 50 ml
Verhoeff's lod-Lésung 50 ml
2%ige Eisenchlorid-Differenzierungs- Eisen(lll)-chloride-Hexahydrate 20g
Losung ddH,0 auf 1000 ml
5%ige Natriumthiosulfat-Pentahydrat- Natriumthiosulfat-Pentahydrat 50 g
Losung ddH,0 auf 1000 ml
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Immunhistochemie (IHC) / Immunfluoreszenz (IF) / Immunzytochemie (ICC)

Phosphate Buffered Saline (PBS) PBS pH 7,4 (10x) 100 ml

pH 7,4 (1x) ddH,0O 900 ml

3%ige H,0,-L6sung in Methanol Methanol 450 ml
Wasserstoffperoxid (H.O,) 30% 50 ml

50%iger Ethanol Ethanol vergallt = 99,8% 500 ml
ddH,0 500 ml

0,2%iger Triton-X100-Puffer PBS pH 7,4 (1x) 499 ml
Triton-X100 1Tml

0,05%iger Triton-X100-Puffer Triton-X100 250 pl
PBS pH 7,4 (1x) auf 500 ml

0,1 M Citratpuffer, pH 6,0 (10x) Citronensaure Monohydrat 21,01g

(Stammlésung) ddH,O auf 1000 ml
pH auf 6,0 eingestellt

0,01 M Citratpuffer, pH 6,0 (1x) 0,1 M Citratpuffer, pH 6,0 (10x) 100 ml

(Gebrauchslésung) ddH,O 900 ml

0,1 M Tris/ 0,01 M EDTA, pH 9,0 (10x)  TRIS 299,9 %, Blotting-Grade 12,1g

(Stammlésung) EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat 3,72 g
ddH,0O auf 1000 ml
pH auf 9,0 eingestellt

0,01 M Tris/ 0,001 M EDTA, pH 9,0 (1x) 0,1 M Tris/ 0,01 M EDTA, pH 9,0

(Gebrauchslésung) (10x) 100 ml
ddH.0 900 ml

10%iges Normal Goat Serum PBS pH 7,4 (1x) 4500 pl

in PBS (1x) Normal Goat Serum 500 pl

5%iges Normal Goat Serum PBS pH 7,4 (1x) 4750 pl

in PBS (1x) Normal Goat Serum 250 pl

Blockierungs-Puffer | Albumin, Fraktion V, pH 5,2 (fur 19

(1%iges BSA mit 0,1%igem Triton-X100  die Proteinanalyse) 1ml

in PBS (1x)) 10%iger Triton-X100-Puffer auf 100 ml
PBS pH 7,4 (1x)

Blockierungs-Puffer Il PBS pH 7,4 (1x) 4600 pl

(5%iges Normal Goat Serum mit Normal Goat Serum 250 pl

o o '

0,3%igem Triton-X100 in PBS (1x)) 10%iger Triton-X100-Puffer 150

1%iges BSA in PBS (1x) Albumin, Fraktion V, pH 5,2 (fur
die Proteinanalyse) 1g
PBS pH 7,4 (1x) auf 100 ml

DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) DAPI 25 mg

(5 mg/ml Stammldsung) ddH,0 (steril) 5 ml

DAPI Gebrauchslésung PBS pH 7,4 (1x) 2500 pl

(Stammlésung 1:5000 verdunnt) DAPI (5 mg/ml) 0,5l
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Genotypisierung
Lyse-Reagenz (pro Reaktionsansatz fir ~DirectPCR® Lysis Reagent Tail 200 pl
0,5 cm Mausschwanz-Biopsie) (mouse)
Proteinase K-Lésung peqGOLD 2yl
[20 mg/ml] (0,2 mg/ml)
Lyse-Reagenz (pro Reaktionsansatz fir ~DirectPCR® Lysis Reagent Tail 150 pl
0,2 — 0,3 cm Mausschwanz-Biopsie) (mouse)
Proteinase K-Lésung peqGOLD 1,5 ul
[20 mg/ml] (0,2 mg/ml)
Lyse-Reagenz (flur Zellen pro 6-Well) DirectPCR® Lysis Reagent Cell 140 pl
Proteinase K-Lésung peqGOLD 1,4 ul
[20 mg/mi] (0,2 mg/ml)
RNA-Isolation
75%iger Ethanol Ethanol absolut, fur die 30 ml
Molekularbiologie
Wasser, nuklease-freies, DEPC- 10 m|
behandelt, steril und autoklaviert
Gelelektrophorese (horizontal)
TAE Puffer (1x) TAE Puffer (50x) 40 ml
(Gebrauchslésung) ddH,O auf 2000 ml
Herstellung von Proteinlysaten aus Zellen
0,5 M Tris Hydrochlorid (Tris-HCI)- TRIS Hydrochlorid 39,4 ¢
Losung ddH,0 auf 500 ml
pH auf 7,5 eingestellt
Triton-X-Puffer Triton-X 100 5 ml (1%)
5 M NaCl 15 ml (150 mm)
0,5 M Tris-HCI pH 7,5 50 ml (50 mm)
0,5 MEDTA pH 8,0 50 ml (5 mm)
ddH,O auf 500 ml
Triton-X-Lysepuffer Triton-X-Puffer 4860 pl
Pepstatin A 40 pl (4 ug/miy
AEBSF 50 pl (1 mmy
Protease / Phosphatase Inhibitor
Cocktail (100x) 50 pl (1x)
0,5 M EDTA-L&sung (100x) 50 pl (5 mm)
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Western Blot
1,0 M Tris pH 6,8 TRIS 299,9 %, Blotting-Grade 12,1g
(fur Sammelgele) ddH,0O auf 100 ml
pH auf 6,8 eingestellt
1,5 M Tris pH 8,8 TRIS 299,9 %, Blotting-Grade 455¢9
(fur Trenngele) ddH,0O auf 250 ml
pH auf 8,8 eingestellt
10%ige Ammoniumpersulfat (APS)- APS 19
Losung ddH,0 auf 100 ml
Lammli-Ladepuffer (4x) Lammli-Puffer (4x) 900 pl
2-Mercaptoethanol 100 pl
Tris/Glycine/SDS-Laufpuffer (1x) Tris/Glycine/SDS Elektrophorese
Puffer (10x) 100 ml
ddH,0 auf 1000 ml
Transferpuffer (10x) TRIS 299,9 %, Blotting-Grade 30,3 g (0,25 M)
(Stammldsung) Glycin 144 g (1,92 )
ddH,0O auf 1000 ml
Transferpuffer (1x) Transferpuffer (10x) 50 ml
(Gebrauchslésung) Methanol 299,9 %, Blotting-Grade 100 ml (20%)
ddH,0 350 ml
TBS-Puffer (10x) Tris-HCI 1579 (1wm)
(Stammldsung) NaCl 90 g (1,54 M)
ddH,O auf 1000 ml
TBST-Puffer (1x) TBS-Puffer (10x) 100 mi
(Gebrauchslésung) ddH,O 900 ml
Tween 20 1 ml (0,1%)
5%ige BSA-Lésung Albumin, Fraktion V, pH 5,2 (fUr
die Proteinanalyse) 59
TBST (1x) auf 100 ml
5%ige Milchpulver-Lésung Milchpulver, Blotting-Grade,
fettarm 5¢
TBST (1x) auf 100 ml
Roti-Block (1x) Roti-Block (10x Konzentrat) 10 ml
(Gebrauchslésung) ddH,0O 90 ml
0,2 M Natronlauge Natronlauge 2 mol/l 10 ml
ddH,0 90 ml
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Isolation primarer muriner pulmonaler Endothelzellen (mPECs) mit CD 31 MircoBeads

PBS (1x) mit 1% Pen/Strep

Lyse-Puffer

PBS pH 7,4 (1x) 49,5 mi
Pen/Strep (100 Units/ml Penicillin; 0,5 ml

100 pg/ml Streptomycin)
Collagenase A 45 mg (1,5 mg/ml)
PBS (1x) 30 ml

steril filtriert ((iber 0,2 um Spritzenfilter)

5%ige BSA-Lésung

Albumin, Fraktion V, endotoxin-gepruft,

CELLPURE® 25g
dddH;0 auf 50 ml
steril filtriert ((iber 0,2 um Spritzenfilter)

MACS-Puffer PBS pH 7,4 (1x) 448 mi
5% BSA-Losung (steril filtriert) 50 ml (0,5%)

0,5 M EDTA-L6sung pH 8,0 (steril filtriert) 2 ml (2 mm)

Isolation primarer muriner glatter Muskelzellen (mSMCs) aus der Aorta

Lyse-Puffer

Collagenase Typ |l 50 mg (0,5 mg/mi)
Hanks balanced salt solution (HBSS) 100 ml
2,5% Trypsin (10x) 400 pl (0,1%)

Serum-Inaktivierung und Beschichtung

Fetal Bovine Serum (FBS)

30 min bei 56°C inaktiviert

0,2%ige Gelatine-L6sung
(Plattenbeschichtung fir

mPECs)

2%ige Gelatine-Lésung, Typ B, in H,O,
fur die Zellkultur, steril 1 ml

ddH,O (autoklaviert) 9ml

Zellkulturmedien und Zusatze

mPEC-Isolations-Medium

DMEM (31966-021)

+ 20% FBS
+ 1% Pen/Strep (100 Units/ml Penicillin; 100 ug/ml Streptomycin)

mPEC-Kulturnedium Endothelial Cell Growth Medium MV 2 Kit (C-22121)
beinhaltet: Endothelial Cell Basal Medium MV2
+ Endothelial Cell Growth Medium MV 2 SupplementMix
mPEC-Kulturmedium Endothelial Cell Growth Medium MV 2 Kit (C-22121)

(fr die ersten 24 Stunden

nach Isolation)

+ 1% Pen/Strep (100 Units/ml Penicillin; 100 ug/ml Streptomycin)

mSMC-Kulturmedium

DMEM/F12 (31331-028)

+ 10% FBS (aktiv)
+ 1% Pen/Strep (100 Units/ml Penicillin; 100 ug/ml Streptomycin)

+ 100 uM L-Ascorbinsaure (140 mM Stammiésung = 25 mg/ml
d.h. 360 pl/ 500 ml Medium)
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Reduziertes mSMC- DMEM/F12 (31331-028)
Kulturmedium +0,5% FBS (aktiv)
+ 1% Pen/Strep (100 Units/ml Penicillin; 100 ug/ml Streptomycin)
+ 100 yM L-Ascorbinsaure (140 mM Stammlésung = 25 mg/ml
d.h. 360 pl/ 500 mI Medium)
MOVAS-Einfriermedium DMEM (ATCC® 30-2002)
+ 10% FBS
+ 0,2 mg/ml G418-BC (Stammissung enthalt 30.000 U/ml = 60 mg/ml
d.h. 1667 pl/ 500 ml Medium)
+ 5% DMSO
MOVAS-Medium DMEM (ATCC® 30-2002)
+ 10% FBS
+ 0,2 mg/ml G418-BC (Stammissung enthalt 30.000 U/ml = 60 mg/ml
d.h. 1667 pl/ 500 ml Medium)
Reduziertes MOVAS- DMEM (ATCC® 30-2002)
Medium +0,5% FBS
+ 0,2 mg/ml G418-BC (Stammissung enthalt 30.000 U/ml = 60 mg/ml
d.h. 1667 pl/ 500 ml Medium)
HUVEC-Kulturmedium Endothelial Cell Growth Medium Kit (C-22110)

beinhaltet: Endothelial Cell Basal Medium
+ Endothelial Cell Growth Medium SupplementMix
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3. Methoden

3.1 Tierexperimentelle Untersuchungen

3.1.1 Genehmigung der tierexperimentellen Untersuchungen

Die Versuchstierhaltung und die tierexperimentellen Untersuchungen wurden nach §8 des
Tierschutzgesetzes vom Niedersachsischen Landesamt fir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit genehmigt (Az. 33.9-42502-04-10/0153). Nach dem Wechsel der
Arbeitsgruppe an die Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz wurde
die Fortfihrung der tierexperimentellen Untersuchungen vom Landesuntersuchungsamt
Rheinland-Pfalz genehmigt (Az. 23 177-07/G 13-1-081). Die Versuchstierhaltung und die

Versuchsdurchflihrung erfolgten gemaf nationalen Bestimmungen.

3.1.2 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Wahrend des Zucht- und Versuchszeitraums wurden die Mause in der Zentralen
Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Universitatsmedizin Goéttingen konventionell unter
kontrollierten Beleuchtungs- und Luftverhaltnissen in einzelbellfteten IVC-Kafigen (Typ I
Long) gehalten. Ein kunstliches Beleuchtungsintervall mit einem 12 h/12 h Tag-Nacht-
Rhythmus wurde eingehalten. Die Raumtemperatur betrug 22 + 2°C bei einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 60 + 10%. Die Fortsetzung der Zucht und Versuchsdurchfiihrung erfolgte
in der Experimentaltierhaltung des Translational Animal Research Center (TARC) der
Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz. Die Mause wurden in einer
konventionellen Barrierehaltung unter kontrollierten Beleuchtungs- und Luftverhaltnissen in
Typ 2 Kafigen mit Filterhaube und einer Laufbodenflache von 360 cm? gehalten. Ein
kinstliches Beleuchtungsintervall mit einem 12 h /12 h Tag-Nacht-Rhythmus wurde einge-
halten (Hellphase von 6.00 Uhr bis 18.00 Uhr). Die Lichtintensitat lag bei 200 Lux und
erreichte bei Arbeiten kurzfristig bis 400 Lux. Die Raumtemperatur betrug 22 + 2°C bei einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 60 + 10%.

Die Durchflhrung der tierexperimentellen Gefaltverletzung unter Anwendung des Eisen(lll)-
chlorid-Modells nach Konstantinides et al. [137] erfolgte flr diese Arbeit ausschlielich in
Gottingen, wahrend die weiteren Experimente zur Klarung moglicher mechanistischer
Zusammenhange in Mainz fortgesetzt wurden.

Fiar die tierexperimentelle GefalRverletzung wurden ausschlieBlich mannliche Wurf-
geschwister verwendet. Zu Versuchsbeginn waren die Mause zwischen funf und sechs

Wochen alt und hatten im Mittel ein Kdérpergewicht von 16,9 + 0,4 g. Lediglich fur die
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Isolation primarer muriner pulmonaler Endothelzellen (MPECs) wurden sowohl mannliche als

auch weibliche Wurfgeschwister verwendet.

3.1.3 Haltungsfutter und Didten

Die Mause erhielten wahrend des gesamten Zucht- und Versuchszeitraums Trinkwasser und
die im Folgenden beschriebenen Futtermittel ad libitum. Als Basisfutter erhielten alle Tiere
das R/M-H-Standardfutter (Alleinfuttermittel fir die Haltung von Mausen), welches im
weiteren Verlauf der Arbeit als NC (Normal Chow) abgekirzt wird. Ein Teil der Mause erhielt
zur Induzierung von Ubergewicht und einer systemischen Hyperleptindmie eine Hochfettdiat
(High Fat Diet, abgekurzt als HFD) mit einem Gesamtfettanteil von 45% bezogen auf den
Gesamtkaloriengehalt. Im Vergleich dazu lag der Gesamtfettanteil des NC-Futters bei nur
9% bezogen auf den Gesamtkaloriengehalt. Eine ausreichende Energieversorgung wurde
durch einen im Vergleich zum HFD-Futter héheren Protein- und Kohlenhydratanteil

gewahrleistet. Ein Uberblick der Nahrstoffverteilung ist in Tabelle 3-1 zusammengefasst.

Tabelle 3-1: Nahrstoffverteilung der Grundnahrstoffe der verwendeten Futtermittel*

NC [kcal%] HFD [kcal%]
Protein 33 20
Kohlenhydrate 58 35
Fett 9 45
Energiegehalt (kcal/g) 3,9 4,7

* Die Angaben wurden anhand der jeweiligen Datenblatter der Hersteller zusammengefasst.

Zur Induzierung Zell-spezifischer Knockouts erhielten die funf bis sechs Wochen alten
Mause Spezialfutter mit 400 mg Tamoxifen-Citrat / kg Futter Uber einen Zeitraum von sechs
Wochen. Laut Herstellerangaben erreicht man damit eine tagliche Tamoxifen-Aufnahme von
ca. 40 mg/ kg KG (ausgehend von einem Korpergewicht von 20-25 g und einer taglichen

Futteraufnahme von 3-4 g).

3.1.4 Generierung von Zell-spezifischen Leptin-Rezeptor (LepR)-defizienten Mausen

Cre-loxP-Rekombinationssystem

In Abbildung 3-1 ist das allgemeine Schema zur Generierung von Zell-spezifischen Knockout
(KO) Mausen unter Verwendung des Cre-loxP Rekombinationssystems dargestellt. Dabei

wird vor und hinter die DNA-Sequenz, welche fir das Gen kodiert, das entfernt werden soll,
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eine Erkennungssequenz loxP gesetzt. Diese loxP-flankierte Sequenz wird von der Cre-
Rekombinase erkannt und schneidet nach Bindung die entsprechende DNA-Sequenz aus.
Um ein Gen spezifisch nur in einem Zelltyp zu entfernen, muss die Cre-Rekombinase unter
die Kontrolle eines entsprechenden Zell-spezifischen Promotors gestellt werden. Damit die
Aktivierung des Promotors nicht bereits wahrend der Embryonalentwicklung erfolgt, was
haufig mit letalen Folgen verbunden ist, wird eine Liganden-aktivierbare Cre-Rekombinase
verwendet, bei der die Cre-Rekombinase mit der modifizierten Ligandenbindungsdomane
(LBD) von Ostrogenrezeptoren fusioniert wurde (Cre-Rekombinase-Ostrogenrezeptor ER’
Fusionsprotein). Dabei erfolgt erst nach Bindung des Liganden (Tamoxifen, abgekirzt Tam.)

die Rekombination.

Maus-Linie mit (Exon 2) Cre-ERT transgene Maus-Linie Maus-Linie, die ein Exon 2-gefloxtes
loxP-flankiertem Gen mit zell-spezifischem (C-S) Gen und Cre-ER™ mit zell-spezifischem
Promotor (C-S) Promotor exprimiert

Tamoxifen Zell-spezifisches
Gabe Ausschneiden von
Exon 2

LoxP LoxP
LoxP  LoxP
'

-Tam
@

Zell-spezifische KO Maus
Cre-ERT (des gefloxten Gens)

Abbildung 3-1: Alilgemeines Schema zur Generierung von Zell-spezifischen Knockout (KO)
Mausen unter Verwendung des Cre-loxP Rekombinationssystems. Unten links ist das Prinzip
einer Liganden-aktivierbaren Rekombination gezeigt. Die Abklrzungen sind im vorhergehenden
Abschnitt 3.1.4 erlautert (modifiziert nach [163]).

Mauszucht

Die induzierbare Zell-spezifische Leptin-Rezeptor (LepR) Deletion wurde generiert, indem
Mause mit loxP-flankierten (gefloxten; abgekiirzt als flox) LepR-Allelen [59] mit Mausen
verpaart wurden, die eine Liganden-aktivierbare Cre-Rekombinase exprimieren. Zur
Generierung eines Endothelzell-spezifischen LepR-Knockouts wurden Mause verwendet, die
das Cre-Rekombinase-Ostrogenrezeptor (ER'™) Fusionsprotein unter der Kontrolle des

endothelialen Rezeptor-Tyrosinkinase (Tie2) Promotors exprimieren [164]. Der glatte
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Muskelzell-spezifische LepR-Knockout wurde mit Hilfe von Mausen generiert, welche die
Cre-Rekombinase unter Kontrolle des glatte Muskelzell-Myosin-schwere Kette (SMMHC)
Promotors exprimieren [165]. Die jeweiligen Zuchtschemen bis zur Einteilung der Versuchs-
gruppen der Tie2.CreER™ bzw. SMMHC.CreER™ x LepRyox Linien sind in den Abbildungen
3-2 und 3-3 dargestellt.

Induzierung der Cre-Rekombinase Aktivitat

Zur Induzierung der Cre-Rekombinase Aktivitat erhielten die Mause im Alter von flnf bis
sechs Wochen Spezialfutter mit 400 mg Tamoxifen-Citrat / kg Futter Uber einen Zeitraum von
sechs Wochen [164]. Da bei der SMMHC.CreER™-Linie aufgrund der Y-chromosomalen
Vererbung des CreER'™ alle mannlichen Mause CreER™ exprimierten und zuchtbedingt nur
sehr wenige Wurfgeschwister dem Genotyp SMMHC.CreER™,; x LepRyr/wr angehérten
(und somit aufgrund der zur geringen Tierzahl keine statistische Auswertung maoglich war),
wurden SMMHC.CreERT2(+) X LepRiaoxwt bzw. LepRioxriox Ohne Tamoxifen-Futter als Kontroll-

tiere verwendet.

FO g Tie2.CreERT2(+,?)* LepRiowiiox - (B6.129P2 -LepRim1Rek) 9

F1 & Tie2.CreER™, ) LepRygwr — Tie2.CreER™1 LepRiowiox Q

| | |

F2# Tie2.Cre,, Tie2.Cre, Tie2.Creyr Tie2.Creyyt
LepRyoxwt LepRyouiiox LepRyoxwr LepRyoxfiox
N J N J
Y Y
+Tamoxifen +Tamoxifen
Testgruppe | / Testgruppe Il Kontrollgruppe |

ohne Tamoxifen
Kontrollgruppe Il

Abbildung 3-2: Zuchtschema zur Generierung von induzierbaren Endothelzell-spezifischen
LepR-KO Mausen und deren Kontrollen. *Zur Verfiigung gestellt von Prof. Bernd Arnold (DKFZ,
Heidelberg) / European Mouse Mutant Archive (EMMA); **Zur Verfigung gestellt von Prof. Jeffrey
Friedman (Howard Hughes Medical Institute, Rockefeller University, New York, USA); *Fir die
Versuchsgruppen wurden nur mannliche Wurfgeschwister verwendet. Zur Vereinfachung wurde in der
F2-Generation bei der Bezeichnung der Nachkommen auf das ER'™ verzichtet. Beide verwendeten
Mauslinien haben einen C57BL/6-Hintergrund.
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A
FO 3 SMM HC.CreERT2(+) * LepRiowsiox” (B6.129P2 -LepRimRek) 9
F1 @ SMMHC.CreERT2(+) LepRuoywt — T SMMHC.CreER™;; LepRyiox 9
3| 3| Q| Q|
F2# SMC.Cre,, SMC.Cre,,
LepRyoxwr LepRaowmiox
N J
Y
+Tamoxifen
Testgruppe | / Testgruppe Il
ohne Tamoxifen
Kontrollgruppe Il
B
F1 6 SMMHC.CreERTz(,,) LepRuoywt —— T SMMHC.CreER™; LepRyowt 9
F2# SMC.Cre,, SMC.Cre,,
Lepron/WT Lepron/rox
N J
Y
+Tamoxifen

Testgruppe | / Testgruppe Il

ohne Tamoxifen

Kontrollgruppe Il

Abbildung 3-3: Zuchtschema zur Generierung von induzierbaren glatten Muskelzell-
spezifischen LepR-KO Méusen und deren Kontrollen. In der Abb. (A) ist das initiale Zuchtschema
dargestellt. In Abb. (B) ist das Zuchtschema zur Generierung der Kontrollgruppe | dargestellt. *Zur
Verfligung gestellt von Prof. Stefan Offermanns (Max-Plank-Institut fiir Herz- und Lungenforschung,
Bad Nauheim); **Zur Verfligung gestellt von Prof. Jeffrey Friedman (Howard Hughes Medical Institute,
Rockefeller University, New York, USA); *Fur die Versuchsgruppen wurden nur mannliche
Wurfgeschwister verwendet. Zur Vereinfachung wurde in der F2-Generation die Bezeichnung
SMMHC.CreER™ als SMC.Cre abgekiirzt. Beide verwendeten Mauslinien haben einen C57BL/6-
Hintergrund.
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3.1.5 Genotypisierung

Lyse
Zur Lyse der Mausschwanz-Biopsien wurde das Lyse-Reagenz DirectPCR® Tail (mouse)

komplettiert mit 0,2 mg/ml Proteinase K verwendet (Herstellung siehe Kapitel 2.15). Die Lyse
erfolgte im Thermomixer bei 55°C und 550 rpm Uber Nacht (3-16 h). Nach kompletter Lyse
wurden die Reaktionsansatze zur Inaktivierung der Proteinase K ohne Schutteln bei 85°C fir
60 min inkubiert. Die gewonnenen genomischen DNA-Lysate (gDNA) konnten direkt in PCR-
Reaktionen eingesetzt werden. Zur Lyse von Zellen wurde das Lyse-Reagenz DirectPCR®
Cell verwendet und die Lyse wie bereits beschrieben durchgefihrt.

Die gDNA-Isolation aus Carotisarterien wurde mit dem Kit Genomic DNA from tissue

NeucleoSpin® Tissue XS nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

PCR

Es wurden 5 pl gDNA-Lysat von Tie2.CreER™ x LepRygox bzw. SMMHC-CreER™ x LepRyox
Mausen pro PCR-Reaktion eingesetzt. Die PCR-Pipettierschema und -Programme zur
Genotypisierung von Tie2.CreER™ bzw. SMMHC-CreER™ und LepRy.x sowie zum Nachweis
des Rekombination-Produkts LepR” sind in den Tabellen 3-2 bis 3-7 aufgefiihrt.

Gelelektrophorese (horizontal)

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe des horizontalen Gelelektrophorese-
Systems Sub-Cell® GT. Die GelgieRapparatur wurde aufgebaut und nivelliert. Zur Herstellung
eines 1,5%igen Agarose-Gels wurden 1,5 g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer (Herstellung
siehe Kapitel 2.15) in der Mikrowelle aufgekocht, bis die Lésung klar wurde. Nach dem
Auskuhlen der Loésung auf ca. 60°C wurden 5 pul des DNA-Farbstoffs Midori Green
hinzugegeben, kurz durchmischt und vorsichtig in die UV-durchlassige Gelschale des
Gie3standes gegossen, sowie die Kdmme angebracht. Nach dem Auspolymerisieren nach
ca. 20-30 min wurde die Gelschale in die mit 1x TAE-Puffer beflllte Elektrophorese-Kammer
gelegt, so dass das Gel vollstandig mit Puffer bedeckt war. Die Kdmme wurden vorsichtig
entfernt und jeweils 20 yl DNA-Marker (100 bp) und Probe aufgetragen. Die elektropho-
retische Auftrennung erfolgte flr eine Stunde bei 100 V. Zur eindeutigen Auftrennung der
Doppelbanden zum Nachweis von SMMHC-CreER™ wurde die Laufzeit der Gelelektro-
phorese um weitere 15 min verlangert. Die Ergebnisse wurden in einer UV-Geldokumen-

tationskammer visualisiert und zur Dokumentation aufgenommen.

Genotypisierungs-Ergebnisse

Die spezifischen Genotypisierungs-Produkte und deren Auswertung sind in Tabelle 3-8

zusammengefasst.
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Tabelle 3-2: PCR-Pipettierschema fiir die Genotypisierung von Tie2.CreER™

Reagenz Volumen Finale
pro Ansatz [pl] Konzentration

nuklease-freies Wasser 7,8 -
5x Puffer Green GoTaq®Flexi 4 1x
25 mM MgCl, 1,6 2,00 mM
10 mM dNTPs 0,4 0,20 mM
10 uM Primer 1: Tie2.Cre1 0,5 0,25 uM
10 uM Primer 2: Tie2.Cre2 0,5 0,25 uM
5 U/ul DNA Polymerase Go Taq® G2 Flexi 0,2 0,05 U/ul
DNA 5

Gesamtvolumen 20
Tabelle 3-3: PCR-Pipettierschema fiir die Genotypisierung von SMMHC.CreER™
Reagenz Volumen Finale

pro Ansatz [ul] Konzentration

nuklease-freies Wasser 5,8 -
5x Puffer Green GoTaq®Flexi 4 1x
25 mM MgCl, 1,6 2,00 mM
10 mM dNTPs 0,4 0,20 mM
10 uM Primer 1: SMWT1 1,2 0,60 uM
10 pM Primer 2: SMWT2 0,6 0,30 uM
10 yM Primer 3: phCREAS 1,2 0,60 uM
5 U/ul DNA Polymerase Go Taq® G2 Flexi 0,2 0,05 U/ul
DNA 5

Gesamtvolumen 20

Tabelle 3-4: PCR-Pipettierschema fiir die Genotypisierung von LepR

Rekombination-Produkts LepR"

flox

und zum Nachweis des

Reagenz Volumen Finale
pro Ansatz [pl] Konzentration

nuklease-freies Wasser 4,88 -
5x Puffer Green GoTaq®Flexi 4 1x
25 mM MgCl, 1,6 2,00 mM
10 mM dNTPs 0,4 0,20 mM
10 uM Primer 1: LepR™*1 2 1,00 uM
10 uM Primer 2: LepR™*2 | LepR" 2 1,00 uM
5 U/l DNA Polymerase Go Taq® G2 Flexi 0,12 0,03 U/ul
DNA 5

Gesamtvolumen 20
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Tabelle 3-5: PCR-Programm fiir die Genotypisierung von Tie2.CreER™

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Aufheizen des Deckels 105°C durchgehend -

Initiale Denaturierung 95°C 2 min -
Denaturierung 95°C 30s

Annealing 58°C 30s 35 Zyklen
Elongation 72°C 90 s

Finale Elongation 72°C 10 min -

Kiihlung 4°C halten -

Tabelle 3-6: PCR-Programm fiir die Genotypisierung von SMMHC.CreER"™

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Aufheizen des Deckels 105°C durchgehend -

Initiale Denaturierung 95°C 5 min -
Denaturierung 95°C 45 s

Annealing 58°C 45s 30 Zyklen
Elongation 72°C 2 min

Finale Elongation 72°C 10 min -

Kiihlung 4°C halten -

Tabelle 3-7: PCR-Programm fiir die Genotypisierung von Lepr'°X und LepR"

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Aufheizen des Deckels 105°C durchgehend -

Initiale Denaturierung 95°C 3 min -
Denaturierung 95°C 30s

Annealing 58°C 1 min 35 Zyklen
Elongation 72°C 1 min

Finale Elongation 72°C 10 min -

Kiihlung 4°C halten -
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Tabelle 3-8: Genotypisierungs-Primer und Ergebnisse

Primer Ergebnis Produkt (bp)
Tie2.CreER™ Primer 1: Tie2.Cre1 positiv 390
Primer 2: Tie2.Cre2 Wildtyp -
SMMHC-CreER™ Primer 1: SMWT _1 positiv 200 + 225
Primer 2: SMWT 2 Wildtyp 200
Primer 3: phCREAS
LepR"* Primer 1: LepR™*1 homozygot 275
Primer 2: LepR™*2 heterozygot 227 + 275
Wildtyp 227
LepR" Primer 1: LepR™1 Rekombination 400
Primer 3: LepR* keine Rekombination -

3.1.6 Versuchsgruppen und Versuchsablauf

Zur Untersuchung der Rolle des Leptin-Rezeptors auf Endothelzellen bzw. glatten
Muskelzellen auf die vaskuldare Wundheilung wurden die Tie2.CreER™ x LepRgox bzw.
SMMHC.CreER™ x LepRqox Mause nach erfolgter Genotypisierung, wie in Tabelle 3-9
zusammengefasst, in verschiedene Versuchsgruppen eingeteilt. Des Weiteren wurden
normalgewichtige (mit Normalfutter NC gefltterte Mause; Abb. 3-4) mit Ubergewichtigen
Mausen (nach Futterung einer Hochfettdiat HFD; Abb. 3-5) verglichen.

Tabelle 3-9: Ubersicht der Versuchsgruppen zur Untersuchung der Rolle des Leptin-Rezeptors
auf Endothelzellen (End.LepR) und glatten Muskelzellen (SMC.LepR) nach GefaBverletzung

End.LepR SMC.LepR Abkiirzung

Testgruppe | Tie2.Cre.) X SMMHC.Cres)x  Tamoxifen End.LepR-KO/
(heterozygot) LepRaoxwt LepRaoxwT SMC.LepR-KO
Testgruppe Il Tie2.Cre.) X SMMHC.Cres)x  Tamoxifen End.LepR-KO/
(homozygot) LepRioxfiox LepRioxfiox SMC.LepR-KO
Kontrollgruppe |  Tie2.Creyt X Tamoxifen End.LepR-WT/
(Tamoxifen-Effekt)  LepRioxwr / fioxfiox

Kontrollgruppe Il Tie2.Creq, X SMMHC.Cres x  ohne End.LepR-WT /

(Genotyp-Effekt) LepRoxwT / fioxsfiox LepRioxwT / fioxsfiox Tamoxifen  guC. LepR-WT

Die experimentelle Gefalverletzung an der Arteria Carotis communis sinister wurde unter
Verwendung des Eisen(lll)-chlorid-Modells (im Weiteren als FeCl;-Modell abgekirzt) nach
Konstantinides et al. durchgefihrt [137]. In der nachfolgenden Abbildung 3-4 ist der zeitliche

Versuchsablauf unter Normalgewicht schematisch dargestellit.
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Tamoxifen-Futter pra-OP Arteria Carotis| Post-OP Gewebe-
6 Wochen 1 Woche Verletzung 3 Wochen entnahme
5-6 Wochen Standard-
alte Méuse futter

Abbildung 3-4: Zeitlicher Versuchsablauf unter Normalgewicht.

Ein Teil der Mause erhielt zur Induktion von Ubergewicht und einer systemischen
Hyperleptinamie Uber einen Zeitraum von insgesamt sieben Wochen eine Hochfettdiat mit
45% Fett bezogen auf den Gesamtkaloriengehalt. Die Hochfettdiat begann vier Wochen vor
Durchfiihrung der FeCl;-OP und wurde bis zur Gewebsentnahme drei Wochen nach
Gefalverletzung fortgesetzt (Abb. 3-5).

Tamoxifen-Futter pra-OP Arteria Carotis| POst-OP Gewebe-
6 Wochen 4 Wochen Verletzung 3 Wochen \entnahme

5-6 Wochen 1 Woche

alte Méuse Standard-
futter HFD

Abbildung 3-5: Zeitlicher Versuchsablauf bei Induktion von Ubergewicht durch eine Hochfett-
diat (HFD).

Da sich heterozygote und homozygote Mause beider Linien beziiglich der Neointimabildung
(End.KO: 8.602 + 1.079 um? in LepRaoxywr VS. 7.934 £ 774 um? in LepRaowiox; P=0,63 bzw.
SMC.KO: 3.848 + 686 um? in LepRpoxywt VS. 4.966 £ 1.473 um? in LepRioxmox; P=0,44) und
Lumenstenose (End.KO: 20,8 £2,4% in LepRaoxywr VS. 20,4 £ 1,7% in LepRaowiox; P=0,89
bzw. SMC.KO: 11,8 £2,3% in LepRaoxwr VS. 12,5+ 3,5% in LepRpowiox; P=0,87) nach
Gefalverletzung nicht signifikant unterschieden, wurden die Daten der Testgruppe |
(heterozygote Mause) und Il (homozygote Mause) in der Prasentation der Ergebnisse in
Kapitel 4 zusammengefasst. Auch die Lasionen von End.WT Mausen der Kontrollgruppe |
(Tamoxifen-Effekt) und der Kontrollgruppe Il (Genotyp-Effekt) unterschieden sich nicht und
wurden ebenfalls zusammengefasst (Neointima: 3.558 [2.147-5.626] um? in Kontrollgruppe |
vs. 3.763 [2.761-4.586] um? in Kontrollgruppe II; p=0,65 bzw. Lumenstenose: 9,4 [4,2-16,2]%
in Kontrollgruppe | vs. 10,8 [7,4-14,9]% in Kontrollgruppe II; p=0,26) *.

Wie in Abschnitt 3.1.4 bereits begrindet, wurden linien- und zuchtbedingt SMMHC.Cre) x
LepRaoxwt bzw. LepRpowiox Mause ohne Tamoxifen als Kontrollgruppe verwendet (ent-
sprechen der Kontrollgruppe Il), so dass die Untersuchung der Lasionen der Kontrollgruppe |
nicht moglich war.

* Die Ergebnisse in diesem Abschnitt sind dargestellt als Mittelwert + SEM bzw. als Median mit
Interquartilsabstand (Methodik der statistischen Auswertung siehe Abschnitt 3.7).
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3.1.7 Experimentelle Gefaverletzung unter Anwendung des FeCl;-Modells

Ané&sthesie

Zur Anasthesie wurde eine 40 IE-Insulinspritze (mit einem 1 ml-Gesamtvolumen; 1 IE ent-
sprechen 25 pl) mit 20 IE einer isotonen 0,9%igen Natriumchloridlésung, 10 IE einer 2%igen
Xylazin-Injektionslésung und 10 IE einer 10%igen Ketamin-Injektionsldsung befillt. Nach
Bestimmung des Koérpergewichts, wurde den mannlichen Mausen 1 IE pro 6 g Kérpergewicht
intraperitoneal injiziert, um eine einstundige Narkose zu erreichen. Nach Applikation der
Narkose wurde die Maus zum Einschlafen in einen mit Papiertichern ausgelegten Kéafig
gelegt. Nach vollstandiger Relaxierung wurde die Maus aus dem Kafig genommen und die
Narkosetiefe mit Hilfe des Zwischenzehenreflexes, d.h. durch Kneifen des Hinterlaufs
Uberprift. Eine ausreichende Narkosetiefe wurde durch Ausbleiben des Reflexes bestatigt.
Die Narkose wurde durch regelmafige Prifung der Atemfrequenz (ca. 60 Atemzige / min)
Uberwacht. Im seltenen Fall eines vorzeitigen Erwachens wurde die Narkose durch eine
Inhalationsnarkose mit Isofluran fir einige Minuten verlangert. Dazu wurde der Maus unter
Uberwachung der Atemfrequenz kurzzeitig ein 15 ml-Zentrifugenrohrchen vor die Nase
gehalten, das eine mit Isofluran betraufelte Kompresse enthielt. Falls dies flr eine
ausreichende Narkosetiefe nicht ausreichte, wurden 1-2 IE der Narkose-Lésung intra-

peritoneal nachgespritzt.

Operation
Zwei Korkplatten wurden mittig auf die Warmeplatte gelegt und im Abstand von 3-4 cm

fixiert. Nachdem die Augen der narkotisierten Maus zum Schutz vor Austrocknung mit
Bepanthen® Augensalbe bedeckt wurden, wurde diese in Riickenlage zwischen die beiden
Korkplatten auf die Warmeplatte (37°C) gelegt, so dass die Incisura jugularis auf Hohe der
Oberkante der Korkplatten lag. Die Maus wurde an den Extremitaten unter Verwendung von
medizinischem Kunstseidenpflaster an den Korkplatten fixiert. Der Unterkiefer wurde mit
einem dunnen Klebebandstreifen so fixiert, dass er leicht Uberstreckt war, jedoch nicht zu
stark unter Spannung stand. Der diinne Klebebandstreifen wurde an jeder Seite nochmals
mit medizinischem Kunstseidenpflaster fixiert, um ein Ablésen wahrend der OP zu
vermeiden. Der operative Eingriff erfolgte unter mikroskopischer Durchsicht bei 15-facher
Vergrolierung.

Nachdem das Operationsgebiet grof3zigig mit 70%igen Ethanol gereinigt und das Fell zur
Seite gestrichen wurde, wurde mit der gebogenen Pinzette die Haut oberhalb der Incisura
jugularis leicht angehoben und mit der Schere ein 1-1,5 cm langer, in Richtung kranial
verlaufender Hautschnitt gesetzt. Anschlieliend wurde das Operationsgebiet mit den groben
Pinzetten freigelegt, indem die Verbindung zwischen den beiden Glandulae submandibulares

getrennt und diese zur Seite geschoben wurden. Um eine gute Ausleuchtung und einen
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ausreichenden Zugang zur Arteria Carotis communis sinister (in der weiteren Beschreibung
als A. Carotis abgekurzt) zu gewahrleisten, wurde das Operationsgebiet mit den beiden
Haltehebeln offen gehalten. Um zur linken A. Carotis zu gelangen und diese frei zu
praparieren, wurden mit den feinen Pinzetten die einzelnen Faszien sowie die verbindenden
Faszien der parallel zur A. Carotis verlaufenden Vena jugularis durchtrennt. Auch die
Faszien zwischen dem dorsal zur A. Carotis liegenden Nervus vagus wurden durchtrennt,
indem mit der Pinzettenspitze gegen die Faszie gedriickt und die Pinzette dabei vorsichtig
geodffnet wurde. Dieser Vorgang wurde mehrfach wiederholt, um die A. Carotis von der
Carotisbifurkation bis hin zum Dreieck zwischen dem Musculus sternocleidomastoideus und
der Trachea von den Faszien zu lésen. Nach Entfernen der Adventitia im Bereich des
Trigonum caroticum, wurde die A. Carotis mit Hilfe der feinen Pinzetten zur besseren
Darstellung unterfadelt. Anschlieliend wurde die A. Carotis mit Hilfe eines Dopplerschall-
Kopfes ,aufgegabelt” und leicht aus ihrer physiologischen Lage gehoben. Dabei musste
darauf geachtet werden, dass die A. Carotis nicht zu stark gespannt und der Blutfluss nicht
beeintrachtigt wurde. Der Dopplerschall-Kopf wurde so platziert, dass kaudal ausreichend
Platz fir das Filterpapier vorhanden war (Abb. 3-6 A). Nach richtiger Platzierung der
A. Carotis wurde das zuvor mit einer 10%igen Eisenchlorid-Losung (Herstellung siehe
Kapitel 2.15) getrankte Filterpapier (0,5 x 1 mm) mit Hilfe der feinen Pinzetten kaudal des
Dopplerschall-Kopfes gelegt und in die richtige Position parallel zur A. Carotis gebracht, so
dass kein Kontakt zum umliegenden Gewebe bestand (Abb. 3-6 B). Nach exakt drei Minuten
wurde das Filterpapier vorsichtig mit der Pinzette an einer Ecke gegriffen und mit dem
Filterpapier nochmals lateral zur Auflageflache an der A. Carotis entlanggestrichen, bevor es
komplett entfernt und verworfen wurde. Anschlieliend wurde die A. Carotis mit Hilfe einer
Transferpipette mit PBS umspllt. Wahrend einer Beobachtungszeit von ca. 10 min wurden
nach einigen Minuten an der Lasionsstelle ein gelblicher Thrombus sowie eine Minder-
perfusion hinter der Lasion sichtbar. Dann wurden der Dopplerschall-Kopf, die Faden und die
Haltehebel vorsichtig entfernt (Abb. 3-6 C).

Abbildung 3-6: Mausmodell der FeCls;-induzierten GefaBverletzung der Arteria carotis
communis sinister (nach [137]).
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Zum Schluss wurden, nachdem das PBS wieder aufgesaugt wurde, die beiden Glandulae
submandibulares wieder Uber das Trigonum caroticum gelegt und die Operationswunde Uber
eine Hautnaht mit finf bis sechs Einzelknopfnahten (Ethilon 6-0 Polyamid) verschlossen.
Zum Aufwachen wurde die Maus in einen leeren, mit Papiertlichern ausgelegten Kafig gelegt
und mit einem Papiertuch bedeckt. Um die Auskihlung zu vermeiden, wurde der Kafig
wahrend der Aufwachphase mit einer Infrarotlampe bestrahlt. Die verwendeten Instrumente

und der OP-Tisch wurden nach jeder erfolgten OP mit 70%igem Ethanol gereinigt.

Blutentnahme und Entnahme der Arteria Carotis

Die Erfassung des Korpergewichts, Anasthesie und Fixierung der Maus sowie die
Praparation, um an das Operationsgebiet zu gelangen, wurden analog zur Vorgehensweise
bei der OP durchgefihrt. Aufgrund der Verwachsungen durch die OP wurde bei der
Freipraparation nochmals besonders auf den Verlauf der BlutgefalRe und des Nervus vagus
geachtet. Um Verletzungen zu vermeiden und zur Bewahrung der Stabilitdt der A. Carotis
wurde diese im Gegensatz zur OP nur grob freiprapariert und noch etwas umliegendes
Bindegewebe um die A. Carotis herum belassen. AnschlieRend wurde zur Blutenthahme das
Herz mit Hilfe einer 1 ml-Spritze mit gelber Kantle punktiert. Nach einem grof3ziigigen
Hautschnitt Giber dem Thorax wurde die Haut aufgeklappt und der Thorax geéffnet. Unterhalb
des Herzens wurde die Aorta und die Vena cava durchtrennt, um den ventsen Rickstrom
zum Herzen zu unterbrechen. Die Perfusion der A. Carotis erfolgte mit Hilfe von Perfusions-
besteck und einer 5 miI-Spritze, indem der linke Herzventrikel punktiert und zwei bis drei
Milliliter Zinkformalin (Herstellung der Gebrauchslésung siehe Kapitel 2.15) langsam durch
den Kreislauf gespritzt wurden. Die erfolgreiche Perfusion wurde unter dem Mikroskop
anhand der Weil¥farbung der A. Carotis Uberpruft. Zur Vorfixierung wurden anschlieRend von
aulRen einige Tropfen Zinkformalin auf die A. Carotis getropft und nach ca. einer Minute der
Rest wieder entfernt. Im Anschluss wurde unter mikroskopischer Kontrolle die A. Carotis auf
Hohe der Bifurkation mit einer feinen Pinzette fixiert und etwas oberhalb mit einer
Federschere durchtrennt. Die Fixierung wurde beibehalten und die A. Carotis etwa ein bis
zwei Millimeter unterhalb der Lasion ebenfalls durchtrennt. Der entnommene Abschnitt
wurde in einen mit Zinkformalin-Gebrauchsldsung beflllten Glasbecher mit Schraubdeckel
Uberfihrt und nach einer vierstiindigen Fixierung bei Raumtemperatur (RT) bis zur Paraffin-
Einbettung in 70%igen Ethanol transferiert. Auflerdem wurde das viszerale Fettgewebe

(VAT) entnommen und dessen Gewicht erfasst.
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3.1.8 Serum-Gewinnung und -Analyse

Direkt nach der Blutentnahme wurde das Blut in ein 1,5 ml-Reaktionsgefaly Gberfihrt und flr
mindestens 30 min, jedoch nicht langer als 60 min, aufrecht bei RT koaguliert. Das koagu-
lierte Blut wurde fur 10 min bei 3.000 rpm zentrifugiert und das gewonnene Serum in ein
frisches Reaktionsgefal® Uberflihrt. Die Lagerung bis zur weiteren Analyse erfolgte bei -80°C.
Die Bestimmungen von Glukose, Cholesterin und Triglyzeriden im Serum erfolgten mittels
Enzym-basierter Assay Kits. Die quantitativen kolorimetrischen Bestimmungen wurden
gemal Datenblatt des Herstellers durchgefuhrt. Zur Serum-Bestimmung von Leptin und
dessen l8slicher Rezeptor wurden entsprechende Enzyme-linked Immunosorbent Assays
(ELISAs) verwendet, die nach Herstellerangaben durchgefihrt wurden. Der ,Freie Leptin
Index“ FLI (free leptin index) beschreibt das Verhéltnis von zirkulierendem Leptin zum

I6slichen Leptin-Rezeptor (soluble LepR, sLepR) [80].

3.1.9 Blutdruckmessung

Der mittlere systolische (systolic blood pressure, SBP) und diastolische (diastolic blood
pressure, DPB) Blutdruck wurde nicht-invasiv nach der ,Tail Cuff'-Methode unter
Verwendung des Blutdruckmesssystems CODA™ Monitor in der Schwanzarterie der
unnarkotisierten wachen Maus gemal der Bedienungsanleitung des Herstellers bestimmt.
Pro Maus wurden mindestens drei Messungen durchgefihrt. Der mittlere arterielle Blutdruck

(mean arterial pressure, MAP) wurde anhand der folgenden Formel berechnet:

MAP = [SBP + (2 x DBP)] / 3

Die Blutdruckmessungen wurden von Dr.rer.nat. ||| || I 2n der
Universitatsmedizin Goéttingen durchgefihrt.
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3.2 Histologische Untersuchung der Gefaverletzung

3.2.1 Paraffineinbettung und Anfertigung von Paraffinschnitten

Die Paraffineinbettung der bereits in Zinkformalin fixierten und in 70%igen Ethanol
transferierten Carotisarterien wurde manuell in Einbettkassetten, wie in Tabelle 3-10
beschrieben, durchgefiihrt. Nach Beenden des Einbettvorgangs wurden die mit Paraffin
durchtrankten Carotisarterien in einer Paraffinausgie3station zu Paraffinblécken ausge-
gossen. Wie in Abbildung 3-7 schematisch gezeigt, wurden Uber den gesamten L&sions-

bereich 5 ym dicke Serienschnitte mit einem 50 ym-Intervall angefertigt.

Tabelle 3-10: Manuelle Paraffineinbettung

Schritt Gefal Medium Dauer
Entwéssern 1 70% Ethanol 5 min
2 80% Ethanol 5 min
3 80% Ethanol 30 min
4 96% Ethanol 60 min
5+6 100% Ethanol jeweils 15 min
7 100% Ethanol 30 min
Intermedium 8+9 Chloroform jeweils 60 min
Einbetten 10 Paraffin 15 min
11 +12 Paraffin jeweils 30 min

Abbildung 3-7: Schematische Darstellung
der Anfertigung von Serienschnitten mit
einem 50 pm-Intervall im Lasionsbereich
21 Tage nach GefaBverletzung unter An-
wendung des FeCl;-Modells. (Die Abbil-
dung wurde unter Verwendung der -Power-
point image bank- von Servier Medical Art
zusammengestellt.)

3.2.2 Morphometrische Quantifizierung der Neointimabildung

Verhoeff’s Elastica-Férbung

Zur morphometrischen Quantifizierung der Neointimabildung wurden die elastischen
Laminae der Gefaltwand mit Hilfe der Verhoeff’s Elastica-Farbung angefarbt (siehe Tab. 3-
11). Hierfur wurde jeder zweite Serienschnitt verwendet, so dass der Neointima-Verlauf in

einem Intervall von 100 ym gleichmaRig Uber die gesamte Lasion dargestellt werden konnte.
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Die Farbelésungen wurden wie in Kapitel 2.15 beschrieben angesetzt. Die Verhoeff's
Elastica-Gebrauchslésung wurde immer frisch kurz vor Verwendung angesetzt. Die Xylol-
und die auf- bzw. absteigenden Ethanol-Reihen sowie die Van Gieson-Lésung (Roth)
konnten fir mehrere Farbedurchgange wiederverwendet werden, wahrend die 2%ige
Eisenchlorid-Lésung und die 5%ige Natriumthiosulfat-Pentahydrat-L6sung nach jedem
Durchgang erneuert wurden. Innerhalb eines Farbedurchgangs wurden bei nicht aus-
reichender Differenzierung der einzelnen elastischen Laminae die Objekttrager erneut fur
etwa 20 s in die 2%ige Eisenchlorid-L6sung und anschlielfend fir 1 min in die 5%ige
Natriumthiosulfat-Pentahydrat-Losung getaucht (die Lésungen wurden dabei wiederver-

wendet).

Tabelle 3-11: Verhoeff’s Elastica-Farbung von paraffinfixierten Carotisarterien

Schritt Medium Dauer
Entparaffinieren Xylol jeweils 5 min
Wéssern Absteigende Ethanolreihe: jeweils 2 min
100% Ethanol (2-mal); 96% Ethanol (2-mal)
70% Ethanol; 50% Ethanol
Farbung Verhoeff's Elastica-Gebrauchslésung 15 min
Waschen flieRendes Leitungswasser (lauwarm) 20 min
ddH,O 5 min
Differenzierung 2%ige Eisenchlorid-Lésung ca.2min30s
(unter mikroskopischer 5%ige Natriumthiosulfat-Pentahydrat-L6sung 1 min
Kontrolle)
Waschen Leitungswasser (lauwarm) 5 min
ddH,O 5 min
Gegenféarbung Van Gieson-L6sung <1 min (ca. 50-55 s)
Entwéssern Aufsteigende Ethanolreihe: jeweils 2 min
96% Ethanol (2-mal), 100% Ethanol (2-mal)
Fixierung Xylol jeweils 2 min
Eindecken Eindeckmittel Entellan und Deckglaschen trocknen (uber Nacht)

Morphometrische Auswertung der Verhoeff’s Elastica Farbung

Mit einem Olympus BX51-Mikroskop unter Verwendung der Software Image-Pro® Plus
wurden in 100-facher Vergrolkerung Bilder von jedem Serienschnitt angefertigt. Fir die
morphometrische Auswertung wurden nur die Bereiche mit sichtbarer Gefaldverletzung
(erkennbar an der Aufhebung der Wellenform der Laminae elasticae aufgrund des
verletzungsbedingten Verlusts glatter Muskelzellen in der Media) verwendet. Mit Hilfe der
Image Pro® Plus-Software wurde zunachst die Membrana elastica interna umrandet und als

PG1 bezeichnet. Als PG2 wurde die innere Begrenzung des Gefallumens bezeichnet, die
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auf der unverletzten Seite entlang der Membrana elastica interna und auf der verletzten
Seite entlang des Neointimalumens verlief. Die dritte Markierung PG3 ergab sich aus der
Umrandung der Membrana elastica externa. Zur Berechnung der unterschiedlichen
Parameter wurden die Flachen und Langen dieser drei Messwerte in eine Excel-Vorlage
transferiert. In der Abbildung 3-8 ist beispielhaft die Auswertung eines Serienschnittes
gezeigt und in Tabelle 3-12 sind die ermittelten Parameter zusammengefasst. Pro Arterie

wurde der Mittelwert aller Serienschnitte (100 um Intervall) mit sichtbarer Lasion berechnet.

Neointima

Membrana elastica interna

= Membrana elastica externa

Abbildung 3-8: Darstellung der morphometrischen Auswertung.

Tabelle 3-12: Zusammenfassung und Berechnung der morphometrischen Parameter

Parameter (Einheit)

Berechnung

Neointima (pm?)

Flache PG1 — Flache PG2

Lumenstenose (%)

100 — (Flache PG2 / Flache PG1) x 100

Media (pm?)

Flache PG3 — Flache PG1

Intima-Media-Verhéltnis

Neointima / Media

GefaRgroRe (pm?)

Flache PG3

Membrana elastica externa Lange (um)

Lange PG3
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3.3 Immunhistologische Untersuchungen

3.3.1 Immunhistochemie (IHC)

Allgemeines immunhistochemisches Féarbeprotokoll von Paraffinschnitten

Die Herstellung der verwendeten Lésungen ist in Kapitel 2.15 beschrieben. Die Paraffin-
schnitte wurden dreimal fir jeweils 5 min in Xylol entparaffiniert und zweimal fur jeweils 2 min
in 100%igen Ethanol getaucht. Die Blockierung der endogenen Peroxidase erfolgte
abgedunkelt fir 10 min in einer 3%igen H,O,-Ldsung in Methanol. AnschlieRend wurden die
Paraffinschnitte in einer absteigenden Ethanolreihe (zweimal in 96%igem Ethanol sowie je
einmal in 70%igem und 50%igem Ethanol) fur jeweils 2 min entwassert und in ddH,O flr
5 min gewaschen. Optional folgte je nach verwendetem Antikdrper ein Permeabilisierungs-
Schritt fir 10 min bei 37°C in 0,05%igem Triton-X100-Puffer. Die Epitope wurden
demaskiert, indem die Objekttrager je nach verwendetem Antikérper in 500 ml
1x Citratpuffer (0,01 M Gebrauchslésung, pH 6,0) fir 6 min bzw. 0,01 M Tris/ 0,001 M EDTA-
Puffer (1x Gebrauchslosung, pH 9,0) fir 11 min bei 800 Watt in der Mikrowelle erhitzt
wurden. Nach Abkuhlung des Puffers nach ca. 20 min wurde mit Hilfe des PAP Pens eine
hydrophobe Barriere um die Carotisarterien herum gezogen, um ein Auslaufen der
Antikorper-Losung wahrend der Inkubationszeit zu verhindern. Zum Blockieren unspezi-
fischer Bindungsstellen wurden die Carotisarterien mit jeweils einem Tropfen 5%igem bzw.
10%igem Normalserum der Spezies des Wirtes des Sekundar-Antikorpers (hier: Normal
Goat Serum) vollstandig benetzt und fiir 30 min inkubiert. Nachdem die Blockierungs-Ldsung
durch vorsichtiges seitliches Klopfen des Objekttragers auf eine Papierunterlage entfernt
wurde, wurden jeweils 25 pl Antikérper-Verdinnung (Primar-Antikérper) pro Carotisarterie
aufgetragen und Uber Nacht bei 4°C in einer, um das Austrocknen zu vermeiden, mit
feuchten TUlchern ausgelegten verschlossenen Schale inkubiert. Als Negativkontrolle wurde
pro Objekttrager auf jeweils eine Carotisarterie lediglich das Verdinnungsmedium des
Primar-Antikorpers (1x PBS bzw. AB-Diluent) aufgetragen. Am nachsten Tag wurden die
Schnitte dreimal fur jeweils 5 min in 1x PBS gewaschen und der Sekundar-Antikorper in
einer 1:1000 Verdlinnung in 1x PBS fur 60 min bei RT inkubiert. Nach erneutem dreimaligem
Waschen mit 1x PBS wurde der Sekundar-Antikérper unter Verwendung des ABC-Kits mit
Avidin/Biotin-gekoppelter Peroxidase nach Herstellerangaben gekoppelt. Nach einer 30-
minutigen Inkubationszeit bei RT und dreimaligem Waschen in 1x PBS, folgte die Inkubation
mit einem in ddH,O frisch angesetzten Peroxidase Substrat-Chromogen-Komplex. Hierfur
wurde das AEC-Kit mit dem Chromogen 3-Amino-9-ethylcarbazole bzw. das DAB-Kit mit
dem Chromogen 3,3-Diaminobenzidine gemall Herstellerangaben verwendet. Die

enzymatische Umsetzung wurde anhand der Farbentwicklung Uber einen Zeitraum von
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maximal 30 min mikroskopisch beobachtet und zum Abstoppen der Reaktion fir 5 min in
ddH,O gewaschen. Zur Gegenfarbung wurden die Objekttrager drei bis funf Mal in
Hamatoxylin Gill Nr.3 getaucht und unter fliellendem Leitungswasser ,geblaut® und gesplilt
bis das Wasser klar wurde. Bei der Verwendung des Chromogens AEC wurden die
Objekttrager nach einem zweiminlitigem Waschschritt in ddH,O blasenfrei mit dem
Eindeckmittel Immu-Mount™ eingedeckt und lber Nacht getrocknet. Bei Verwendung des
Chromogens DAB wurden die Objekttrager nach einem 5-minttigem Waschschritt in ddH,O
in einer aufsteigenden Ethanolreihe fir jeweils 2 min entwassert (je zweimal in 96% Ethanol
und 100% Ethanol) und Uber Xylol (5 min) mit dem Eindeckmittel Entellan eingedeckt.

Spezifische Farbebedingungen zum immunhistochemischen Nachweis

In Tabelle 3-13 sind die spezifischen Farbebedingungen zum immunhistochemischen
Nachweis des Proliferations-Markers PCNA (proliferating cell nuclear antigen), des glatten
Muskelzell-Markers SMA (smooth muscle a-actin) und des Endothel-Markers CD31 (cluster
of differentiation 31) dargestellt. Inflammatorische Zellen wurden unter Verwendung von
Antikbrpern gegen CD45 (cluster of differentiation 45), zum Nachweis hamatopoetischer
Zellen, und F4/80 (ein Zelloberflachen-Glykoprotein) zum Nachweis von Gewebsmakro-

phagen, visualisiert.

Tabelle 3-13: Spezifische Farbebedingungen der verwendeten Antikorper fiir die Immunhisto-
chemie (IHC)

Primar- Verdinnung | Permea- Blockierung | Sekundar- Chromo-
Antikorprer in Medium bilisierung Antikorper gen
Rat anti- 1:20 0,05% 5% Normal Biotin-xx goat- AEC
mouse CD31 | jn AB-Diluent | Triton-X100 | Goat Serum | anti-rat IgG

Rat anti- 1:100 - 10% Normal | Biotin-xx goat- DAB
mouse CD45 | in 1x PBS Goat Serum | anti-rat IgG

Rat anti- 1:200 in - 5% Normal Biotin-xx goat- DAB
mouse F4/80 | 1x PBS Goat Serum | anti-rat IgG

Rabbit anti- 1:400 - 10% Normal | Biotin-xx goat- DAB
mouse PCNA | in 1x PBS Goat Serum | anti-rabbit 1IgG

Mouse anti- 1:800 - 10% Normal | Biotin-xx goat- AEC
mouse SMA in 1x PBS Goat Serum | anti-mouse 1gG
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3.3.2 Immunfluoreszenz (IF)

Gefriereinbettung und Anfertigung von Gefrierschnitten

Fir histologische Untersuchungen der Gefalistruktur unter Basalbedingungen mittels
Immunfluoreszenz wurde von nicht operierten Mausen die unverletzte Arteria Carotis wie im
Abschnitt 3.1.7 beschrieben entnommen. Zur Gefriereinbettung wurden die Mause mit einer
am Tag der Entnahme frisch angesetzten 4%igen PFA-Losung (Herstellung siehe Kapitel
2.15) perfundiert und der entnommene Abschnitt fur 2 h auf dem Schwenktisch bei RT fixiert.
Nach dreimaligem Waschen in 1x PBS folgte eine weitere Fixierung der Carotisarterien fur
jeweils 24 h bei 4°C, zuerst in einer 15%igen und dann in einer 30%igen Saccharose-Lésung
(Herstellung siehe Kapitel 2.15). AnschlieRend wurden die Carotisarterien in Tissue-Tek®
O.C.T."™ Compound eingebettet. Bis zur Anfertigung von Gefrierschnitten wurden die
Kryoblécke bei -80°C und die 8 um-dicken Querschnitte wurden bis zur Farbung bei -20°C
gelagert.

Allgemeines Farbeprotokoll fiir die Immunfluoreszenz auf Gefrierschnitten

Nach dem Auftauen der Gefrierschnitte fur ca. 5 min wurden diese fir 5 min in 1x PBS
gewassert und fur 10 min bei -20°C in Aceton fixiert und anschlief3end fir weitere 5 min unter
dem Abzug getrocknet, gefolgt von einem erneuten Wassern fir 5 min in 1x PBS. Die
Carotisarterien wurden fir 10 min bei 37°C in einem 0,05% bzw. 0,2%igem Triton-X100-
Puffer (Herstellung siehe Kapitel 2.15) permeabilisiert und anschlieRend dreimal fiir jeweils
5 min in 1x PBS gewaschen. Vor dem Auftragen des Primar-Antikérpers (25 ul pro Carotis-
arterie) wurden die Carotisarterien mit Hilfe des PAP Pen eingezirkelt. Pro Objekttrager
wurde jeweils eine Negativkontrolle mitgeflihrt, indem statt des Primar-Antikorpers lediglich
dessen Verdinnungsmedium (1x PBS) aufgetragen wurde. Die Inkubation des Primar-
Antikorpers erfolgte in einer feuchten Kammer bei 4°C Uber Nacht. Am darauf folgenden Tag
wurden die Objekttrager nach dreimaligem Waschen in 1x PBS fir jeweils 5 min mit dem
Sekundar-Antikérper zusammen mit dem DNA-Farbstoff DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol
Dihydrochlorid) zur Zellkernmarkierung fir 60 min bei RT inkubiert. Hierfir wurde zunachst
DAPI 1:5000 in 1x PBS verdinnt. In dieser Lésung wurde dann eine 1:500 Verdinnung des
Sekundar-Antikdrpers angesetzt. AnschlieRend wurden die Objekttrager erneut fur jeweils
5min in 1xPBS gewaschen und fir 2 min in ddH,O gespiilt, bevor diese mit dem
Eindeckmittel Fluorescence Mounting Medium eingedeckt wurden. Die Objekttrager wurden

lichtgeschitzt getrocknet und bei 4°C gelagert.
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Spezifische Farbebedingungen zum Nachweis mittels Immunfluoreszenz

In Tabelle 3-14 sind die spezifischen Immunfluoreszenz-Farbebedingungen zusammen-
gefasst. Der immunhistologische Nachweis einer reduzierten Expression des Leptin-
Rezeptors (LepR) auf Endothel- bzw. glatten Muskelzellen wurde auf Gefrierschnitten
unverletzter Carotisarterien durchgefiihrt. Zur weiteren Untersuchung maoglicher Auswirkun-
gen der LepR-Defizienz bzw. HFD-Fitterung wurden Immunfluoreszenz-Farbungen zum
Nachweis des vom Endothel produzierten Peptidhormon Endothelin-1 (ET-1), des Hormons
Leptin und des Endothel-Markers CD31 durchgefihrt. Des Weiteren wurden die endotheliale
(eNOS) und induzierbare (iNOS) NO-Synthase sowie die Cyclooxigenasen 1 und 2 (COX-1
und COX-2) mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen.

Der Nachweis von ET-1 auf Paraffinschnitten wurde bis einschlieRlich der Inkubation Uber
Nacht wie im Allgemeinen immunhistochemischen Farbeprotokoll von Paraffinschnitten
(Abschnitt 3.3.1) beschrieben durchgefihrt. Am darauf folgenden Tag wurde die Farbung
nach dem allgemeinen Farbeprotokoll fir die Immunfluoreszenz auf Gefrierschnitten
(Abschnitt 3.3.2) fortgesetzt.

Zum Nachweis von eNOS wurde kein Permeabilisierungs-Schritt durchgefihrt. Zur
Reduzierung des Hintergrundes erfolgte bei der Verwendung der Antikérper gegen eNOS
und ICAM-2 direkt nach dem Einzirkeln der Carotisarterien und vor der Inkubation mit dem
Primar-Antikdrper ein Blockierungs-Schritt (Herstellung der Blockierungs-Puffer | und Il siehe
Kapitel 2.15) fir 60 min bei RT.

Die Markierung des Endothels erfolgte mit Hilfe des Texas Red® labeled Lycopersicon
Esculentum (Tomato) Lectins (LEL). Dabei handelt es sich um ein Lectin aus der Tomate mit
einer einzigen stabilen Glykoprotein-Untereinheit, welches an Glykophorin und Tamm-
Horsfall Glykoprotein bindet und zur Markierung des Endothels bei Nagetieren verwendet
wird. Der erste Tag der LEL-Farbung wurde ebenfalls bis einschliefldlich der Inkubation tber
Nacht analog zum allgemeinen immunhistochemischen Farbeprotokoll von Paraffinschnitten
(Abschnitt 3.3.1) mit Permeabilisierungs-Schritt in 0,05%igem Triton-X100-Puffer durchge-
fuhrt, wobei LEL 1:200 in 1x PBS verdiinnt wurde. Der zweite Tag der Farbung entsprach
dem allgemeinen Farbeprotokoll flr die Immunfluoreszenz auf Gefrierschnitten (Abschnitt
3.3.2) mit dem Unterschied, dass aufgrund der direkten Kopplung des LEL mit dem
Fluorochrome Texas Red® die Verwendung eines Fluoreszenzmarkierten Sekundar-

Antikorpers entfiel und lediglich mit DAPI inkubiert wurde.
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Tabelle 3-14: Spezifische Farbebedingungen der verwendeten Antikérper fir die Immun-
fluoreszenz (IF)

Primar- Verdiinnung Permea- Blockierung | Sekundar-
Antikorper in Medium bilisierung Antikorper

Rat anti-mouse | 1:50 0,05% Triton- - Alexa Fluor®555
CD31 in 1x PBS X100-Puffer donkey anti-rat IgG
Rabbit anti- 1:100 0,05% Triton- - MFP555 goat anti-
mouse COX-1 in 1x PBS X100-Puffer rabbit IgG

Rabbit anti- 1:50 0,05% Triton- - MFP555 goat anti-
mouse COX-2 in 1x PBS X100-Puffer rabbit IgG

Rabbit anti- 1:50 - Blockierungs- | MFP555 goat anti-
mouse eNOS in 1x PBS Puffer Il rabbit IgG

Rabbit anti- 1:50* / 1: 500** | 0,05% Triton- - MFP555 goat anti-
mouse ET-1 in 1x PBS X100-Puffer rabbit IgG

Rat anti-mouse | 1:100 0,2% Triton- | Blockierungs- | Alexa Fluor®555
ICAM2 in 1x PBS X100-Puffer Puffer | donkey anti-rat 1IgG
Rabbit anti- 1:50 0,05% Triton- - MFP555 goat anti-
mouse iNOS in 1x PBS X100-Puffer rabbit 1IgG

Rabbit anti- 1:50 0,05% Triton- - MFP555 goat anti-
mouse LepR in 1x PBS X100-Puffer rabbit IgG

Goat anti- 1:10 0,05% Triton- - MFP555 donkey anti-
mouse Leptin in 1x PBS X100-Puffer goat IgG

* Verdlnnung bei der Anwendung auf Gefrierschnitten
** Verdlnnung bei der Anwendung auf Paraffinschnitten

3.3.3 Aufnahme und morphometrische Auswertung der immunhistologischen

Farbungen

Mit dem Olympus BX51-Mikroskop wurden Bilder in 200-facher, 400-facher und 1000-facher
VergroRerung aufgenommen. Die immunhistochemischen Farbungen (IHC) wurden im
Hellfeld bei Durchlichtbeleuchtung aufgenommen. Die Aufnahmen der Immunfluoreszenz-
Farbungen (IF) erfolgten unter Auflicht-Fluoreszenz-Anregung (mit einer Quecksilber-
dampflampe bei verschlossenem Durchlicht) mit Filtern fir DAPI und Cy3. Dabei lag das
Absorptions- und Emissions-Maximum des sich an doppelstrangige DNA anlagernden
Farbstoffs DAPI, welcher zum Anfarben der Zellkerne verwendet wird, bei 358 nm bzw.
461 nm (blau). Das Absorptions- bzw. Emissions-Maximum des an den Fluoreszenzfarbstoff
MFP555 gekoppelten Sekundar-Antikérpers lag bei 560 nm und 585 nm (rot) und eignete
sich somit entsprechend fir die Verwendung des Cy3-Filters. Das Anregungs- und
Emissions-Maximum des verwendeten Texas Red® markierten Lectins (LEL) lag bei 595 nm
und 615 nm, so dass dieses unter Verwendung des Cy3-Filters aufgenommen werden

konnte.
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Die morphometrische Auswertung erfolgte unter Verwendung der Software Image-Pro® Plus.
Die PCNA-Quantifizierung wurde als Anzahl PNCA-positiver Zellen pro Neointima bzw.
Media dargestellt. Die SMA-positive Flache wurde ermittelt und der prozentuale Anteil
bezogen auf die Neointima berechnet. Im Bereich der Neointima bzw. des Endothels wurde
der prozentuale Anteil der CD31-positiven bzw. ET-1-positiven Flache ermittelt. Des
Weiteren wurde die ET-1-positive Flache im Bereich der Media ermittelt und der prozentuale
Anteil bezogen auf die gesamte Media berechnet. Die Quantifizierung inflammatorischer

Zellen erfolgte anhand der CD45- und F4/80-positiven Flache pro Neointima bzw. Media.

3.3.4 Immunzytochemie und konfokale Mikroskopie

Fiar die immunzytochemischen Untersuchungen wurden murine primare pulmonale Endo-
thelzellen (MPECSs) isoliert aus den Lungen von End.LepR-WT und -KO Mausen (Isolation
und Kultivierung siehe Abschnitt 3.4.1) und humane umbilikale venése Endothelzellen
(HUVECS; Kultivierung siehe Abschnitt 3.4.3) in 6-Well Zellkulturschalen auf mit 0,2%iger
Gelatine beschichteten Borosilikat-Deckglasen (Durchmesser 13 mm) im Inkubator bei 37°C
und 5% CO, in dem entsprechenden mPEC- bzw. HUVEC-Medium (Zusammensetzung der
Medien siehe Kapitel 2.15) kultiviert. Bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 80-90% wurden
die mPECs mit 10 ng/ml murinem rekombinantem Leptin stimuliert, wahrend die HUVECs
mit 1, 10 und 25 uM des PPARy-Antagonisten TO070907 bzw. der entsprechenden DMSO-
Kontrolle inkubiert wurden. Nach einer einstiindigen Inkubationszeit wurden die Zellen flr
10 min bei -20°C mit Aceton fixiert und anschlieRend dreimal mit 1x PBS gewaschen. Die
Deckglaser wurden aus den 6-Well Zellkulturschalen entnommen und die Zellen in 0,2%igem
Triton-X 100-Puffer (Herstellung siehe Kapitel 1.15) fur 5 min bei RT permeabilisiert. Nach
einem viermaligen Waschschritt in 1x PBS wurden unspezifische Antigen-Bindungsstellen in
1%igem BSA (in 1x PBS; Herstellung siehe Kapitel 2.15) fir 7 min bei RT blockiert. Zur
Doppel-Immunfluoreszenzfarbung wurden die mPECs mit Primar-Antikérpern gegen c-jun
(eine Untereinheit des Transkriptionsfaktors AP-1) und des Endothelzell-Markers CD31 fur
60 min inkubiert, wahrend die HUVECs allein mit dem Anti-c-jun-Antikérper ebenfalls flr
60 min inkubiert wurden (es wurden ca. 100 pl Antikérper-Verdinnung pro Deckglas
verwendet, so dass die gesamte Oberflache bedeckt war). Nach einem viermaligen
Waschschritt in 1x PBS wurden die Zellen fur 30 min bei RT mit FITC488-oder MFP555-
konjugierten Sekundar-Antikérpern (1:500 in 1x PBS verdiinnt) und dem DNA-Farbstoff
DRAQ5™ (1:1000 in 1x PBS verdiinnt; Anregungswellenldnge von 647 nm) inkubiert. Nach
viermaligem Waschen mit 1x PBS wurden die Deckgldser mit dem Eindeckmittel
Fluorescence Mounting Medium auf Objekttragern eingedeckt, lichtgeschitzt getrocknet und

bei 4°C gelagert. Die Aufnahmen der gefarbten Zellen wurden am Zeiss LSM 710
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Konfokalmikroskop von Dr. phil. || S Jurchgefihrt. Zur Quantifizierung
wurde der prozentuale Anteil c-jun-positiver Zellkerne bezogen auf die gesamten Zellkerne

pro Aufnahme berechnet. Die spezifischen Farbebedingungen der fir die Immunzytometrie

verwendeten Antikoérper sind in der nachfolgenden Tabelle 3-15 zusammengefasst.

Tabelle 3-15: Spezifische Farbebedingungen der verwendeten Antikorper fiir die Immun-

zytometrie (ICC)

Primar- Verdiinnung Permea- Blockierung | Sekundar-
Antikorper in Medium bilisierung Antikorper

Rat anti-mouse | 1:100 0,2% Triton- | 1% BSA in FITC donkey anti-rat
CD31 (DIA-310) in 1x PBS X100-Puffer | 1x PBS 488

Rabbit anti- 1:100 0,2% Triton- | 1% BSA in MFP555 goat anti-
mouse/ anti- in 1x PBS X100-Puffer | 1x PBS rabbit IgG

human c-jun
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3.4 Ex vivo und in vitro Untersuchungen

Bei der Isolation von Primarzellen wurde in der methodischen Beschreibung angemerkt, ab
welchem Schritt unter sterilen Bedingungen gearbeitet wurde. Alle anderen Zellkulturarbeiten
wurden unter sterilen Bedingungen in der Sterilwerkbank Heraeus HeraSafe KS 15
durchgefuhrt. Die Kultivierung sowohl der primaren Zellen als auch der verwendeten

Zelllinien erfolgte in einem daflr geeigneten Inkubator bei 37°C und 5% CO,.

3.4.1 lIsolation und Kultivierung CD31-positiver Endothelzellen aus der Maus-Lunge

unter Verwendung von MicroBeads

Zellisolation

Die benétigten Ldsungen und Medien fur die Zellisolation primarer pulmonaler
Endothelzellen (mPECs) wurden wie in Kapitel 2.15 beschrieben angesetzt. Der Lyse-Puffer
mit der Collagenase A wurde immer frisch am Tag der Isolation angesetzt. Zwei 25 cm?-
Zellkulturflaschen wurden mit einer 0,2%igen Gelatine-Losung beschichtet. Hierfur wurde der
Boden der Zellkulturflasche mit 2 ml 0,2%iger Gelatine-Lésung vollstandig bedeckt und fur
30 min bei 37°C im Inkubator bei 5% CO, inkubiert. AnschlieRend wurde die Gelatine-
Lésung abgesaugt und einmal mit 5 ml 1x PBS gewaschen, so dass der Flaschenboden nur
mit einem dunnen Film beschichtet wurde. Pro Flasche wurden 5 ml mPEC-Kulturmedium
supplementiert mit 1% Pen/Strep vorgelegt und in den Inkubator gestellt, bis die isolierten
Zellen in Kultur genommen wurden.

Die Maus wurde zunachst unter Beobachtung in einem verschlie3baren Zylinderglas durch
die Inhalation von Isofluran tief betadubt, um eine zervikale Dislokation zur Tétung
durchzufiihren. Nachdem die Maus grof3zigig mit 70%igem Ethanol gereinigt wurde, wurde
der Thorax mit der Schere geéffnet. Die Lunge wurde vorsichtig mit der Pinzette und der
Schere freiprapariert und komplett enthommen. Unmittelbar nach Entnahme wurden die
Lungen in 10 cm-Zellkulturschalen mit jeweils 25 ml 1x PBS mit 1% Pen/Strep transferiert
und auf Eis gelagert. Pro Isolation wurden jeweils drei Lungen pro Versuchsgruppe
verwendet. Ab diesem Schritt wurde unter sterilen Bedingungen in der Sterilwerkbank
weitergearbeitet. Die Lungen wurden durch Schwenken in 1x PBS (mit 1% Pen/Strep)
gespult und anschlieBend auf den trockenen Deckel der Petrischale gelegt. Die
Restflissigkeit wurde mit Hilfe einer 1000 pl-Pipette abgesaugt. Das Gewebe wurde mit
einem Skalpell zerkleinert, bis nur noch sehr kleine Gewebestiicke von 1-2 mm sichtbar
waren und in ein mit 15 ml Lyse-Puffer befilltes 50 ml-Zentrifugenréhrchen transferiert.
Bevor die Inkubation im Wasserbad fir 30 min bei 37°C erfolgte, wurde das Gewebe fir ca.

1 min auf héchster Stufe gevortext. Dieser Vorgang wurde wahrend der Inkubation alle
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10 min wiederholt. Um eine Einzelzellsuspension zu erhalten, wurde der Lyse-Puffer mit dem
zerkleinerten Gewebe vorsichtig tber ein 70 uym Zellsieb in ein frisches 50 ml-Zentrifugen-
réhrchen gegossen. Mit Hilfe eines Stempels wurden die noch auf dem Zellsieb verbliebenen
Gewebestlickchen zur weiteren Zelldissoziation vorsichtig mit wenig Druck durch das Sieb
gedruckt, bis nur noch ein weiltes Fibrin-Reste enthaltendes Homogenat zu sehen war,
welches nicht durch das Sieb gedrickt werden durfte. Wahrend dieses Vorgangs wurde das
Sieb ungefahr viermal mit jeweils 1 ml Isolations-Medium gespult. Danach wurden zur
vollstandigen Inaktivierung der Collagenase A 10 ml Isolations-Medium hinzugegeben. Nach
der Zentrifugation bei 400 x g fur 10 min bei 4°C (diese Einstellung wurde fur alle weiteren
Zentrifugationsschritte verwendet), wurde die Losung abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml
Isolations-Medium aufgenommen. Um eine mdglichst effektive Einzelzellsuspension zu
gewahrleisten, wurde die Zellsuspension erneut Uber ein frisches 70 um Zellsieb gegossen
(ohne Verwendung des Stempels), in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen aufgenommen und das
Zellsieb mit 1-2 ml Isolations-Medium gespilt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
wurde das Isolations-Medium abgesaugt und das Zellpellet in MACS-Puffer resuspendiert
und gleichmaRig auf zwei 50 ml-Zentrifugenréhrchen verteilt (mit 350 yl MACS-Puffer pro

Zentrifugenréhrchen).

Magnetische Zellseparation (MACS, Magnetic Activated Cell Sorting)

Pro Zentrifugenrdhrchen wurden 40 ul CD31-Antikérper-gekoppelte MicroBeads hinzu-
gegeben, kurz geschwenkt und fir 15 min auf Eis inkubiert. In der Zwischenzeit wurde der
Zellseparator QuadroMACS™ mit vier Saulchen (LS Columns) innerhalb eines Magnet-
feldes, wie in Abbildung 3-9 A schematisch dargestellt, aufgebaut und die Saulchen einmal
mit MACS-Puffer gespllt. Um ungebundene MicroBeads herauszuwaschen, wurden nach
Beenden der Inkubation 4 ml MACS-Puffer pro Zentrifugenréhrchen hinzugegeben und
erneut zentrifugiert. Danach wurde der MACS-Puffer abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml
MACS-Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden mittig auf das Saulchen aufgetragen und
nach 2-3 min Durchlaufzeit dreimal mit jeweils 3 ml MACS-Puffer gespllt. Die LS-Saulchen
ermoglichen eine positive Selektion, d.h. die mit CD31-MicroBeads markierten Zellen
verbleiben aufgrund deren magnetischer Anziehung im S&ulchen, wahrend die Negativ-
fraktion herausgespllt wird. Nach erfolgter Separation wurden die Saulchen nacheinander
aus dem Magneten entfernt und mit Hilfe des Stempels in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen
eluiert (Abb. 3-9 B). Dabei wurden die zuvor aufgeteilten Zellen der gleichen Versuchsgruppe
wieder vereinigt. Nach einem Zentrifugationsschritt wurde der MACS-Puffer abgesaugt und
das Zellpellet in 500 pl mPEC-Kulturmedium supplementiert mit 1% Pen/Strep resuspendiert
und in eine bereits vorbereitete 25 cm2-Zellkulturschale aufgenommen. Nach einer

mikroskopischen Prufung wurden die Zellen im Inkubator bei 37°C und 5% CO; kultiviert.
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Abbildung 3-9: (A) Schematische Darstellung des Aufbaus der MACS-Apparatur (Magnetic
Activated Cell Sorting) zur magnetischen Zellseparation: 1.a MACS-Separator, 1.b Sténder fur
den MACS-Separator, 2. LS-Saulchen, 3. Stempel, 4. Auffanggefall (Abbildung modifiziert nach
Datenblatt des Herstellers Miltenyi Biotec). (B) Prinzip der Zellseparation unter Verwendung von
MicroBeads: (1) Zellseparation, 1.a Zellsuspension, 1.b Magnet generiert zusammen mit der
speziellen Saulchen-Matrix aus Stahlwolle ein starkes Magnetfeld, 1.c Negativfraktion, (2) Eluieren

der mit MicroBeads (an Magnetpartikel gekoppelte Antikérper) markierten Zellen nach dem Entfernen
des Saulchens aus dem Magnetfeld (modifiziert nach [166]).

Kultivierung der mPECs

Das Medium wurde 24 h nach Zellisolation komplett ausgetauscht und mit 5 ml mPEC-
Kulturmedium ohne Pen/Strep ersetzt. Danach wurde alle zwei Tage die Halfte des Mediums
gewechselt und dabei das verbrauchte (konditionierte) Medium fir Experimente aliquotiert
und bei -20°C gelagert. Nach 5-7 Tagen nachdem die Zellen in Kultur genommen worden
waren, waren diese nahezu konfluent und konnten entweder direkt zur Gewinnung von RNA
(siehe Abschnitt 3.5) oder nach vorheriger Stimulation mit 10 ng/ml rekombinantem murinen
Leptin bzw. 1x PBS fir 15 min im Inkubator zur Gewinnung von Protein verwendet werden
(siehe Abschnitt 3.6). Eine reprasentative Hellfeldaufname der mPECs (Passage 0) in Kultur
ist in der nachfolgenden Abbildung 3-10 gezeigt.

Abbildung 3-10: Reprasen-
tative Hellfeldaufnahme pri-
maérer muriner pulmonaler
Endothelzellen (mPECs) in
Kultur. Abgebildet sind Zellen
der Passage 0 (linkes Bild:
100-fache Vergrolerung; rech-
tes Bild: manuelle Detail-
vergroéflerung).
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Immunzytochemischer Nachweis von Endothelzell-Markern

Zum Nachweis der Endothelzell-Marker CD31 und VE-Cadherin wurden 20 pl der isolierten
Zellsuspension auf mit 0,2%iger Gelatine beschichteten 4-Well Zellkammer-Objekttrager
(Chamber Slides) kultiviert. Vor Entfernen der Kammern wurde das Medium abgesaugt und
die Zellen mit 1x PBS gewaschen, gefolgt von einer Fixierung der Objekttrager fir 5 min bei
-20°C in Aceton. Nach viermaligem Waschen in 1x PBS folgte die Permeabilisierung in
0,2%igem Triton-X100 (Herstellung siehe Kapitel 2.15) fur 5 min. Anschlieend wurde erneut
viermal in 1x PBS gewaschen und danach fir 7 min in 1%igem BSA (Herstellung siehe
Kapitel 2.15) inkubiert. Die Inkubation mit dem 1:100 in 1x PBS verdinnten Primar-
Antikorper gegen CD31 (rat anti-mouse; sc-18916) bzw. VE-Cadherin (rabbit anti-mouse)
erfolgte fur eine Stunde bei RT gefolgt von vier Waschschritten in 1x PBS. Der jeweilige in
1x PBS 1:500 verdinnte FITC-markierte Sekundar-Antikdrper (donkey anti-rat bzw.
goat anti-rabbit) wurde zusammen mit dem 1:1000 verdinnten DNA-Farbstoff DAPI zur
Zellkernfarbung flr 30 min bei RT inkubiert. Zum Schluss wurden die Objekttrager erneut
viermal in 1x PBS gewaschen und mit dem Eindeckmittel Fluorescence Mounting Medium
eingedeckt. Die Objekttrager wurden lichtgeschiitzt getrocknet und bei 4°C gelagert.
Reprasentative Bilder sind in der nachfolgenden Abbildung 3-11 dargestellt.

Immunzytochemischer Nachweis

Abbildung 3-11: Repréasenta-
tiver immunzytochemischer
Nachweis der Endothelzell-
Marker CD31 und VE-
Cadherin auf primaren mu-
rinen pulmonalen Endothel-
zellen (mPECs). Bilder linke
Seite: 400-fache VergrofRer-
ung. Die MaRbalken reprasent-

3 : : g ieren 100 ym. Bilder rechte
VE-Cadherin VE-Cadherin- DAP** Seite:  manuelle  Detailver-
grolerung.
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3.4.2 Isolation und Kultivierung primarer glatter Muskelzellen (mSMCs) aus der Aorta

von normalgewichtigen und libergewichtigen Mausen

Zellisolation

Die bendtigten Lésungen und Medien flr die Zellisolation wurden wie in Kapitel 2.15
beschrieben angesetzt. Nach vorheriger tiefer Betdubung der Maus mit Isofluran-Inhalation
erfolgte die Toétung mittels zervikaler Dislokation. Die Maus wurde zunachst grof3zligig mit
70%igem Ethanol gereinigt, der Thorax mit der Schere geoffnet und der thorakale Bereich
der Aorta vorsichtig mit Hilfe von feinen Pinzetten und der Schere freiprapariert und
entnommen. Pro Isolation wurden jeweils drei Aorten von mit Normalfutter gefltterten
normalgewichtigen und von mit einer Hochfettdiat gefutterten Ubergewichtigen C57BL/6
Mausen verwendet. Die entnommenen Aorten wurden bis zur weiteren Praparation in
sterilem 1x PBS auf Eis gelagert. In einer mit etwas 1x PBS befillten 10 cm-Zellkulturschale
und unter Verwendung einer Lupenlampe (2,5-fache VergroRerung) wurde die Aorta
zunachst mit einer feinen Pinzetten fixiert, wahrend mit der anderen stumpf an der Aorta
entlang geschabt wurde, um das restliche Blut vorsichtig auszustreichen. Anschlief3end
wurde die Adventitia entfernt und die Aorta in ca. 2 mm breite Ringe geschnitten. Die
nachsten Schritte wurden unter sterlien Bedingungen in der Sterilwerkbank durchgefuhrt.
Zum Verdau wurden die gepoolten Aorten-Ringe einer Versuchsgruppe in ein mit 10 ml
Lyse-Puffer gefilltes 15 ml-Zentrifugenréhrchen transferiert und in einem Warmeschrank
unter gelegentlichem Schwenken flir 10 min bei 37°C inkubiert. Nach einem Zentrifugations-
schritt bei 200 x g fir 5 min bei RT wurde der Lyse-Puffer abgesaugt und die Inkubation mit
frischem Lyse-Puffer wiederholt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde der Lyse-
Puffer erneut abgesaugt und die Aorten-Ringe in 3 ml mSMC-Kulturmedium aufgenommen
und wie in Abbildung 3-12 A (Bild links oben) gezeigt mittig in eine 10 cm-Zellkulturschale
platziert. Damit die Adhasion der Aorten-Stiicke am Boden der Zellkulturschale erfolgen
kann, wurde die Menge an Medium so angepasst, dass die Aorten-Sticke nicht komplett mit
Medium bedeckt waren, sondern noch ein wenig herausragten. Hierfir musste gegebe-
nenfalls noch etwas Medium abgenommen werden. Nach einer Inkubationszeit von 48 h im
Inkubator bei 37°C und 5% CO, waren die Aorten-Ringe adharent und ein kompletter
Mediumwechsel konnte durchgefihrt werden, welcher alle zwei bis drei Tage erfolgte.
Hierbei musste vorsichtig gearbeitet werden, damit die adharenten Aorten-Ringe nicht wieder
heruntergespult wurden. Einge Tage nach Isolation konnten erste aus den Aorten-Ringen
herauswachsende Zellen beobachtet werden. Nach ca. einer Woche wurden die Aorten-
Ringe entfernt und die mSMCs unter Verwendung von 8 ml mSMC-Medium weiterkultiviert,
bis diese nach ca. 14 Tagen subkultiviert werden konnten. Reprasentative Hellfeldauf-

nahmen verschiedener Passagen der mSMCs in Kultur sind in Abbildung 3-12 gezeigt.
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Kultivierung der mSMCs

Zur Subkultivierung wurden die mSMCs mit 1,5 ml des Dissoziationsenzyms Accutase
StemPro® pro 10 cm-Zellkulturschale fiir 3 min im Inkubator inkubiert, nach mikroskopischer
Prufung der erfolgreichen Dissoziation mit 3,5 ml mSMC-Medium von der Platte gespuilt und
im Verhaltnis von 1:2 bis 1:3 subkultiviert. Fir Experimente wurden die Passagen 3-7

verwendet.

Nachweis von glatten Muskelzell-Markern

Mittels RT-PCR konnte in den kultuvierten mSMCs die Expression der (kontraktilen) glatten
Muskelzell-Marker Calponin, Sm-MHC und Sm22 nachgewiesen werden (Abb. 3-12 B).

Abbildung 3-12: Isolation
und Kultivierung von
primaren murinen glatten
Muskelzellen (mSMCs).
(A) Bild oben links: Die
Aorten-Ringe wurden mittig
in einer 10 cm-Zellkultur-
schale platziert und die
Menge des Mediums so
angepasst, dass diese
noch etwas herausragen,
damit die Adhasion er-
folgen konnte. Bild oben
rechts: Aus den ca. 2 mm
B . breiten Aorten-Ringen her-

Calponin  Sm-MHC Sm22 auswachsende ~ mSMCs

(190 bp) (169 bp) (182 bp) der Passage PO. Bilder

500 bp — untere Reihe: mSMCs der
Passagen P2 und P4 nach

Subkultivierung (Bild oben

200 bp — rechts und untere Reihe
100 b — 100-fache  Vergolerung).
P (B) RT-PCR Analyse zum
reprasentativen Nachweis

Marker von Markern fur (kontrak-
tile) glatte Muskelzellen.
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3.4.3 Kultivierung der verwendeten Zelllinien

Kryokonservierung und Auftauen der murinen glatten Muskelzell-Linie MOVAS

Die Kryokonservierung der murinen aortalen glatten Muskelzell-Linie MOVAS (Murine aortic
smooth muscle cells) erfolgte in 1 ml MOVAS-Medium supplementiert mit 5% DMSO
(Zusammensetzung des MOVAS-Einfriermediums siehe Kapitel 2.15). Zum Einfrieren
wurden die Kryordhrchen mit den Zellen zunachst in einem Kryo-Einfriergefald bei -80°C fur
ca. 24 h gelagert, welches einen kontinuierlichen Temperaturabfall von -1°C / min gewahr-
leistete, bevor diese in flissigen Stickstoff transferiert wurden. Zum Auftauen der Zellen
wurde das Kryoréhrchen im 37°C Wasserbad langsam aufgetaut und in eine 10 cm-
Zellkulturschale (mit 58 cm? Wachstumsflache), in der 10 ml MOVAS-Medium vorgelegt und
fir 30 min im Inkubator erwarmt wurde, aufgenommen. Aufgrund der Zelltoxizitat wurde das
DMSO-enthaltene Medium nach spatestens 24 h komplett mit frischem MOVAS-Medium
ohne DMSO ersetzt.

Kultivierung der MOVAS-Zelllinie

Alle zwei bis drei Tage erfolgte ein kompletter Wechsel des MOVAS-Mediums (Zusammen-

setzung des Mediums siehe Kapitel 2.15) und bei Erreichen einer Konfluenz von 80-90%
wurden die Zellen subkultiviert. Hierflir wurden die Zellen nach vorherigem Waschen mit
1x PBS unter Verwendung von 1,5 ml des Dissoziationsenzyms Accutase StemPro® pro
10 cm-Zellkulturschale fir 3 min im Inkubator gelést. Nach mikroskopischer Kontrolle der
erfolgreichen Dissoziation wurden die Zellen mit 3,5 ml MOVAS-Medium von der Platte
gespllt, in einem 50 ml-Zentrifugenréhrchen gesammelt und im Verhaltnis von 1:5 bis 1:8

subkultiviert.

Kultivierung der humanen umbilikalen venosen endothelialen Zelllinie HUVEC

Die Kultivierung der HUVEC-Zelllinie erfolgte in mit 0,2%iger Gelatine beschichteten 10 cm-
Zellkulturschalen. Das HUVEC-Medium (Zusammensetzung des Mediums siehe Kapitel
2.15) wurde alle zwei bis drei Tage komplett gewechselt und bei Erreichen einer Konfluenz
von 80-90% wurden die Zellen subkultiviert. Hierfur wurden die Zellen mit 0,5 ml Dissozia-
tionsreagenz Trypsin-EDTA (0,25%) pro 10 cm-Zellkulturschale bei RT unter standiger
mikroskopischer Kontrolle geldst, anschlieRend die Trypsin-Wirkung mit 9,5 ml HUVEC-

Medium inaktiviert und im Verhaltnis von 1:4 bis 1:5 subkultiviert.
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3.4.4 Untersuchung der Zellkulturiiberstinde der mPECs von End.LepR-KO und
End.LepR-WT Mausen

Um eventuelle Zellreste zu entfernen, wurden die Zellkulturiberstdnde (konditioniertes
Medium, KdM) der mPECs, die aus den Lungen von End.LepR-WT und -KO Mausen isoliert
wurden, nach dem Auftauen direkt vor Verwendung fir 2 min bei 3.000 rpm zentrifugiert. Der
Gehalt von Endothelin-1 (ET-1) und Prostacyclin (PGl;) im konditionierten Medium wurde
unter Verwendung entsprechender ELISAs bestimmt, die nach Herstellerangaben durch-
gefuhrt wurden. Die Quantifizierung von PGI, erfolgte indirekt Uber die Bestimmung des
ersten Hydrolyse-Produkts 6-keto Prostaglandin F1a (6-keto-PGF.,). Die Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (NO) wurde indirekt Gber die Bestimmung des ersten stabilen und nicht
flichtigen Produkts Nitrit (NO,) mit Hilfe des Griess Reagent nach Herstellerangaben

ermittelt.

3.4.5 Untersuchung der Zellproliferation, des Migrationsverhaltens und parakriner
Effekte

Bestimmung der Zellzahl

Zur Vorbereitung der Zellkulturexperimente wurden die Zellen, wie in den letzten Abschnitten
bereits beschrieben, von der Platte gelést und 10 pl der Zellsuspension zur Bestimmung der
Zellzahl in die Neubauer-Zahlkammer aufgetragen. Vier Grof3quadrate wurden ausgezahit

und der Mittelwert mit 10.000 multipliziert, um die Zellzahl pro ml zu erhalten.

Proliferation

Das Proliferationsverhalten von mSMCs isoliert aus den Aorten von normalgewichtigen und
Ubergewichtigen Mausen wurde unter Verwendung des Proliferations-Assays Cell
Titer 96° AQueous One Solution untersucht, welcher auf der kolorimetrischen Bestimmung der
Zellviabilitat beruht. Das Prinzip der verwendeten Methode beruht auf der Reduktion der
gelben Komponente MTS Tetrazolium zu dem violetten im Zellkulturmedium I6slichen
Formazan, dessen Absorption bei 490 nm gemessen werden kann. Es wird angenommen,
dass die Reduktion des MTS Tetrazolium durch die Protonen-Ubertragenden Koenzyme
NADPH (Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat) und NADH (Nicotinsaureamid-
Adenin-Dinukleotid) erfolgt, welche von Dehydrogenasen metabolisch aktiver Zellen gebildet
werden. Vor Durchfihrung des Assays wurden 3,2 x 10® Zellen pro Well einer 96-Well
Zellkulturplatte ausgesat und flr 24 h in reduzietem mSMC-Medium inkubiert, um ein
Wachstumsstopp zu induzieren. Am darauffolgenden Tag wurde das Medium gegen frisches
rekombinantes murines Leptin (10 und 100 ng/ml) enthaltendes reduziertes Medium aus-

getauscht, wahrend die Kontrollzellen allein reduziertes Medium erhielten. Nach einer



3. Methoden 83

Inkubationszeit von 24 h wurden 20 yl MTS Reagenz pro Well hinzugegeben, fir 3 h im
Inkubator (37°C und 5% CO,) inkubiert und die Absorption bei 490 nm gemessen.

Scratch-Wundheilungs-Assay

Zur Untersuchung des Migrationsverhaltens wurden MOVAS bzw. mSMCs von schlanken
und Ubergewichtigen Mé&usen in 6-Well Zellkulturplatten mit einer Zellzahl von 2 x 10° pro
Well ausgesat. Nach 24 h erfolgte mit Hilfe einer 200 pl Pipettenspitze der ,Scratch® des
konfluenten Zellmonolayers, indem am Boden der 6-Well Platte gerade und zlgig entlang-
geschabt wurde (den gesamten Durchmesser durchquerend). Das Medium wurde abgesaugt
und einmal mit 1x PBS gewaschen, um Zellreste zu entfernen. AnschlieRend wurden die
jeweiligen Zellen mit 250 pl konditioniertem Medium der isolierten und kultivierten mPECs
von End.LeR-WT vs. -KO Mausen bzw. 10 oder 100 ng/ml Leptin in jeweils 3 ml reduziertes
MOVAS- bzw. mSMC-Medium (Zusammensetzung der Medien siehe Kapitel 2.15) pro Well
inkubiert. Die Kontrollzellen wurden lediglich mit reduziertem Medium inkubiert. Von jedem
Versuchsansatz wurden Duplikate, d.h. zwei 6-Wells pro Behandlung angesetzt. Mit dem
Mikroskop Motic BA210E und der Kamera Moticam 5 wurden die Zeitpunkte O h, 9 h, 18 h
und 24 h (MOVAS alle Zeitpunkte, mSMCs 0 h und 24 h) dokumentiert, indem pro Well
jeweils drei bis funf Aufnahmen pro ,Scratch® gemacht wurden. Bezliglich der MOVAS
erfolgte die Auswertung der zellfreien ,Scratch“-Flache als prozentuale Anderung im
Vergleich zu 0 h mit der Software ImageJ 1.46, wahrend die absolute Zellzahl migrierender

mMSMCs bestimmt wurde.

Parakrine Effekte
Zur Untersuchung méglicher parakriner Effekte wurden 1 x 10° MOVAS pro Well einer 6-Well

Zellkulturplatte ausgesat und nach 16-18 h mit konditioniertem Medium der isolierten und
kultivierten mPECs von End.LeR-WT und -KO Mausen inkubiert. Hierfir wurde das MOVAS-
Medium abgesaugt und mit jeweils 3 ml reduziertem MOVAS-Medium ersetzt (Zusammen-
setzung des Mediums siehe Kapitel 2.15). Pro Well wurden 250 pl konditioniertes Medium
hinzugegeben, wahrend die Kontrollzellen allein reduziertes Medium erhielten. Ein Teil der
MOVAS wurde zusatzlich mit dem nicht-selektiven Endothelin-Rezeptor (ETg)-Antagonisten
(PD145065), 30 min bevor das konditionierte Medium hinzugegeben wurde, inkubiert. Nach
ca. 10 h wurden die Zellen, wie in Abschnitt 3.5 beschrieben, homogenisiert und zur

spateren RNA-Isolation bei -80°C gelagert.
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3.5 Untersuchungen der RNA-Expression

3.5.1 RNA-Isolation aus Zellen und Gewebe

Das zur RNA-Isolation verwendete TR/ Reagent® Solution basiert auf der einstufigen S&ure-

Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion nach Chomczynski und Sacchi [167, 168].

Homogenisierung der Zellen

Das Zellkulturmedium wurde komplett abgesaugt und die Zellen einmal mit 1x PBS
gewaschen. Pro Well einer 6-Well-Platte wurden 200 ul und pro 25 cm?-Zellkulturflasche
wurden 400 pl sowie pro 10 cm-Zellkulturschale 1000 ul TRI Reagent® Solution eingesetzt.
Nachdem die entsprechende Menge TR/ Reagent® Solution auf die Zellen gegeben wurde,
wurden diese mit einem Zellschaber von der Platte geschabt und mit der 1000 ul-Pipette
durch mehrfaches auf- und abpipettieren homogenisiert. Die Homogenate wurden in 1,5 ml
Reaktionsgefalte Uberfihrt, unmittelbar auf Eis gestellt und bis zur RNA-Isolation bei -80°C

gelagert.

Homogenisierung der Aorten

Jeweils drei Aorten (bei -80°C in 2,0 ml Reaktionsgefalten gelagerte Aorten) wurden im
gefrorenen Zustand (ohne vorherigem Auftauen) in 300 uyL TR/ Reagent® Solution
aufgenommen und mit Hilfe des Homogenisierers MICCRA D-1 (mit Dispergierwerkzeug fur
Kleinstmengen) bei Stufe 1-2 homogenisiert. Um eine vollstdndige Homogenisierung zu
gewahrleisten und das zu starke Erwarmen der Probe zu vermeiden, wurde der
Homogenisierungs-Schritt 2-3 mal wiederholt und die Probe zwischen den Schritten fir
einige Minuten auf Eis gekuhlt. Zum Entfernen moglicher Gewebereste wurde das
Dispergierwerkzeug nach jeder Probe zunachst mit Natronlauge (2 mol/l) und anschlieRend
dreimal mit ddH,O gespult. Um mdgliche ungeloste Zellreste zu entfernen, wurden die
Proben bei 12.000 x g fir 10 min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein frisches

1,5 ml Reaktionsgefal} transferiert.

RNA-Extraktion

Vor der RNA-Extraktion wurden Zellhomogenate nach dem Auftauen nach ca. 5-10 min fir

weitere 5 min bei RT inkubiert, wahrend die RNA-Extraktion der Aortenhomogenate
unmittelbar nach der Homogenisierung erfolgte. Zu den Zell- bzw. Aortenhomogenaten
wurden pro eingesetzten 1000 pl TR/ Reagent® Solution 200 pl Chloroform zugegeben
(Anpassung je nach Ausgangsmenge), das Reaktionsgefal® kraftig geschuttelt und fir 15 min
bei RT inkubiert. Nach der Inkubationszeit konnte bereits eine beginnende Phasentrennung

beobachtet werden. Zur vollstandigen Phasentrennung wurden die Proben bei 12.000 x g fur
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15 min bei 4°C zentrifugiert. Die obere farblose wassrige mit RNA angereicherte Phase
wurde abgenommen und in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefal® Gberflihrt. Die verbleibenden
beiden Phasen mit der unteren organischen Protein enthaltenden Phase und der DNA

enthaltenden Interphase wurden verworfen.

RNA-Féllung
Zur Fallung der RNA wurde pro eingesetzten 1000 pl TR/ Reagent® Solution 500 yl

Isopropanol (Anpassung je nach Ausgangsmenge) zur wassrigen Phase gegeben, fir 5-10 s
bei mittlerer Geschwindigkeit gevortext und fir 10 min bei RT inkubiert. Nach einem
Zentrifugationsschritt bei 12.000 x g fiir 8 min bei 4°C wurde der Uberstand abgekippt und
das Pellet mit 75%igem Ethanol gewaschen. Zum Waschen wurde die gleiche Menge an
75%igem Ethanol verwendet wie die urspriinglich eingesetzte Menge an TRI Reagent®
Solution. Um wieder ein festes Pellet zu erhalten, wurde die Probe erneut bei 12.000 x g flr
8 min bei 4°C zentrifugiert. Der Ethanol wurde vorsichtig abpipettiert und das Pellet wurde flr

5-10 min an der Luft getrocknet, durfte jedoch nicht komplett austrocknen.

Lésen der RNA

Das RNA-Pellet wurde je nach GroRRe des Pellets in 12 bzw. 22 pl nuklease-freiem Wasser

resuspendiert und wahrend der Bestimmung der RNA-Konzentration auf Eis gestellt. Die
Lagerung der RNA erfolgte bei -80°C.

3.5.2 Bestimmung der RNA-Konzentration und Reinheit

Die Konzentration der isolierten RNA wurde unter Verwendung von 2 ul unverdiinnter Probe
mit der Mikrovolumen-Messzelle uCuvette® G1.0 und dem Photometer BioPhotometer® bei
260 nm entsprechend der Herstellerangaben bestimmt. Der sehr kurze Lichtweg (die Héhe
der gebildeten Flussigkeitssdule entspricht einem Lichtweg von 1 mm) ermdglicht die
Bestimmung hochkonzentrierter Proben, sodass eine Probenverdinnung nicht notwendig
war. Vor der Messung der Proben wurde ein Abgleich mit nuklease-freiem Wasser (Blank-
Lésung) durchgefihrt. Die Bestimmung der Reinheit erfolgte durch die zusatzliche Messung
der Absorption bei 280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen). Eine reine Probe ohne

Kontamination mit Proteinen weist einen Quotienten aus OD,sy nm und ODygy Nm von 2 auf.
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3.5.3 Umschreibung in cDNA

Die Umschreibung der mRNA (messenger RNA) in die komplementidre cDNA
(complementary DNA) erfolgte mit Hilfe der RNA-abhangigen DNA-Polymerase M-MLV
Reverse Transkriptase. Hierzu wurde 1 uyg RNA in die im Folgenden beschriebene Reaktion
eingesetzt (siche Tab. 3-16) und die cDNA im Thermocycler Mastercycler® fir 20 min bei
42°C, gefolgt von 5 min bei 99°C und 5 min bei 5°C synthetisiert (mit anschlieBender
Kuhlung bei 4°C).

Tabelle 3-16: Pipettierschema der cDNA-Umschreibung

Reagenz Volumen Finale
pro Ansatz [l] Konzentration

25 mM MgCl, 4 5mM

5x Reaktionspuffer M-MLV RT 4 1x

10 mM dNTPs (jeweils) 0,4 jeweils 200 yM

500 pug/ml Random Hexamer Primer 0,2 5 mg/ml

40 U/ul RNAse Inhibitor 1 2 U/l

200 U/ul M-MLV Reverse Transkriptase (RT) 0,8 8 U/ul

1 ug RNA (in nuklease-freiem Wasser) 9,6 1 ug

Gesamtvolumen 20

3.5.4 Semi-quantitative RT-PCR

Zur semi-quantitativen Untersuchung wurde die mit Hilfe der Reversen Transkriptase (RT)
umgeschriebene cDNA in der anschlieRenden Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase
chain reaction, PCR) im Thermocycler Mastercycler® unter Verwendung spezifischer Primer
amplifiziert. Das allgemeine Pipettierschema und die allgemeinen sowie spezifischen PCR-
Bedingungen zur cDNA-Amplifizierung sind in den nachfolgenden Tabellen 3-17 bis 3-19
zusammengefasst. Die verwendeten Primer-Sequenzen sind im Kapitel 2.10 aufgelistet. Das
Zytoskelettfilament [(-Aktin (Actb) wurde als konstitutiv exprimiertes, nicht-reguliertes
Referenzgen (housekeeping gene) verwendet.

Die PCR-Produkte wurden wie in Abschnitt 3.1.5 beschrieben unter Verwendung eines
1,5%igen Agarosegels mittels einer horizontalen Gelelektrophorese aufgetrennt und in einer
UV-Geldokumentationskammer detektiert. Die semi-quantitative densitometrische Analyse
(Farbdichtemessung, Integrated Density Value IDV) der Banden erfolgte mit Hilfe der
Software AlphaEaseFC 4.0. Die erhaltenen Werte wurden gegen den entsprechenden (-

Aktin-Wert derselben Probe normalisiert.
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Tabelle 3-17: Allgemeines Pipettierschema zur cDNA-Amplifizierung

Reagenz Volumen Finale
pro Ansatz [pl] Konzentration

nuklease-freies Wasser 30,75 -
25 mM MgCl, 2 1 mM
5x Puffer Green GoTaq®Flexi 10 1x
5 U/ul DNA Polymerase Go Taq® G2 Flexi 0,25 0,025 U/l
10 uM Primer_for 1 0,2 yM
10 uM Primer_rev 1 0,2 uM
cDNA 5ul

Gesamtvolumen 50

Tabelle 3-18: Aligemeine PCR-Bedingungen zur cDNA-Amplifizierung

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Aufheizen des Deckels 105°C durchgehend -

Initiale Denaturierung 95°C 3 min -
Denaturierung 95°C 30 s -1 min*

Annealing 55 - 60°C* 15 s - 1 min* 35 Zyklen
Elongation 72°C 30 s -1 min*

Finale Elongation 72°C 10 min -

Kiihlung 4°C halten -

*spezifische PCR-Bedingungen je nach verwendetem Primer

Tabelle 3-19: Spezifische PCR-Bedingungen der verwendeten Primer zur cDNA-Ampilifizierung

Primer Denaturierung Annealing Elongation
Actb 30s 30 s bei 60°C 30s
CD31 35s 45 s bei 60°C 45 s
LepRshort / LepRiong 1 min 1 min bei 55°C 1 min
Calponin, Sm-MHC, Sm22 30s 15 s bei 55°C 30s
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3.5.5 Real-time quantitative PCR

Die real-time quantitative PCR (quantitative Echtzeit PCR), im Weiteren als gPCR abgekiirzt,
wurde mit dem Real-Time PCR System StepOnePlus™ unter Verwendung der Software
StepOne v.2.3 durchgeflihrt. Das allgemeine Pipettierschema und die qPCR-Bedingungen
sind in den nachfolgenden Tabellen 3-20 und 3-21 aufgefiihrt. Von jeder cDNA-Probe
wurden fur jeden Primer jeweils Duplikate gemessen. Aulerdem wurde flir jeden

verwendeten Primer eine (nuklease-freie) Wasser-Kontrolle als Duplikat mitgefihrt.

Tabelle 3-20: Allgemeines qPCR-Pipettierschema

Reagenz Volumen Finale
pro Ansatz [pl] Konzentration

SYBR Green SsoAdvanced™ Universal 10 1x
SYBR® Green Supermix (2x)
nuklease-freies Wasser 6,5 -
2,5 uM Primer_for 0,5 0,1 uM
2,5 UM Primer_rev 0,5 0,1 uM
cDNA 2,5l

Gesamtvolumen 20

Tabelle 3-21: gPCR-Bedingungen

Schritt Temperatur Dauer Zyklen /| Temp.
Aufheizen des Deckels 105°C durchgehend -
initiale Denaturierung 95°C 10 min -
Denaturierung 95°C 15s
Annealing / Elongation / Lesen der Platte 60°C 1 min 40 Zyklen
Schmelzkurven-Analyse 95°C 15s -
60°C 1 min Temperaturanstieg
schrittweise um
95°C 15s 0,3°C

Verwendet wurde der im SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix enthaltene
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green, welcher an doppelstrangige DNA bindet und bei
Anregung ein Fluoreszenzsignal emittiert (Abb. 3-13 A). Das Fluoreszenzsignal, welches
nach jedem Zyklus detektiert wird, nimmt von Zyklus zu Zyklus proportional zur Menge der
amplifizierten cDNA zu. Zur Darstellung der Amplifizierungskurve (Abb. 3-13 B) wird die
Zykluszahl der PCR (x-Achse) gegen das Fluoreszenzsignal (y-Achse) aufgetragen. Als
Basislinie (baseline) oder Hintergrundfluoreszenz werden die Zyklen bezeichnet, in denen

sich das Fluoreszenzsignal noch unter der Detektionsschwelle befindet, d.h. die amplifizierte
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cDNA-Menge ist noch zu gering. Je nach Ausgangskopien sind ab einer bestimmten
Zykluszahl die Bedingungen optimal, so dass es zu einem exponentiellen Anstieg kommt. Im
Verlauf der Zyklen steigt die Produktmenge stark an, die Substrate werden verbraucht, die
Aktivitat der Polymerase lasst nach und es kommt zu vermehrten Produktfragment- und
Primer-Hybridisierung (Plateaubildung am Ende des exponentiellen Anstiegs). Der zur
Quantifizierung verwendete Ct-Wert (threshold cycle) wird definiert als die Zykluszahl, bei
der der Schwellenwert erstmals Gberschritten wird, d.h. das Fluoreszenzsignal steigt tGber die
Hintergrund-Fluoreszenz hinaus an und die Kurve befindet sich am Anfang des

exponentiellen Verlaufs.

A B

10 4
Fluoreszenzfarbstoff

(SYBR Green)

DNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplex

D -~
ER-OPD o) ﬂ
lFIuoreszenzsignal 4 baseline 18 20 PCR cycle # at threshold (Ct)
ACt=Ct20-Ct18=2
0

T Ll T L 1 Ll 1
[ ) 5 5 20 25 3 35 4
E;Q"» "."'i;".‘" 0 10 1 ( 0 0
PCR cycle number

Threshold

Fluorescent signal (R))

L

Abbildung 3-13: (A) Prinzip der gPCR und (B) Beispiel einer Amplifizierungskurve. Um zwei
Proben miteinander zu vergleichen, werden deren Ct-Werte voneinander abgezogen, so dass man
wie in diesem Beispiel gezeigt einen Unterschied von zwei Zyklen zwischen den beiden Proben erhalt.
Aufgrund des exponentiellen Verlaufs der PCR erhalt man durch Einsetzen des ACt-Wertes in ¢t
eine lineare Form bzw. einen 4-fachen Anstieg (modifiziert nach [169]).

Relative Quantifizierung nach der AACt-Methode

Die relative Quantifizierung von Unterschieden in der mRNA-Expression erfolgte nach der
AACt-Methode [170]. Dabei wurde zunachst das Zielgen mit einem nicht-regulierten
Referenzgen (housekeeping gene) als interne Kontrolle normalisiert (ACt). Als Referenzgen
wurde die ribosomale Untereinheit 18S (Rn18S) bzw. das Zytoskelettfilament B-Aktin (Actb)
verwendet. Zur Berechnung der relativen Expressionsunterschiede wurden die jeweiligen

normalisierten Ct-Werte voneinander abgezogen (AACt) und in die Formel 2! eingesetzt.

ACt = Ct zjelgen — Ct Referenzgen
AACt = Ct Versuchsgruppe — Ct Kontroligruppe

Berechnung der n-fachen Expression (Versuchsgruppe vs. Kontrollgruppe): 224¢
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Schmelzkurven-Analyse

Zur Uberprifung der Primer-Spezifitast wurde nach erfolgter cDNA-Amplifizierung eine
Schmelzkurven-Analyse durchgefiihrt (Abb. 3-14). Dabei handelt es sich um eine rein
qualitative Bewertung der PCR-Amplifikate, bei der man sich zunutze macht, dass die
doppelstrangige DNA von spezifischen PCR-Produkten einen hoéheren Schmelzpunkt
aufweist als unspezifische Produkte oder Primerdimere. Durch schrittweise Erhdhung der
Temperatur im Reaktionsgefal® um 0,3°C von 60°C auf 95°C wurde die doppelstrangige DNA
in Einzelstrange aufgetrennt. Der bei diesem Vorgang freigesetzte Fluoreszenzfarbstoff
resultiert in einer Abnahme der Fluoreszenz, welche einen charakteristischen Peak aufweist.

Dabei weist jedes PCR-Produkt eine spezifische Schmelztemperatur (Tm) auf.

Melt Curve

59000.0 R

49000.0

39000.0

29000.0

Derivative Reporter (-R)

19000.0

9000.0

65.0 70.0 75.0 80.0 85.0 90.0 95.0

Temperature (°C)

Abbildung 3-14: Beispiel einer Schmelzkurven-Analyse (Melt Curve von der Software StepOne
v.2.3 anhand der detektierten Werte erstellt). Zur Darstellung der Schmelzkurve wurde die Temperatur
(x-Achse) gegen den abgeleiteten Wert des Fluoreszenzsignals (y-Achse) aufgetragen. Spezifische
PCR-Produkte wiesen einen charakteristischen Schmelzkurvenverlauf bzw. eine charakteristische
Schmelztemperatur (Tm) auf, welche in der (nuklease-freien) Wasser-Kontrolle (pink) nicht aufge-
zeichnet werden konnte.
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3.6 Western Blot

3.6.1 Herstellung von Proteinlysaten aus Zellen

Zur Proteinisolation wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und die gesamte Zell-
kulturflasche vorsichtig auf flissigen Stickstoff schockgefroren und bis zur Herstellung von
Proteinlysaten bei -80°C gelagert. Die Zellen wurden in ihrer Zellkulturflasche auf Eis
aufgetaut, bis auf dem Flaschenboden ein ,Schimmer” zu sehen war. Dies ist ein Hinweis,
dass der Flaschenboden die richtige Temperatur erreicht hat, da zu niedrige Temperaturen
die im Lysepuffer enthaltenen Protease- und Phosphatase-Inhibitoren zerstéren wirden. Pro
25 cm?-Zellkulturflasche bzw. 10 cm-Zellkulturschale wurden 130 ul bzw. 300 pl des frisch
mit Protease- und Phosphatase-Inhibitoren versetzten gekihlten Triton-X-Lysepuffers
(Herstellung siehe Kapitel 2.15) auf die Zellen gegeben und diese mit dem Zellschaber von
der Platte geschabt. Die Zellhomogenate wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® tberflhrt und
fur 60 min auf Eis unter gelegentlichem Vortexen inkubiert. Um ungeldste Zellreste zu
entfernen, wurde die Probe anschlieend bei 10.000 x g fur 10 min bei 4°C zentrifugiert und
der Uberstand in frische ReaktionsgefaRe uberfiihrt. Die Proteinlysate wurden bei -80°C

gelagert.

3.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration der Proteinlysate wurde mit dem BCA Protein Assay Kit Pierce™
bestimmt. Die Methode nach Smith et al. [171] basiert auf der Verwendung von
Bicinchoninsaure (bicinchoninic acid, BCA) zur quantitativen kolorimetrischen Bestimmung
von Proteinen. Dabei werden in alkalischer Lésung zweiwertige Kupferionen (Cu®) durch die
Komplexierung mit den Peptidbindungen (Stickstoff-Atomen) von Proteinen zu einwertigen
Kupferionen (Cu') reduziert, welche mit Bicinchoninsaure einen violetten Komplex mit einem

Absorptionsmaximum von 562 nm bilden (Abb. 3-15).

Protein + Cu'z — 2=, cu"
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-0ac O W Ny O 00"
@ @ Abbildung 3-15: Prinzip der quantitativen
colorimetrischen Proteinbestimmung mit

Bicinchoninsaure (bicinchoninic acid, BCA)
nach Smith et al. [171].
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Durchftihrung
Zur Generierung einer Protein-Standardkurve wurde ausgehend von einer 2000 ug/ml BSA

(Bovine Serum Albumin; Rinderalbumin) Stammlésung eine Standardreihe nach dem in der
Tabelle 3-22 dargestellten Verdiinnungsschema pipettiert, welche bei -20°C gelagert werden

konnte.

Tabelle 3-22: Pipettierschema zur Generierung einer Protein-Standardkurve

Standard- Proteinkonzentration ddH,0 Standard
Nr. [ng/ml]
STD 10 2000 - -
STD 9 1000 500 pl + 500 pl von STD 10
STD 8 500 500 pl + 500 ul von STD 9
STD7 250 500 pl + 500 pl von STD 8
STD 6 125 500 ul + 500 ylvon STD 7
STD 5 62,5 500 pl + 500 pl von STD 6
STD 4 31,2 500 ul + 500 ul von STD 5
STD 3 15,6 500 ul + 500 ul von STD 4
STD 2 7,8 500 pl + 500 pl von STD 3
STD 1 3,9 500 ul + 500 ul von STD 2
Leerwert 0 500 pl -

Reagenz A und B wurden im Verhaltnis 50:1 angesetzt und 200 pl pro Well in eine 96-Well
Mikrotiterplatte vorgelegt. Dann wurden 25 pl der in ddH,O 1:10 verdinnten Proben
(Doppelbestimmung) sowie 25 pl des jeweiligen Standards hinzugegeben und abgedeckt fir
30 min bei 37°C inkubiert. Die photometrische Bestimmung erfolgte bei 526 nm. Zur
Generierung einer Protein-Standardkurve wurden die bekannten Proteinkonzentrationen der
Standardreihe gegen die gemessene optische Dichte (OD) aufgetragen. Nach Abzug des
Leerwertes von allen gemessenen Werten konnten mit Hilfe der Geradengleichung die
Proteinkonzentrationen der Proben unter Berlcksichtigung des Verdinnungsfaktors ermittelt

werden.

3.6.3 Gelelektrophorese und Transfer

Herstellung der Gele

Die mit 70%igem Ethanol gereinigten Platten wurden in die GelgieRapparatur eingespannt.
Die Zusammensetzung der Gele ist in der Tabelle 3-23 aufgeflhrt. Zuerst wurde das 8%ige

Trenngel, dessen Porengréf3e zur Auftrennung von Proteinen mit einem Molekulargewicht
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von 25 bis 200 kDA geeignet ist gegossen und zur Beseitigung von Blasen mit Isopropanol
Uberschichtet. Lediglich fir die Proteinauftrennung von Endothelin-1 wurde ein 10%iges
Trenngel verwendet, welches sich fir ein Molekulargewicht von 15 bis 100 kDA eignet. Das
Auspolymerisieren erfolgte fir ca. 20 min bei RT. Nach dem Abgie3en des Isopropanols
wurde mit ddH,O gespilt und Flissigkeitsreste mit einem Filterpapier getrocknet. Das
Trenngel wurde mit dem 5%igen Sammelgel Uberschichtet und der Kamm luftblasenfrei
angebracht. Zum Auspolymerisieren wurde das Gel erneut fir 20 min bei RT stehen
gelassen, die Glasplatten aus der GelgieRapparatur entnommen und in mit ddH,O
befeuchtete Papiertlicher in einer Klarsichtfolie zum Schutz vor dem Austrockenen Uber

Nacht im KlUhlschrank aufbewahrt.

Tabelle 3-23: Pipettierschema zur Herstellung der Gele

Reagenz Trenngel [ml] 5%iges Sammelgel [ml]
8%ig 10%ig

ddH,0 6,9 5,9 2,1

30%iger Acrylamid Mix 4,0 5,0 0,5

1,5 M Tris pH 8.8 3,8 3,8 -

1,0 M Tris pH 6.8 - - 0,38

10%ige SDS-Lésung 0,15 0,15 0,03

10%ige APS-Losung 0,15 0,15 0,03

TEMED 0,009 0,006 0,003

Probenvorbereitung

Die Proben wurden anhand der bestimmten Proteinkonzentration auf eine einheitliche
Konzentration von 25 uyg Gesamtprotein eingestellt und mit ddH,O auf ein Probenvolumen
von 22,5 ul gebracht. Der 4x Lammli-Puffer wurde wie in Kapitel 2.15 beschrieben mit dem
reduzierenden Reagenz 2-Mercaptoethanol versetzt. Zu jeder Probe wurde 4x Lammli-
Ladepuffer (je 7,5 ul) hinzugegeben, so dass dieser im Gesamtvolumen von 30 pl
1x konzentriert war. Zur Denaturierung und Reduzierung der Proteine wurden die Proben im
Thermoblock ThermoStat plus fir 5 min bei 99°C erhitzt und unmittelbar danach auf Eis
gestellt. Bei diesem Schritt wurde die Tertiar- und Sekundarstruktur der Proteine durch
Aufheben von Wasserstoffbrickenbindungen sowie Aufbrechen von Disulfidbriicken
aufgelost. Dabei kommt er zur Entfaltung des Proteins, wahrend die Aminosauresequenz

(Primarstruktur) erhalten bleibt.
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Gelelektrophorese
Die Module der Elektrophorese-Apparatur Mini-PROTEAN® Tetra Cell wurden entsprechend

der Herstellerangaben aufgebaut und die innere Kammer zwischen den Glasplatten bis zum

Uberlaufen sowie ca. ¥4 des Pufferreservoirs mit 1x Tris/Glycine/SDS-Laufpuffer (Herstellung
siehe Kapitel 2.15) befillt. Nachdem die Kdmme vorsichtig herausgezogen und die Taschen
mit 1x Laufpuffer gespllt wurden, folgte ein Vorlauf ohne Proben fir ca. 15 min bei 80 V.
AnschlieBend wurden Proteinmarker und Proben aufgetragen und die Elektrophorese-
Apparatur wie vom Hersteller angegeben an die Stromquelle angeschlossen. Die Elektro-
phorese durch das Sammelgel erfolgte fir ca. 15 min bei 80 V und wurde dann auf 100 V
erhoht. Da die Eigenladung der Proteine durch das anionische Detergenz SDS (sodium
dodecyl! sulfat, Natriumdodecysulfat) Uberdeckt wurde und somit eine gleichmaRig negative
Ladung aufweist, erfolgt die Trennung der Proteine nach deren relativer GréRRe, d.h. deren
Kettenlange (proportional zum Molekulargewicht), in Richtung Anode (positiv geladener Pol).
Anhand der Auftrennung des Proteinmarkers und der blauen Lauffront konnte der Fortschritt
der Elektrophorese Uberpriift und vor Erreichen des unteren Randes der Glasplatten nach

90-120 min gestoppt werden, um ein Auslaufen der Proteine zu verhindern.

Transfer

Der Transfer der mittels Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-
Membran erfolgte mit der Blotting-Apparatur Mini Trans-Blot®. Das Elektrophoresemuster der
aufgetrennten Proteinbanden bleibt dabei bestehen. Es wurde eine Nitrocellulose-Membran
mit einer PorengrofRe von 0,45 ym verwendet, welche fur Proteine mit einem Molekular-
gewicht von groéRer als 15 kDA geeignet ist. Zundchst wurde die Nitrocellulose-Membran
(zugeschnitten auf ca. 7 x 8,5 cm) fur 5-10 min in ddH,O Ubertragen und anschlielend fir
weitere 15 min in 1x Transferpuffer (Herstellung siehe Kapitel 2.15) Uberfihrt. Zum Durch-
feuchten wurden Schwamme und Filterpapiere ebenfalls fir ca. 10 min in 1x Transferpuffer
gelegt und auf den Schwenktisch gestellt. Nach Entfernen des Sammelgels wurden auch die
Gele zum Waschen in 1x Transferpuffer Uberfihrt. Der Aufbau der Transferkassette erfolgte
luftblasenfrei wie in Abbildung 3-16 schematisch dargestellt. Die Module der Blotting-
Apparatur wurden gemafl Herstellerangaben aufgebaut, bis zur Markierung mit
1x Transferpuffer beflllt und an die Stromquelle angeschlossen. Der Transfer erfolgte fir
eine Stunde bei 100 V. Zum Schutz vor Uberhitzung wurde die Apparatur durch ein im Tank
integriertes Kihlelement sowie unter standigem Rihren (auf einem Magnetrihrer) wahrend
des Transfers gekiihlt. Die Proteine wandern im senkrecht zur Transferkassette gerichteten
elektrischen Feld aus dem Gel zur positiv geladenen Anode in Richtung Nitrocellulose-
Membran und binden dort an die Membrantextur (Abb. 3-16). Im Transferpuffer enthaltener

Methanol erhdhte die Bindungseffizienz der Proteine an die Nitrocellulose-Membran. Nach



3. Methoden 95

dem Transfer wurde die Membran zur Uberpriifung einer gleichméaRigen Protein-Beladung
mit Ponceau S angefarbt und mit ddH.,O wieder entfarbt. Die Marker-Banden wurden
markiert und die Membran gegebenenfalls mit Hilfe der Marker-Banden bei einem
bestimmten Molekulargewicht geschnitten, um diese mit unterschiedlichen Antikérpern

inkubieren zu kénnen

Protein-
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Abbildung 3-16: Schematischer Aufbau einer
Tank-Blot-Apparatur und Richtung des Protein-
transfers. Die Transferkassette wurde wie folgt
I aufgebaut: (1) zusammenklappbare / durchlécherte

Kunststoffkassette; (2) Schwamm; (3) zwei Filter;

OJEIONOOXOGI0) (4) Gel; (5) Nitrocellulose-Membran.

3.6.4 Immundetektion und Quantifizierung der Proteinbanden

Allgemeines Protokoll zur Immundetektion des Western Blots

Die Herstellung der zur Immundetektion verwendeten Blockierungsldsungen und Puffer sind
in Kapitel 2.15 beschrieben. Zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen wurde die
Membran fir 45-60 min je nach Antikdrper in 5%iger BSA- oder Milchpulver-Losung
geschwenkt und anschliefend einmal fir 5 min in TBST gewaschen. Die Primar-Antikdrper
Verdinnung wurde in 5%iger BSA- oder Milchpulverlésung bzw. 1x Roti-Block angesetzt und
zusammen mit der Membran bzw. den zugeschnittenen Membranstreifen in Folien
eingeschweilt und Uber Nacht bei 4°C auf einem Schwenktisch inkubiert. Am darauf-
folgenden Tag wurde die Membran dreimal fir jeweils 10 min in 1x TBST bei RT gewaschen,
um unspezifisch gebundenen Antikérper zu entfernen. Der an Meerrettich-Peroxidase
(horseradish peroxidase, HRP) gekoppelte Sekundar-Antikérper, der gegen die Spezies des
Primar-Antikorpers gerichtet ist, wurde 1:7500 in dem entsprechend verwendeten

Blockierungsmedium verdinnt und flr 90 min bei RT in Schalen inkubiert. Anschliellend
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wurden die Membranen flr jeweils 10 min zunachst zweimal in 1x TBST und dann einmal in
1x TBS ohne Zugabe von Tween 20 gewaschen, da dieses die spatere Detektion stéren
kann. Die Detektion der Proteinbanden erfolgte unter Verwendung des Enhanced
Chemilumineszenz (ECL) HRP-Substrats SuperSignal™ West (Pico bzw. Femto). Dabei
katalysiert die Meerrettich-Peroxidase in Anwesenheit von H,O, die Umsetzung des
Substrats Luminol in seine oxidierte Form, dessen Chemilumineszenz detektiert werden
kann. Hierfir wurden die beiden Komponenten (Luminol Enhancer Solution und Peroxide
Buffer) des oben genannten Kits im Verhaltnis 1:1 gemischt und pro Membran 2 ml
aufgetragen, gefolgt von einer Inkubation fir 5 min im Dunkeln. AnschlieRend wurde die
Membran in Klarsichtfolie eingelegt und eventuelle Luftblasen und Uberschiussige Ldsung
wurden ausgestrichen. Die Detektion und Dokumentation erfolgte mit Hilfe des
Chemilumineszenz-Systems Intas ChemiLux Imager CSX-1400M mit der Software Intas
GDS Version 3.34 bei einer Expositionszeit von bis zu 30 min.

Zur Detektion von phosphoryliertem Protein im Vergleich zum Gesamt-Protein oder fir
Proteine mit einem ahnlichen Molekulargewicht wurden, um den vorherigen Antikorper zu
entfernen, die Membranen bzw. Membranstreifen fir 8 min mit 0,2 M NaOH behandelt (mit
jeweils einem Waschschritt vor und nach der Behandlung fir 4 min in ddH,O), bevor erneut

blockiert wurde.

Spezifische Bedingungen zur Immundetektion des Western Blots

In Tabelle 3-24 sind die spezifischen Bedingungen zur Immundetektion der verwendeten
Antikérper zusammengefasst. In mPECs wurden ohne und nach Inkubation mit murinem
rekombinantem Leptin (10 ng/ml fir 15 min) sowohl Proteine des Leptin-Rezeptor-Signal-
wegs, wie die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3 (signal transducer and
activator of transcription 3) an Tyrosin 705 (p-STAT3 Tyr 705) und Serin 272 (p-STAT3
Ser 272), als auch negative Regulatoren wie PTEN (phosphatase and tensin homolog),
PTP1B (protein-tyrosine phosphatase 1B) und SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 3)
untersucht. Des Weiteren wurde in der humanen Endothelzell-Linie HUVEC die Protein-
expression von Endothelin-1 (ET-1) nach Inkubation mit einem PPARy-Antagonisten (1, 10,
25 uM flr 24 h) bzw. der entsprechenden DMSO-Kontrolle. Als nicht-reguliertes Referenz-
protein (housekeeping protein) wurde B-Aktin (ACTB) bzw. GAPDH (Glycerinaldehyd-3-

phosphat-Dehydrogenase) verwendet.

Quantifizierung der Proteinbanden

Die Proteinbanden wurden unter Anwendung der Software AlphaEaseFC 4.0 densito-
metrisch analysiert (Farbdichtemessung, Integrated Densitiy Value IDV). Zur Normalisierung
wurde B-Actin bzw. GAPDH verwendet.
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Tabelle 3-24: Spezifische Bedingungen der verwendeten Priméar-Antikérper zur Immundetektion
des Western Blots

Primar- Verdiinnung Blockierung | Sekundar- Molekular- | ECL
Antikorper in Medium Antikorper gewicht

Mouse anti- 1:500 5%ige BSA- | ECL Mouse | 43 kDa Femto
human B-Actin in 5%iger BSA- | Lsg. IgG, HRP-

(HUVECS) Lsg. linked

Rabbit anti- 1:500 5%ige Milch- | ECL Rabbit 43 kDa Femto
mouse B-Actin in 5%iger BSA- | pulver-Lsg. IgG, HRP-

(mPECs) Lsg. linked

Rabbit anti- 1:2500 5%ige BSA- | ECL Rabbit 24,4 kDa Femto
human ET-1 in 5%iger BSA- | Lsg. IgG, HRP-

(HUVECS) Lsg. linked

Mouse anti- 1: 10 000 5%ige Milch- | ECL Mouse 37 kDa Pico
mouse GAPDH in 1x Roti-Block | pulver-Lsg. IgG, HRP-

(mPECs) linked

Rabbit anti- 1:2000 5%ige Milch- | ECL Rabbit 100 + 140 Femto
mouse Leptin- in 5%iger Milch- | pulver-Lsg. IgG, HRP- kDa

Rezeptor pulver-Lsg. linked

(mPECs)

Rabbit anti- 1:1000 5%ige BSA- | ECL Rabbit 54 kDa Pico
mouse PTEN in 5%iger BSA- | Lsg. lgG, HRP-

(mPECs) Lsg. linked

Rabbit anti- 1:10 000 5%ige BSA- | ECL Rabbit 50 kDa Femto
mouse PTP1B in 5%iger BSA- | Lsg. IgG, HRP-

(mPECs) Lsg. linked

Rabbit anti- 1:2000 5%ige Milch- | ECL Rabbit 79 + 86 kDa | Femto
mouse phospho- | in 5%iger BSA- | pulver-Lsg. IgG, HRP-

Stat3 (Tyr705) Lsg. linked

(mPECs)

Rabbit anti- 1:1000 5%ige Milch- | ECL Rabbit 86 kDa Femto
mouse phospho- | in 5%iger BSA- | pulver-Lsg. lgG, HRP-

Stat3 (Ser727) Lsg. linked

(mPECs)

Rabbit anti- 1:2000 5%ige Milch- | ECL Rabbit 79 + 86 kDa | Femto
mouse Stat3 in 5%iger Milch- | pulver-Lsg. lgG, HRP-

(mPECs) pulver-Lsg. linked

Rabbit anti- 1:1000 5%ige BSA- | ECL Rabbit 26 kDa Femto
mouse SOCS3 in 5%iger BSA- | Lsg. lgG, HRP-

(mPECs) Lsg. linked
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3.7 Statistik

Samtliche statistischen Auswertungen und die graphischen Darstellungen wurden mit der
Software GraphPad Prism (Version 6.03) durchgefuhrt. Die Prifung auf Normalverteilung
erfolgte mit dem D’'Agostino & Pearson Omnibus-Test (bei einem Stichprobenumfang von
n = 8), wahrend bei einem geringeren Stichprobenumfang der Shapiro-Wilk-Test (bei n=6-7)
bzw. der Kolmogorov-Smirnov-Test mit Korrektur nach Lilliefors (bei n=5) verwendet wurde.
Normalverteilte Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (standard
error of mean, SEM) dargestellt und die Signifikanz mit parametrischen Tests gepruft, welche
das Vorliegen einer Normalverteilung voraussetzen. Der Vergleich von zwei unabhangigen
Stichproben erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test (Student’s t-Test) flir ungepaarte
Stichproben. Die Berechnung der Signifikanzen von mehr als zwei Stichproben wurde mit
einer einfaktoriellen bzw. zweifaktoriellen Varianzanalyse (einfaktorielle oder zweifaktorielle
ANOVA) durchgefiihrt. War der Unterschied beim ANOVA-Test signifikant, wurde ein Post-
Hoc-Test angeschlossen, bei dem die Mittelwerte der einzelnen Messgruppen mit Hilfe des
Bonferroni-Tests miteinander verglichen wurden. Die Daten nicht normalverteilter Mess-
gruppen wurden als Median mit Interquartilsabstand dargestellt und nicht-parametrische
Tests zur Prifung der Signifikanz verwendet. Dabei wurde fir den Vergleich von zwei
Gruppen der Mann-Whitney-Test verwendet, wahrend der Vergleich von mehr als zwei
Gruppen mit dem Kruskal-Wallis-Test und anschlieRendem Dunn’s Post-Hoc-Test erfolgte.

P-Werte (Signifikanzwerte) von <0,05 wurden als statistisch signifikant angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1 Genotypisierung und Nachweis der erfolgreichen Rekombination in
Endothelzell- und glatten Muskelzell-spezifischen Leptin-Rezeptor
Knockout Mausen

Zur Untersuchung der Bedeutung des Leptin-Rezeptor-Signalwegs auf die vaskulare
Wundheilung, wurden Mause mit Tamoxifen-induzierbarer Endothel- und glatter Muskelzell-
spezifischer Leptin-Rezeptor (LepR)-Deletion generiert. Zur Genotypisierung wurde die
genomische DNA von End.LepR-WT und -KO bzw. von SMC.LepR-WT und -KO Ma&usen
mittels Primern, welche das erste kodierende Exon von LepR flankieren, in PCR-Reaktionen
amplifiziert. Die Lokalisation der verwendeten LepRy., und LepRA Primer ist in der Abbildung
4-1 schematisch dargestellt. Nach Zell-spezifischer Cre-Rekombinase Aktivierung durch
Tamoxifen, wird Exon 1 (gelb) ausgeschnitten, so dass nur noch eine loxP Seite verbleibt
und somit ein LepR" Allel generiert wird. Das neu entstandene 390 bp Rekombinations-
Produkt kann von Primer 1 (LepR™1) und 3 (LepR") spezifisch amplifiziert werden, wahrend
diese bei LepR™ und LepR"™" zu weit voneinander entfernt sind, um zu einer Amplifizierung
zu fiihren. Die Amplifizierung der LepR™ und LepR"™" Allele erfolgt mit den Primern 1
(LepR™1) und 2 (LepR™*2). Aufgrund der fehlenden loxP Sequenz des LepR"' Allels
entsteht ein kleineres Produkt von 227 bp [59].

P P L™
3

2
+ cre
_1.. A Abbildung 4-1: Schematische Darstellung der
’..._ LepR Lokalisation der LepR"™ und LepR" Primer.
3 Primer 1: LepR™1, Primer 2: LepR"™2; Primer 3:

LepR* (modifiziert nach [59]).

Bestatigt wurde die erfolgreiche LepR Gen-Exzision mittels PCR-Analysen der gDNA von
Mausschwanz-Biopsien von End.LepR-WT und -KO (Abb. 4-2 A) bzw. von SMC.LepR-WT
und -KO (Abb. 4-2 B) Mausen. Die Tamoxifen-induzierte Cre-vermittelte LepR-Deletion
konnte spezifisch nur in CreER™ exprimierenden sowohl homozygoten LepRaowriox als auch
heterozygoten LepRuowwr Mausen nach Tamoxifen-Gabe nachgewiesen werden, d.h. ein

gefloxtes Allel ist ausreichend, um eine LepR-KO Maus zu generieren.
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A
End.LepR
WT KO
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LepRflox (275 bp)
LepRWT (227 bp)
Tie2.CreERT?
(390 bp)
500 bp —|
° LepRA-Deletion
(400 bp)
Marker
LepRioxiiox  LEPRaoxwt  LEPRiowmiox
B
SMC.LepR-WT SMC.LepR-KO
ohne Tamoxifen vor nach vor nach Tamoxifen-Gabe

LepRflox (275 bp)
LepRWT (227 bp)
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(400 bp)
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LepRaoxwr LEPRfowmox  LEPRaoxwt  LEPRfoxmiox

Abbildung 4-2: Reprisentative Genotypisierung und Nachweis der erfolgreichen LepR"
Rekombination in End.LepR-KO und SMC.LepR-KO Mausen nach Tamoxifen-Gabe. PCR-
Analysen genomischer DNA (gDNA) von Mausschwanz-Biopsien.
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4.2 Nachweis und Effizienz der Endothelzell- und glatten Muskelzell-

spezifischen Leptin-Rezeptor-Deletion

Zum Nachweis der erfolgreichen Endothelzell-spezifischen LepR-Deletion wurde die erfolg-
reiche Rekombination auch in murinen primaren Endothelzellen (mPECs), die aus den
Lungen von End.LepR-WT und -KO Mé&usen isoliert wurden, nachgewiesen (Abb. 4-3 A).
Des Weiteren konnte auch in vivo in unverletzten Carotisarterien eine reduzierte LepR-
Expression im Endothel von End.LepR-KO Mausen mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen
werden (Abb. 4-3 B). Die Effizienz der endothelialen LepR-Deletion wurde in mPECs von
End.LepR-WT und -KO Mausen sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene Uberpruft.
Die RT-PCR- und Western Blot-Analysen der LepR-Effizienz ergaben eine signifikante,
jedoch nicht vollstandige, endotheliale Reduktion der LepR mRNA- und Protein-Expression
in End.LepR-KO Mausen (Abb. 4-3 C-F). Im Mittel wurde auf mRNA-Ebene eine 0,45-fache
Reduktion (0,55 % 0,08 verbleibende LepR mRNA-Expression in End.LepR-KO vs. -WT;
p<0,001; Abb. 4-5 C und D) und auf Proteinebene eine 0,76-fache Reduktion (0,24 + 0,05
verbleibende LepR Proteinexpression in End.LepR-KO vs. -WT; p<0,0001; Abb. 4-5 E und F)
erreicht.

Der Nachweis der erfolgreichen Rekombination und Visualisierung der spezifischen LepR-
Deletion in glatten Muskelzellen erfolgte mittels PCR-Analyse (Abb. 4-4 A) bzw. Immunfluo-
reszenz (Abb. 4-4 B) an isolierten unverletzten Carotisarterien von SMC.LepR-WT und -KO
Mausen. Zur Bestimmmung der Effizienz der glatten Muskelzell-spezifischen Deletion
wurden jeweils drei Aorten von SMC.LepR-WT und -KO Mausen isoliert und gepoolt. Die
Bestimmung der LepR mRNA-Expression mittels quantitativer real-time PCR (QPCR) ergab
eine 0,80-fache Reduktion (bzw. 0,20 verbleibende LepR mRNA-Expression) in SMC.LepR-
KO im Vergleich zu den SMC.LepR-WT Mausen (Abb. 4-4 C).
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Abbildung 4-3: Reprasentativer Nachweis und Effizienz der erfolgreichen Endothelzell-
spezifischen Leptin-Rezeptor (LepR)-Deletion. (A) PCR-Analyse genomischer DNA (gDNA)
muriner primarer Endothelzellen (mPECs) isoliert aus den Lungen von End.LepR-WT und -KO
Mausen. (B) Reprasentativer Nachweis von LepR (oben: groe Bilder 1000-fache Vergréferung;
kleine Bilder manuelle DetailvergrofRerung) und CD31 (unten: gro8e Bilder 400-fache und kleine Bilder
1000-fache Vergroflerung) mittels Immunfluoreszenz auf unverletzten Carotiden. Die Malbalken
reprasentieren 25 um (obere Reihe und kleine Bilder untere Reihe) und 50 um (untere Reihe).
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(C-F) Pro mPEC-Isolation wurden die Lungen von jeweils n=3 Mausen pro Genotyp und Isolation
verwendet. (C) Reprasentative RT-PCR Banden. Bestatigt wurde der endotheliale Phanotyp durch die
Bestimmung der CD31 mRNA-Expression. (D) Semiquantitative RT-PCR-Analyse der LepR mRNA-
Expression. Die relative mRNA-Expression (in Relation zu End.LepR-WT gleich eins gesetzt) ist
dargestellt als Mittelwert + SEM (n=5). ***p<0,001 vs. End.LepR-WT. (E) Reprasentative Western
Blot-Banden. (F) Densitometrische Quantifizierung der LepR Proteinexpression. Die relative
Proteinexpression (in Relation zu End.LepR-WT gleich eins gesetzt) ist dargestellt als
Mittelwert £+ SEM (n=4). ****p<0,001 vs. End.LepR-WT.
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Abbildung 4-4: Reprasentativer Nachweis und Effizienz der erfolgreichen glatten Muskelzell-
spezifischen Leptin-Rezeptor (LepR)-Deletion. (A) PCR-Analyse genomischer DNA (gDNA) isoliert
aus unverletzten Carotisarterien von SMC-LepR-WT und -KO Mausen. (B) Reprasentativer Nachweis
von LepR (oben; grof3e Bilder 1000-fache VergrofRerung; kleine Bilder manuelle Detailvergré3erung)
mittels Immunfluoreszenz auf unverletzten Carotisarterien. Die MaRbalken reprasentieren 25 um. (C)
Quantitative Analyse der relativen LepR mRNA-Expression (in Relation zu End.LepR-WT gleich eins
gesetzt) mittels gPCR. Aorten von jeweils n=3 Mausen pro Genotyp wurden isoliert und gepoolt.
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4.3 Untersuchung von Korpergewicht, metabolischen Parametern und

zirkulierenden Leptinspiegeln

Zur Untersuchung der Auswirkungen der Zell-spezifischen LepR-Deletion unter Normalge-
wicht und nach Induzierung von Ubergewicht, wurden das Kdrpergewicht sowie das Gewicht
des viszeralen Fettgewebes (VAT, visceral adipose tissue) bestimmt. Des Weiteren wurden
metabolische Parameter wie Glukose und Lipide sowie die zirkulierenden Leptinspiegel, der
I6sliche Leptin-Rezeptor (sLepR, soluble LepR) und der sich daraus ergebende ,Freie Leptin
Index“ (FLI, free leptin index) im Serum untersucht, welches zum Zeitpunkt der Gewebe-
entnahme gewonnen wurde. Die erhobenen Daten in den einzelnen Versuchsgruppen der
LepR-Deletion in Endothelzellen (End.LepR) bzw. glatten Muskelzellen (SMC.LepR) sind in

den Tabellen 4-1 bis 4-4 zusammengefasst.

4.3.1 Auswirkungen der Leptin-Rezeptor-Deletion in Endothelzellen

In den mit Normalfutter (NC, normal chow) gefiitterten Mausen hatte die LepR-Reduktion auf
Endothelzellen keinen Einfluss auf das Kdrpergewicht, die postoperative Gewichtszunahme
oder auf das VAT-Gewicht und auch nicht auf die Glukose-, Gesamtcholesterin- und
Triglyzeridspiegel im Serum. Auch die zirkulierenden Spiegel von Leptin und dem sLepR
waren &hnlich und folglich unterschied sich der FLI nicht. Zur Induzierung von Ubergewicht
und einer systemischen Hyperleptindmie erhielten die Mause Uber einen Zeitraum von
sieben Wochen eine Hochfettdiat (HFD, high fat diet), welche vier Wochen praoperativ
begonnen und bis zur Gewebeentnahme drei Wochen postoperativ fortgesetzt wurde. Zum
Zeitpunkt der OP resultierte die vierwochige Futterung einer HFD in einem signifikant
erhohten Korpergewicht sowohl in den End.LepR-WT (p<0,001) als auch in den End.LepR-
KO (p<0,001) Mausen im Vergleich zu den mit NC gefltterten Mausen des gleichen
Genotyps. Die LepR-Reduktion auf Endothelzellen hatte auch bei Ubergewichtigen Mausen
keinen Einfluss auf das OP-Gewicht. In Ubereinstimmung mit der Gewichtszunahme unter
einer HFD, war auch das VAT-Gewicht der GUbergewichtigen End.LepR-WT (p<0,05) und -KO
(p<0,001) Mause im Vergleich zu den mit NC geflitterten Mausen des gleichen Genotyps
signifikant erhéht. Interessanterweise war das VAT-Gewicht in der End.LepR-KO+HFD
Gruppe weiter ausgepragt, jedoch statistisch nicht signifikant (820 [355-1228] vs. 495 [360-
750l mg in End.LepR-WT+HFD; p=0,99). Zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme konnte in
allen Versuchsgruppen eine Gewichtszunahme (bezogen auf das OP-Gewicht) verzeichnet
werden, wobei diese in der End.LepR-WT+HFD Gruppe im Vergleich zu allen anderen
Gruppen signifikant geringer war (p<0,001 vs. End.LepR-WT+NC; p<0,01 vs. End.LepR-

KO+HFD). Diese im Mittel geringere postoperative Gewichtszunahme der End.LepR-
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WT+HFD Gruppe bei gleichem Ausgangsgewicht zum Zeitpunkt der OP gegenlber der
End.LepR-KO+HFD Gruppe, ware eine moégliche Erklarung fir das niedrigere VAT-Gewicht.
Die Glukose- und Cholesterinspiegel waren in den HFD-gefltterten End.LepR-WT (p<0,001)
und -KO (p<0,001) Mausen im Vergleich zu den normalgefitterten Mausen desselben
Genotyps signifikant erhéht, unterschieden sich innerhalb der beiden HFD-Gruppen jedoch
nicht. Die HFD-Futterung hatte keinen Einfluss auf die Triglyzeridspiegel im Serum, weder in
den End.LepR-WT noch in den -KO Méausen. Neben Ubergewicht fiinrte die Fitterung einer
HFD auch zu einer Hyperleptinamie. Obwohl die Serum-Leptinspiegel in der End.LepR-
WT+HFD Gruppe im Vergleich zu den normalgewichtigen End.LepR-WT+NC Méausen
statistisch nicht signifikant erhéht waren, konnte im Mittel eine Verdopplung verzeichnet
werden (3,1 £ 0,4 ng/ml in End.LepR-WT+NC vs. 6,4 + 1,9 ng/ml in End.LepR-WT+HFD;
p=0.62). Aufgrund der signifikant erhéhten sLepR-Spiegel (p<0,05) wiesen diese jedoch
einen signifikant geringeren FLI auf (p<0,05), ein Marker flr die zirkulierenden Spiegel von
freiem und tatsachlich aktivem Leptin. Interessanterweise waren die Serum-Leptinspiegel in
den Ubergewichtigen End.LepR-KO Mausen sogar noch weiter erhdht (p<0,05 vs. End-LepR-
WT+HFD), wobei diese im Gegensatz zu den tbergewichtigen End.LepR-WT Mausen keine
erhohten sLepR-Spiegel aufwiesen, was wiederum in einem erhdhten FLI resultierte (p<0,05
vs. End-LepR-WT+HFD).

Tabelle 4-1: Korpergewicht und VAT-Gewicht normalgewichtiger und ubergewichtiger
End.LepR-WT und -KO Mause

End.LepR- End.LepR- End.LepR- End.LepR-
WT KO WT KO
n 18 19 14 12
Tamoxifen ja/nein ja jalnein ja
Diat NC NC HFD HFD
Korpergewicht bei OP 24,2 +0,5 23,5+0,4 28,2+0,6** 27,7+0,8**
[a]
Gewichtszunahme 3,1+0,3 2,9+0,3 0,5+0,2*** 24+0,5%
postoperativ [g]
Korpergewicht bei 27,4+0,4 26,5+0,5 28,7+0,6 30,1 0,7 ***
Gewebeentnahme [g]
VAT-Gewicht [mg] 274 218 495 820
[236-311] [192-258] [360-750] * [355-1228] ***
(n=11) (n=14) (n=12) (n=12)

Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert + SEM. Das Gewicht des viszeralen Fettgewebes (VAT)
ist dargestellt als Median mit Interquartilsabstand. *p<0,05 und p***<0,001 vs. Mause desselben
Genotyps, die Normalfutter (NC) erhielten. ##p<0,01 vs. End.LepR-WT Mausen, die eine Hochfettdiat
(HFD) erhielten.
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Tabelle 4-2: Metabolische Parameter und zirkulierende Leptinspiegel normalgewichtiger und
tibergewichtiger End.LepR-WT und -KO Mause im Serum zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme

End.LepR- End.LepR- End.LepR- End.LepR-
WT KO WT KO

Serum-Glukose 216 £ 16 215+ 23 381+ 9™ 380 £ 12 ***
[mg/dL] (n=4) (n=5) (n=9) (n=10)
Serum- Cholesterin 69 +5 64 +3 104 + 9 *** 122 £ 6 ***
[mg/dL] (n=9) (n=13) (n=9) (n=9)
Serum-Triglyzeride 132+12 1157 119+ 19 93 + 11
[mg/dL] (n=16) (n=15) (n=13) (n=11)
Serum-Leptin [ng/mL] 3,104 24+0,3 6,4+1,9 15,4 + 4,5 ****

(n=16) (n=16) (n=16) (n=11)
Serum-sLepR [ng/mL] 1,8+ 0,1 1,8+ 0,1 22+01* 1,9+ 0,1

(n=10) (n=10) (n=13) (n=8)
FLI 51+0,5 46+0,3 20+03* 88+26"

(n=10) (n=10) (n=13) (n=8)

Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert + SEM. *p<0,05 und p***<0,001 vs. Mduse desselben
Genotyps, die Normalfutter (NC) erhielten; #p<0.05 vs. End.LepR-WT Mausen, die eine Hochfettdiat
(HFD) erhielten. Abkdrzungen: sLepR, l6slicher Leptin-Rezeptor (soluble LepR); FLI, ,Freier Leptin
Index” (free leptin index).

4.3.2 Auswirkungen der Leptin-Rezeptor-Deletion in glatten Muskelzellen

Wie in Kapitel 3.1.4 begriindet, mussten SMMHC.CreER™,) x LepRaogwr bzw. LepRiaoxtiox
ohne Tamoxifen-Futter als Kontrolltiere verwendet werden. Die beiden SMC.LepR-KO
Gruppen, die Tamoxifen-Futter Uber einen Zeitraum von sechs Wochen erhielten, wiesen
zum Zeitpunkt der OP ein signifikant geringeres Korpergewicht im Vergleich zu den
SMC.LepR-WT Kontrollen auf, was hdchstwahrscheinlich mit der Tamoxifen-Gabe zusam-
menhangt. Daflr spricht auch, dass postoperativ eine signifikant starkere Gewichtszunahme
in den beiden SMC.LepR-KO Gruppen mit Tamoxifen im Vergleich zu den jeweiligen WT-
Kontrollen ohne Tamoxifen verzeichnet werden konnte (p<0,01 vs. SMC.LepR-WT+NC;
p<0,01 vs. SMC-LepR-WT+HFD). Folglich reduzierte sich der Gewichtsunterschied in den
mit und ohne Tamoxifen gefiitterten Mausen beider Diaten von 3,2 g bei OP auf 1,6 g in den
beiden NC-Gruppen (p<0,05) und auf 1,0 g in den beiden HFD-Gruppen (p=0,99) und war
somit postoperativ weniger stark ausgepragt. Diese Befunde verdeutlichen, dass sich das
Koérpergewicht nach Umstellung von Tamoxifen-Futter auf NC- bzw. HFD-Futter erst nach
einigen Wochen allmahlich dem der Mause angleicht, die kein Tamoxifen erhielten.

Die LepR-Reduktion auf glatten Muskelzellen hatte in den mit NC gefltterten Mausen weder

Einfluss auf das VAT-Gewicht noch die Glukose-, Gesamtcholesterin- und Triglyzeridspiegel
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im Serum. Auch beziiglich der zirkulierenden Leptinspiegel, sLepR-Spiegel und folglich des
FLI konnte kein Unterschied festgestellt werden. Insgesamt resultierte die HFD in einem
signifikant erhéhten Koérpergewicht bei OP und postoperativ sowohl in den SMC.LepR-WT
(p<0,001 bei OP; p<0,05 bei Gewebeentnahme) als auch in den SMC.LepR-KO (p<0,001 bei
OP; p<0,001 bei Gewebeentnahme) Mausen gegenuber den mit NC gefltterten Mausen des
gleichen Genotyps. Die HFD fuhrte in gleichem Ausmal} zu viszeraler Adipositas und
Hyperleptinamie sowohl in SMC.LepR-WT und -KO Mausen. Diese wiesen ein signifikant
erhohtes VAT-Gewicht (p<0,001), erhdhte Spiegel an zirkulierendem Leptin (p<0,01) sowie
des sLepR (p<0,05 in SMC.LepR-WT+HFD vs. -WT+NC; p<0,001 in SMC.LepR-KO+HFD
vs. -KO+NC) und folglich einen erhéhten FLI (p<0,05) im Vergleich zu den jeweiligen mit NC
gefutterten Kontrollen auf. Die Glukosespiegel im Serum waren in beiden HFD-Gruppen
gleichermalien signifikant erhéht im Vergleich zu den jeweiligen mit NC gefltterten
Kontrollen (p<0,001), wahrend keine signifikanten Unterschiede bezlglich des Serum-

Gesamtcholesterins und der Serum-Triglyzeride festgestellt werden konnten.

Tabelle 4-3: Korpergewicht und VAT-Gewicht normalgewichtiger und ubergewichtiger
SMC.LepR-WT und -KO Mause

SMC.LepR- SMC.LepR- SMC.LepR- SMC.LepR-

WT KO WT KO
n 19 26 12 16
Tamoxifen nein ja nein ja
Diat NC NC HFD HFD

Korpergewicht bei OP 26,8 + 0,4 236+03"  293+06** 26,1+0,6**
[a]

Gewichtszunahme 1,56+£0,2 28+0,3% 0,7+0,3 24+0,3%

postoperativ [g]

Korpergewicht bei 28,0+0,3 26,4+0,3% 30,0£0,7* 29,0+ 0,6 ***

Gewebeentnahme [g]

VAT-Gewicht [mg] 275 + 27 247 £ 31 1005 £ 129 *** 897 £ 75 ***
(n=10) (n=13) (n=12) (n=16)

Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert + SEM. *£t<0,05 und p***<0,001 vs. Mause desselben
Genotyps, die Normalfutter (NC) erhielten; *p<0,05, #p<0,01 und *#p<0,001 vs. SMC.LepR-WT
Mause derselben Diat.
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Tabelle 4-4: Metabolische Parameter und zirkulierende Leptinspiegel normalgewichtiger und
tibergewichtiger SMC.LepR-WT und -KO Mause im Serum zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme

SMC.LepR- SMC.LepR- SMC.LepR- SMC.LepR-

WT KO WT KO

Serum-Glukose 259 + 23 255+ 15 380 + 13 *** 392 £ 7 ***
[mg/dL] (n=5) (n=5) (n=4) (n=8)
Serum-Cholesterin 66 £ 3 69 +4 80+10 78 £1
[mg/dL] (n=9) (n=8) (n=5) (n=8)
Serum-Triglyzeride 129 + 11 1307 118 £ 15 162 £ 15
[mg/dL] (n=17) (n=17) (n=10) (n=14)
Serum-Leptin [ng/mL] 21104 22+04 10,6 £ 2,6 ** 10,6 £2,2**

(n=18) (n=18) (n=14) (n=18)
Serum-sLepR [ng/mL] 2,1+0,1 2,1+0,1 24+01* 2,5+0,1**

(n=10) (n=10) (n=11) (n=10)
FLI (free leptin index) 1,1+£0,2 1,1+ 0,1 36+1,1* 43+£0,7*

(n=10 (n=10 (n=11) (n=10)

Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert + SEM. *p<0,05, **p<0,01 und p***<0,001 vs. Mause
desselben Genotyps, die Normalfutter (NC) erhielten. Abklirzungen: sLepR, l6slicher Leptin-Rezeptor
(soluble LepR); FLI, ,Freier Leptin Index” (free leptin index).
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4.4 Morphometrische Untersuchung der Gefaverletzung

4.41 Auswirkungen der endothelialen Deletion des Leptin-Rezeptors auf die

Neointimabildung

Die Rolle des endothelialen Leptin-Signalwegs auf die vaskulare Wundheilung wurde unter
Verwendung des FeCl;-Modells zur Induzierung einer Gefallverletzung in normalgewichtigen
und ubergewichtigen End.LepR-WT und -KO Mausen untersucht. Drei Wochen nach Gefal3-
verletzung wurden Serienschnitte der vaskularen Lasionen mit Hilfe der Verhoeff's Elastica-
Farbung untersucht (reprasentative Bilder siehe Abb. 4-5 A). Die morphometrischen
Analysen ergaben, dass die LepR-Reduktion auf Endothelzellen in mit NC gefitterten
normalgewichtigen Mausen mit einer signifikant erhéhten Neointima-Flache assoziiert war
(8.288 + 662 vs. 3.622 £ 419 um? in End.LepR-WT+NC; p<0,0001; Abb. 4-5 B). Folglich
konnte in den End.LepR-KO Mausen auch eine signifikant erhéhte Intima-Media-Ratio
(0,33 [0,24-0,36] vs. 0,15[0,09-0.18] in End.LepR-WT+NC; p<0,0001; Abb. 4-5 C) sowie
eine signifikant erhdhte Lumenstenose (20,6 £ 1,5 vs. 9,9+ 1,6% in End.LepR-WT+NC;
p<0,0001; Abb. 4-5 D) bestatigt werden. In mit einer HFD gefitterten Ubergewichtigen
End.LepR-WT Mausen konnten im Vergleich zu den normalgewichtigen End.LepR-WT
Mausen ahnliche Auswirkungen auf die Neointima (12.706 + 2.368 vs. 3.622 + 419 ym?
p<0,001; Abb. 4-5 B), Intima-Media-Ratio (0,39 [0,14-0,70] vs. 0,15 [0,09-0,18]; p<0,01; Abb.
4-5 C) und Lumenstenose (20,0 £3,0 vs. 9,91 1,6%; p<0,05; Abb. 4-5 D) beobachtet
werden, welche sich nicht signifikant von den normalgewichtigen End.LepR-KO Mausen
unterschieden. Die HFD-Fultterung in den End.LepR-KO Mausen resultierte in einem
weiteren signifikanten Anstieg der Neointima-Flache im Vergleich zu den normalgewichtigen
End.LepR-KO und Ubergewichtigen End.LepR-WT Mausen (20.280 +2.720 vs. 8.288
1+ 662 um? in End.LepR-KO+NC; p<0,0001 bzw. vs. 12.706 £ 2.368 ym? in End.LepR-
WT+HFD; p<0,05; Abb. 4-5 B). Auch die Intima-Media-Ratio (0,78 + 0,12 vs. 0,33 [0,24-0,36]
in End.LepR-KO+NC bzw. vs. 0,39 [0,14-0,70] in End.LepR-WT+HFD; beides p<0,05;
Abb. 4-6 C) und Lumenstenose (30,8 + 4.1 vs. 20,6 £ 1,5% in End.LepR-KO+NC bzw. vs.
20,0 £ 3,0% in End.LepR-WT+HFD; beides p<0,05, Abb. 4-5 D) waren in der End.LepR-
KO+HFD Gruppe starker ausgepragt gegenuber der End.LepR-KO+NC und End.LepR-
WT+HFD Gruppe. Andererseits hatte die LepR-Deletion in beiden Diaten keinen Einfluss auf
die Media-Flache (Abb. 4-5 E) und Gesamtgefaliflache (Abb. 4-5 F). Jedoch fihrte die HFD-
Futterung in End.LepR-WT Mausen zu einer signifikant vergrofierten Media-Flache
(33.140 £ 2.344 vs. 23.900 £ 932 um? vs. End.LepR-WT+NC; p<0,01), wahrend bezlglich
der Media-Flache in den Ubergewichtigen End.LepR-KO keine signifikanten Unterschiede
verzeichnet werden konnten. Des Weiteren fuhrte die HFD-FUtterung per se sowohl in der
End.LepR-WT Gruppe (93.306 £7.458 vs. 66.019 £4.277 um? in End.LepR-WT+NC;
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p<0,001) als auch in der End.LepR-KO Gruppe (92.945 +4.177 vs. 66.811 £ 2.433 ym? in
End.LepR-KO+NC; p<0,01) zu einer signifikant vergréRerten Gefaldflache (Abb.4-5 F).
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Abbildung 4-5: Morphometrische Analyse der Neointimabildung in normalgewichtigen und
tibergewichtigen End.LepR-WT und -KO Mausen. (A) Reprasentative Bilder der Verhoeff's
Elastica-Farbung Paraffin-fixierter Serienschnitte der vaskularen Lasionen (100-fache Vergrélierung).
Der MaRbalken reprasentiert 100 um. Morphometrische Analyse der Neointima-Flache (B), Intima-
Media-Ratio (C), Lumenstenose (D), Media-Flache (E) und Gesamtgefaliflache (F). Die Ergebnisse
sind dargestellt als Mittelwert + SEM bzw. als Median mit Interquartilsabstand. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 und ****p<0,0001 vs. End.LepR-WT derselben Diat oder vs. Mause desselben Genotyps,
die Normalfutter (NC) erhielten. Abkdrzungen: HFD, Hochfettdiat.



4. Ergebnisse 111

4.4.2 Auswirkungen der glatten Muskelzell-spezifischen Deletion des Leptin-

Rezeptors auf die Neointimabildung

Zur Differenzierung der Zell-spezifischen Effekte des Leptin-Signalwegs auf die vaskulare
Wundheilung, wurden die Lasionen nach chemischer Gefaliverletzung mit FeCl; auch in
Mausen mit einer glatten Muskelzell-spezifischen LepR-Deletion morphometrisch untersucht.
In Abbildung 4-6 A sind reprasentative Bilder der jeweiligen Versuchsgruppen gezeigt. Im
Gegensatz zur endothelialen LepR-Deletion resultierte die Deletion auf glatten Muskelzellen
in mit NC gefutterten normalgewichtigen Mausen in einer signifikant vergroRerten Media-
Flache (35.094 + 1.566 vs. 28.126 + 1.107 ym? in SMC.LepR-WT+NC; p<0,01; Abb. 4-6 E).
Diese in SMC.LepR.KO+NC Mausen beobachtete Media-Hyperplasie war auch unter einer
HFD in ahnlichem Ausmafl in SMC.LepR-WT (34.743 + 1.869 ym?) und SMC.LepR-KO
Mausen (33.929 £ 1.824 um?) vorhanden, wobei das Fehlen des Leptin-Rezeptors unter
HFD-Bedingungen in keiner weiteren VergréRerung der Media-Flache gegenilber den Uber-
gewichtigen SMC.LepR-WT resultierte. Beziglich der Neointima-Flache, Intima-Media-Ratio
und Lumenstenose konnten in den normalgewichtigen SMC.LepR-KO Mausen keine Unter-
schiede gegeniber den SMC.LepR-WT+NC Mausen gefunden werden (Abb. 4-6 B, C, D).
Die HFD-Futterung flihrte unabhangig vom Genotyp sowohl in SMC.LepR-WT als auch -KO
Mausen zu einer signifikant erhdhten Neointima-Flache (12.317 + 2.829 um? in SMC.LepR-
WT+HFD vs. 4.253+607 ym? in SMC.LepR-WT+NC; p<0,05 bzw. 10.766 [3.992-
14.263] pm? in SMC.LepR-KO+HFD vs. 4.235[1.775-5.800] ym? in SMC.LepR-KO+NC;
p<0,01; Abb. 4-6 B) und Intima-Media-Ratio (0,33 £ 0,07 in SMC.LepR-WT+HFD vs.
0,16 £ 0,02 in SMC.LepR-WT+NC; p<0,05 bzw. 0,34 [0,14-0,37] in SMC.LepR-KO+HFD vs.
0,12 [0,06-0,17] in SMC.LepR-KO+NC; p<0,01; Abb. 4-6 C). Trotz der signifikant erhdhten
Neointima-Flache waren bezlglich der Lumenstenose die Unterschiede in den beiden HFD-
Gruppen im Vergleich zu den jeweiligen normalgewichtigen Kontrollen desselben Genotyps
nicht signifikant. Die ubergewichtigen SMC.LepR-WT wiesen eine signifikant erhohte
Gesamtgefaliflache auf (100.453 + 7.497 vs. 68.511 £ 4.254 ym? in SMC.LepR-WT+NC;
p<0,001), was aufgrund des Gefall-Remodelings nach auflen die fehlende Signifikanz
bezuglich der Lumenstenose erklaren kdnnte. In Ubergewichtigen SMC.LepR-KO Mausen
konnte trotz der Media-Hyperplasie keine signifikante Zunahme der Gesamtgefalflache im

Vergleich zu den normalgewichtigen SMC.LepR-KO Kontrollen beobachtet werden.
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Abbildung 4-6: Morphometrische Analyse der Neointimabildung in normalgewichtigen und
tibergewichtigen SMC.LepR-WT und -KO Mausen. (A) Reprasentative Bilder der Verhoeff's
Elastica-Farbung Paraffin-fixierter Serienschnitte der vaskularen Lasionen (100-fache Vergrélierung).
Der MaRbalken reprasentiert 100 ym. Morphometrische Analyse der Neointima-Flache (B), Intima-
Media-Ratio (C), Lumenstenose (D), Media-Flache (E) und Gesamtgefaliflache (F). Die Ergebnisse
sind dargestellt als Mittelwert £+ SEM bzw. als Median mit Interquartilsabstand. *p<0,05, **p<0,01 und
***p<0,001 vs. SMC.LepR-WT derselben Diat oder vs. Mause desselben Genotyps, die Normalfutter

(NC) erhielten. Abkiirzungen: HFD, Hochfettdiat.
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4.5 Untersuchung der Zellularitat und Zusammensetzung der vaskuldren

Lasionen Endothelzell-spezifischer Leptin-Rezeptor-Knockout Mause

Da die Neointimabildung mit einer vermehrten Proliferation und Migration von glatten
Muskelzellen aus der Media in die Intima assoziiert ist, wurde die Zellularitdt sowie die
Expression des glatten Muskelzell-Markers SMA (Smooth muscle a-actin) und des Prolifera-
tions-Markers PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) innerhalb der Neointima untersucht.
Reprasentative Bilder der immunhistologischen Farbungen sind in den Abbildungen 4-7 A
und 4-8 A gezeigt.
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Abbildung 4-7: Visualisierung SMA-positiver glatter Muskelzellen in den vaskularen Lasionen
normalgewichtiger und Ubergewichtiger End.LepR-WT und -KO Mause. (A) Reprasentative Bilder
der immunhistologischen SMA (Smooth muscle a-actin)-Farbung (oben: 400-fache Vergréferung;
unten: 1000-fache VergréRerung). Die MaRbalken reprasentieren 50 um. (B) Quantitativer Nachweis
der SMA-positiven Flache in der Neointima. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert £+ SEM.
*p<0,05 und **p<0,01 vs. End.LepR-WT derselben Diat oder vs. Mause desselben Genotyps, die
Normalfutter (NC) erhielten. Abkiirzungen: HFD, Hochfettdiat.
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Dabei bestatigte die Quantifizierung der SMA-Farbung (siehe Abb. 4-7 B) eine signifikant
erhéhte SMA-positive Flache in der Neointima von normalgewichtigen End.LepR-KO
(16,5+2,8 vs. 4,2+0,8%; p<0,01) und Ubergewichtigen End.LepR-WT (11,6 +1,4 vs.
4,2 £ 0,8%; p<0,05) Mausen gegenuber den normalgewichtigen End.LepR-WT Kontroll-
tieren. Dagegen wiesen die Ubergewichtigen End.LepR-KO Mause eine signifikant geringere
SMA-positiven Flache im Vergleich zu den normalgewichtigen End.LepR-KO Mausen auf
(8,0+ 1,6 vs. 16,5 £ 2,8%; p<0,01).
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Abbildung 4-8: Untersuchung der Zellularitit und Zellproliferation der vaskuldren Lasion in
normalgewichtigen und iibergewichtigen End.LepR-WT und -KO Mausen. (A) Reprasentative
Bilder der immunhistologischen PCNA-Farbung (1000-fache VergréRerung). Der MaRbalken
reprasentiert 25 um. Manuelle Auszahlung der Zellkerne in der Neointima (B) und Media (C)
Hamatoxylin-gefarbter Schnitte. Immunhistologische PCNA-Farbung zum Nachweis proliferierender
Zellen in der Neointima (D) und der Media (E). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert + SEM
bzw. bei nicht normalverteilten Messgruppen als Median mit Interquartilsabstand. **p<0,01,
***p<0,001 und ****p<0,0001 vs. End.LepR-WT derselben Diat oder vs. Mause desselben Genotyps,
die Normalfutter (NC) erhielten. Abkdrzungen: HFD, Hochfettdiat.
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Die nahere Untersuchung der Zellularitat ergab eine signifikante Zunahme der Zellkerne in
der Neotintima von mit NC gefltterten End.LepR-KO Mausen im Vergleich zu den normalge-
wichtigen End.LepR-WT Kontrollen (121,7 [99,0-137,3] vs. 51,9 £ 5,0; p<0,0001; Abb. 4-8 B).
Entsprechend war auch die Anzahl proliferierender Zellen signifikant erhéht (122,5 + 17,9 in
End.LepR-KO+NC vs. 35,2 + 3,8 in End.LepR-WT+NC; p<0,001; Abb. 4-8 D). Die Futterung
einer Hochfettdiat (HFD) flhrte in den Lasionen von End.LepR-WT Mausen ebenfalls zu
einer signifikant erhoéhten Zellularitat (192,1 £ 13,7 vs. 51,9+ 5,0 in End.LepR-WT+NC;
p<0,0001; Abb. 4-8 B) und Anzahl proliferierender Zellen (194,3 + 29,9 vs. 35,2+ 3,8 in
End.LepR-WT+NC; p<0,01; Abb. 4-8 D). Eine ahnlich erhéhte Zellularitat (177,9 + 22,9 vs.
121,7 [99,0-137,3] in End.LepR-KO+NC; p=0,61; Abb. 4-8 B) und Anzahl PCNA-positiver
Zellen (216,7 + 38,6 vs. 122,5 £ 17,9 in End.LepR-KO+NC; p=0,07; Abb. 4-8 D) konnte auch
in den Lasionen der mit HFD gefutterten End.LepR-KO Mausen nachgewiesen werden,
wobei diese Unterschiede im Vergleich zu den normalgewichtigen End.LepR-KO Mausen
statistisch nicht signifikant waren. In der Media konnten bezlglich der Zellularitdt und

Zellproliferation keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Abb. 4-8 C und E).

4.6 Detektion und Quantifizierung inflammatorischer Zellen in den vaskularen

Lasionen Endothelzell-spezifischer Leptin-Rezeptor Knockout Mausen

Die immunhistologischen Untersuchungen inflammatorischer Zellen innerhalb der vaskularen
Lasionen (reprasentative Bilder siehe Abb. 4-9 A) ergaben in beiden mit einer HFD-
gefutterten Gruppen eine signifikant erhdhte Infiltration CD45-positiver hadmatopoetischer
Zellen sowohl innerhalb der Neointima (247,8 £52,4 ym? in End.LepR-WT+HFD vs.
92,3 £ 29,9 ym? in End.LepR-WT+NC; p<0,05 bzw. 259,4 + 30,8 um? in End.LepR-KO+HFD
vs. 106,8 + 28,1 um? in End.LepR-KO+NC; p<0,05; Abb. 4-9 B) als auch innerhalb der Media
(370,9 £ 84,0 ym? in End.LepR-WT+HFD vs. 141,3 £ 31,7 uym? in End.LepR-WT+NC; p<0,01
bzw. 414,5+ 52,8 ym? in End.LepR-KO+HFD vs. 119,0 £ 25,0 ym? in End.LepR-KO+NC;
p<0,01; Abb. 4-9 C), wahrend keine signifikanten Unterschiede zwischen End.LepR-WT und
-KO Mausen, weder in der NC noch in der HFD Gruppe verzeichnet werden konnten. Des
Weiteren war die Fltterung einer HFD mit einer ebenfalls vom Genotyp unabhangigen
signifikant erhohten Infiltration F4/80-positiver Gewebsmakrophagen in der Neointima
(318,21 60,3 in End.LepR-WT+HFD vs. 121,7 £ 19,9 um? in End.LepR-WT+NC; p<0,05
bzw. 365,8 + 55,0 in End.LepR-KO+HFD vs. 123,3 £ 23,9 um? in End.LepR-KO+NC; p<0,01;
Abb. 4-9 D) und der Media (265,5 + 62,4 ym? in End.LepR-WT+HFD vs. 112,8 £ 20,2 ym? in
End.LepR-WT+NC; p<0,05 bzw. 296,1 £ 65,4 ym? in End.LepR-KO+HFD vs. 129,8 + 19,8
pm?in End.LepR-KO+NC; p<0,05; Abb. 4-9 E) assoziiert.
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Abbildung 4-9: Immunhistologische Detektion und Quantifizierung inflammatorischer Zellen
innerhalb der vaskuldren Lasionen von normalgewichtigen und tibergewichtigen End.LepR-WT
und -KO Mausen. (A) Reprasentative Bilder CD45-immunpositiver hamatopoetischer Zellen und
F4/80-positiver Gewebsmakrophagen (1000-fache VergréRerung). Die MaRbalken reprasentieren
25 ym. Quantitativer Nachweis der CD45-positiven Flache in der Neointima (B) und der Media (C)
sowie der F4/80-positiven Flache in der Neointima (D) und der Media (E). Die Ergebnisse sind
dargestellt als Mittelwert £ SEM. *p<0,05 und **p<0,01 vs. End.LepR-WT derselben Diat oder vs.
Mause desselben Genotyps, die Normalfutter (NC) erhielten. Abkiirzungen: HFD, Hochfettdiat.
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4.7 Untersuchung der endothelialen Leptin-Signaltransduktion

Die morphologischen Ahnlichkeiten des vaskuldren Umbauprozesses, dem sog. vaskuléren
Remodeling, drei Wochen nach chemischer Gefallverletzung mit FeCl; in Ubergewichtigen
End.LepR-WT und normalgewichtigen End.LepR-KO suggerieren, dass die vermehrte
Neointimabildung in Mausen mit HFD-induziertem Ubergewicht mdglicherweise die Folge
einer gestdrten endothelialen Leptin-Signaltransduktion sein kdnnte. Um dies weiter zu
untersuchen, wurden mPECs aus den Lungen von mit NC gefutterten normalgewichtigen
End.LepR-WT und -KO Mausen bzw. von mit einer HFD gefltterten Ubergewichtigen
Mausen isoliert und die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3 (signal
transducer and activator of transcription 3), als Surrogatmarker flir die Aktivierung des
Leptin-Signalwegs [172], nach Stimulation mit rekombinantem murinen Leptin (10 ng/mL flr
15 min) untersucht. Des Weiteren wurde die Proteinexpression von SOCS3 (suppressor of
cytokine signaling 3), ein Surrogatmarker der Leptin-induzierten STAT3-Aktivierung [172]
sowie der Phosphatasen PTP1B (protein-tyrosine phosphatase 1B) und PTEN (phosphatase
and tensin homolog), welche als moégliche Mediatoren der Leptin-Resistenz gelten [173],

untersucht.

4.7.1 Reduzierte endotheliale Leptin-Signaltransduktion in Leptin-Rezeptor-

defizienten Mausen

Zur Bestatigung der reduzierten endothelialen Leptin-Signaltransduktion in End.LepR-KO
Mausen konnte eine signifikant erhdhte relative Proteinexpression (in Relation zur Kontrolle
definiert als End.LepR-WT unstimuliert) von phosphoryliertem STAT3 nach Leptin-Stimula-
tion in mPECs isoliert von End.LepR-WT Mausen an dessen Tyrosin (p-Stat3ry7es: 1,32-
fach £ 0,13 vs. Kontrolle; p<0,05; Abb. 4-10 B) und Serin (p-STAT3se727: 1,46-fach + 0,22 vs.
Kontrolle; p<0,05; Abb. 4-10 C), jedoch nicht in denen von End.LepR-KO nachgewiesen
werden (reprasentative Western Blot-Banden sind in Abb. 4-10 A gezeigt).

Die basale Proteinexpression von SOCS3 (0,37-fach + 0,07 vs. WT; p<0,001; Abb. 4-10 E),
PTP1B (0,48-fach £ 0,12 vs. WT; p<0,01; Abb. 4-6 F) und PTEN (0,55-fach + 0,16 vs. WT;
p<0,05; Abb. 4-10 G) in mPECs isoliert von End.LepR-KO Mausen war im Vergleich zu
mPECs von End.LepR-WT Mausen signifikant reduziert (reprasentative Western Blot-
Banden sind in Abb. 4-10 D gezeigt).
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Abbildung 4-10: Endotheliale Leptin-Signaltransduktion in primaren murinen Endothelzellen
(mPECs) von End.LepR-WT und -KO Mausen. (A-G) Pro Isolation wurden die Lungen von jeweils
n=3 Mausen pro Genotyp verwendet. Densitometrische Quantifizierung der STAT3-Phosphorylierung
an Tyrosin (Tyr)-705 (B) und an Serin (Ser)-727 (C) nach Stimulation mit rekombinantem murinen
Leptin (10 ng/mL fir 15 min). Die relative Proteinexpression (in Relation zur Kontrolle definiert als
End.LepR-WT unstimuliert gleich eins gesetzt) ist dargestellt als Mittelwert + SEM (n=6-10). *p<0,05
vs. Kontrolle. Reprasentative Proteinbanden sind in (A) gezeigt. Densitometrische Quantifizierung der
Proteinexpression von SOCS3 (E), PTP1B (F) und PTEN (G). Die relative Proteinexpression (in
Relation zu End.LepR-WT gleich eins gesetzt) ist dargestellt als Mittelwert £ SEM (n=4). *p<0,05,
**p<0,01 und ***p<0,001 vs. End.LepR-WT. Reprasentative Proteinbanden sind in (D) gezeigt.
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4.7.2 Endotheliale Leptin-Resistenz in iibergewichtigen Mausen

Basal konnte mittels RT-PCR Analyse eine signifikant erhdhte mRNA-Expression des Leptin-
Rezeptors in mPECs von Ubergewichtigen und hyperleptinamischen End.LepR-WT Mausen
gezeigt werden (3,51-fach £ 0,81 vs. End.LepR-WT; p<0,05; Abb. 4-11 A und B). Weiterhin
konnte auch auf Proteinebene (Abb. 4-11 C und D) eine signifikant erhohte relative LepR-
Proteinexpression (in Relation zur Kontrolle definiert als End.LepR.WT+NC unstimuliert) in
mPECs von Ubergewichtigen Mausen (1,13-fach £ 0,01 vs. Kontrolle; p<0,05) und von
normalgewichtigen Mausen nach Leptin-Stimulation (1,36-fach + 0,14 vs. WT; p<0,05)
bestatigt werden. Demgegeniber wiesen mPECs von ubergewichtigen End.LepR-WT
Mausen keinen signifikanten Anstieg der LepR-Expression nach Leptin-Stimulation
gegenuber den unstimulierten mPECs von End.LepR-WT+HFD Mausen auf und diese war
im Vergleich zu den normalgewichtigen End.LepR-WT nach Leptin-Stimulation signifikant
reduziert (0,95-fach £ 0,15 in stimulierten End.LepR-WT+HFD vs. Kontrolle gegeniber 1,36-
fach £ 0,14 in stimulierten LepR-WT+NC vs. Kontrolle; p<0,05).

In normalgewichtigen End.LepR-WT Mausen konnte eine Leptin-induzierte STAT3-
Aktivierung nachgewiesen werden (p-Stat3ry70s: 1,49-fach + 0,14 vs. Kontrolle; p<0,01; Abb.
4-12 B und p-STAT3s.727: 1,65-fach £ 0,27 vs. Kontrolle; p<0,05; Abb. 4-12 C) sowie eine
signifikant erhohte relative Proteinexpression der negativen Regulatoren des Leptin-
Signalwegs PTP1B (1,21-fach £ 0,10 vs. Kontrolle; p<0,05; Abb. 4-12 E) und PTEN
(1,53 £ 0,16 vs. Kontrolle; p<0,01; Abb. 4-12 F). Die basale relative Proteinexpression von
phosphoryliertem STAT3 (p-Stat3r,70s: 1,55-fach £ 0,22 vs. Kontrolle; p<0,05; Abb. 4-12 B
und p-STAT3ser727: 1,93-fach + 0,34 vs. Kontrolle; p<0,05; Abb. 4-12 C), PTB1B (1,39 £ 0,16
vs. Kontrolle; p<0,05; Abb. 4-12 E) und PTEN (1,80 + 0,15 vs. Kontrolle; p<0,001; Abb. 4-12
F) waren in mPECs von ubergewichtigen End.LepR-WT Mausen gegenlber den
normalgewichtigen End.LepR-WT+NC Kontrollen passend zu einer chronisch aktivierten
Leptin-Signaltransduktion signifikant erhdht. Im Gegensatz zu den normalgewichtigen
Mausen war bei den Ubergewichtigen Mausen als Antwort auf die exogene Leptin-
Stimulation keine STAT3-Aktivierung nachweisbar, was auf die Entwicklung einer Leptin-
Resistenz bei Ubergewicht hinweist. Insgesamt waren beziiglich der SOCS3-
Proteinexpression in keiner Versuchsgruppe signifikante Unterschiede zu verzeichnen (Abb.
4-12 D). Reprasentative Western Blot-Banden der Leptin-Singaltransduktionsanalysen sind
in Abbildung 4-12 A gezeigt.
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Abbildung 4-11: Endotheliale Expression des Leptin-Rezeptors auf mRNA- und Proteinebene in
primaren murinen Endothelzellen (mPECs) von normalgewichtigen und (libergewichtigen
End.LepR-WT Mausen. (A-D) Pro lIsolation wurden die Lungen von jeweils n=3 Mausen pro
Versuchsgruppe verwendet. (A) Repréasentative RT-PCR Banden. (B) Semiquantitative RT-PCR-
Analyse der LepR mRNA-Expression. Die relative mRNA-Expression (in Relation zu End.LepR-WT
gleich eins gesetzt) ist dargestellt als Mittelwert + SEM (n=4). *p<0,05 vs. End.LepR-WT. (C)
Reprasentative Proteinbanden. (D) Densitometrische Quantifizierung der LepR-Proteinexpression
nach Stimulation mit rekombinantem murinen Leptin (10 ng/mL far 15 min). Die relative
Proteinexpression (in Relation zur Kontrolle definiert als End.LepR-WT+NC gleich eins gesetzt) ist
dargestellt als Mittelwert £+ SEM (n=4-5). *p<0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 4-12: Endotheliale Leptin-Signaltransduktion in primaren murinen Endothelzellen
(mPECs) von normalgewichtigen und ilibergewichtigen End.LepR-WT Mausen. (A-F) Pro
Isolation wurden die Lungen von jeweils n=3 Mausen pro Versuchsgruppe verwendet. Reprasentative
Proteinbanden sind in (A) gezeigt. Densitometrische Quantifizierung der STAT3-Phosphorylierung an
Tyrosin (Tyr)-705 (B) und an Serin (Ser)-727 (C) sowie SOCS3 (D), PTP1B (E) und PTEN (F) nach
Stimulation mit rekombinantem murinen Leptin (10 ng/mL fir 15 min). Die relative Proteinexpression
(in Relation zur Kontrolle definiert als End.LepR-WT+NC unstimuliert gleich eins gesetzt) ist
dargestellt als Mittelwert + SEM (n=7-10). *p<0,05 vs. Kontrolle, **p<0,01 und ***p<0,001 vs.

Kontrolle.
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4.8 Funktionelle in vitro Untersuchungen

4.8.1 Parakrine Effekte primarer Leptin-Rezeptor-defizienter Endothelzellen auf die

Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen

Da das Endothel Uber parakrine Faktoren eine wichtige Rolle in der regulatorischen Kontrolle
glatter Muskelzellen spielt, wurden murine aortale glatte Muskelzellen (MOVAS, Murine
aortic smooth muscle cells) mit Zellkulturiberstanden (konditioniertes Medium, im Weiteren
als KdM abgekirzt) von mPECs, welche aus den Lungen von End.LepR-WT und -KO
Mausen isoliert wurden, ko-inkubiert. Die Zellproliferation der ko-inkubierten MOVAS wurde
anhand der mRNA-Expression des Zellzyklusproteins Cyclin D1 untersucht (Abb. 4-13 A)
und das Migrationsverhalten mit Hilfe des Scratch-Wundheilungs-Assays Uber einen
Zeitraum von 24 h dokumentiert und quantifiziert (Abb. 4-13 B und C).

MOVAS, die mit dem KdM der mPECs von End.LepR-KO Mausen inkubiert wurden, wiesen
eine signifikant erhéhte mRNA-Expression von Cyclin D1 auf im Vergleich zu den mit KdM
von End.LepR-WT Mausen inkubierten Zellen (3,40-fach £ 0,30 vs. 2,35-fach £ 0,20 in
MOVAS + KdM mPEC End.LepR-WT; p<0,05; Abb. 4-13 A), was auf eine verminderte
Fahigkeit zur Regulation der Zellproliferation des mPEC-KdM von End.LepR-KO Mausen
hinweist.

Andererseits hatte nach Scratch-Induzierung das mPEC-KdM von End.LepR-WT und -KO
Mausen einen vergleichbaren stimulatorischen Effekt auf das Migrationsverhalten der
MOVAS. Die zellfreie ,Scratch“-Flache unterschied sich nach 9 h nicht gegenlber der
Kontrolle, wahrend nach 18 h und 24 h der stimulatorische Effekt des KdMs per se gezeigt
werden konnte, unabhangig vom Genotyp der mPECs (nach 24 h: 41% in MOVAS + KdM
End.LepR-WT und 44% in MOVAS + KdM End.LepR-KO vs. 56% in der Kontrolle; beide
p<0,01 vs. Kontrolle; Abb. 4-13 B). Reprasentative Bilder nach Oh und 24 h sind in
Abbildung 4-13 C dargestellt.
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Abbildung 4-13: Parakrine Effekte primarer Leptin-Rezeptor-defizienter Endothelzellen auf die
Proliferation und das Migrationsverhalten von glatten Muskelzellen. Murine aortale glatte
Muskelzellen (MOVAS) wurden mit den Zellkulturiberstanden (konditioniertes Medium, KdM) von
primadren murinen Endothelzellen (mPECSs) isoliert aus den Lungen von End.LepR-WT und -KO
Mausen (jeweils n=3 Mause pro Genotyp und Isolation) ko-inkubiert. Als Kontrolle wurden MOVAS
lediglich mit Kulturmedium inkubiert. (A) Untersuchung der Cyclin D1 mRNA-Expression mittels gPCR.
Die relative mRNA-Expression (in Relation zur Kontrolle gleich eins gesetzt) ist dargestellt als
Mittelwert £ SEM (n=3-4). *p<0,05 vs. End.LepR-WT. (B) Migrationsverhalten 9 h, 18 h und 24 h nach
»Scratch“-Induzierung im Vergleich zu 0 h (gleich 100% gesetzt). Die Ergebnisse sind dargestellt als
Mittelwert von drei unabhangigen Experimenten. **p<0,01 vs. End.LepR-WT und ##p<0,01 VS.
End.LepR-KO. Reprasentative Bilder des in vitro Scratch-Wundheilungs-Assays nach 0 h und 24 h
sind in (C) gezeigt (100-fache VergréRerung).
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4.8.2 Auswirkungen von Ubergewicht auf die Zellproliferation und das

Migrationsverhalten primarer glatter Muskelzellen

Die nach vaskularer Verletzung beobachtete Hyperplasie der Media bei einer LepR-
Reduktion in glatten Muskelzellen (SMCs), die gleichermal3en in Ubergewichtigen Kontroll-
Mausen beobachtet wurde, weist auf eine mogliche Leptin-Resistenz auch in den glatten
Muskelzellen hin. Zur weiteren Untersuchung dieser Annahme wurden primare glatte
Muskelzellen aus den Aorten von mit NC gefiutterten normalgewichtigen Mausen und mit
einer HFD gefltterten Ubergewichtigen Mausen isoliert und deren Proliferationsverhalten
unter Verwendung des MTS-Zellproliferations-Assays (Abb. 4-14 A) sowie deren Migrations-
verhalten mit Hilfe des Scratch-Wundheilungs-Assays (Abb. 4-14 B und C) untersucht.

Nach Stimulation mit 10 ng/mL rekombinantem murinem Leptin fir 24 h reagierten die SMCs
von normalgewichtigen Mausen mit einer signifikant erhdhten Zellproliferation im Vergleich
zu den unstimulierten Zellen (OD von 0,538 £ 0,009 vs. 0,510 + 0,007; p<0,05; Abb. 4-14 A),
wohingegen nach Stimulation mit 100 ng/mL Leptin keine signifikanten Effekte verzeichnet
werden konnten. Im Gegensatz dazu reagierten die SMCs von Ubergewichtigen Mausen auf
keine der beiden Leptin-Konzentrationen, sondern wiesen bereits eine erhéhte basale
Zellproliferation auf verglichen mit den SMCs der normalgewichtigen Mause derselben
Behandlung (OD unstimuliert: 0,621 + 0,020 vs. 0,510 £ 0,007; p<0,001 bzw. OD 10 ng/mL
Leptin: 0,618 + 0,020 vs. 0,539 £ 0,009; p<0,01 bzw. OD 100 ng/mL Leptin: 0,585 + 0,019
vs. 0,522 £ 0,009; p<0,05; Abb. 4-14 A).

Ein ahnlicher Effekt der fehlenden Reaktion von Ubergewichtigen SMCs nach Leptin-
Stimulation war auch mit dem Scratch-Wundheilungs-Assay zu beobachten. Nach
Stimulation der normalgewichtigen SMCs mit 10 ng/mL Leptin war die Anzahl migrierter
Zellen nach 24 h signifikant erhéht im Vergleich zu unstimulierten SMCs (63 £ 4 vs. 47 £ 3;
p<0,01; Abb. 4-14 B und C), wahrend die Stimulation mit 100 ng/mL Leptin keine
signifikanten Effekte zeigten. Auch hinsichtlich der Zellmigration konnte in den
Ubergewichtigen SMCs eine bereits basal signifikant erhdhte Anzahl migrierter Zellen
gegenuber den normalgewichtigen SMCs derselben Behandlungsgruppe beobachtet und
keine Reaktion auf die Leptin-Stimulation verzeichnet werden (unstimuliert: 103 £ 8 vs.
47 + 3; p<0.001 bzw. 10 ng/mL Leptin: 95+ 5 vs. 63 £ 4; p<0,001 bzw. 99 £+ 6 vs. 55+ 4;
p<0,001; Abb. 4-14 B und C). Reprasentative Aufnahmen sind in Abbildung 4-14 C gezeigt.
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Abbildung 4-14: Untersuchung der Auswirkungen von Ubergewicht auf die Zellproliferation
und Migration primarer glatter Muskelzellen, basal und nach Leptin-Stimulation. Primare glatte
Muskelzellen (SMCs) wurden aus den Aorten von normalgewichtigen und mit einer Hochfettdiat
gefltterten Ubergewichtigen Mausen isoliert (jeweils n=3 Mause pro Isolation und Gruppe). Unter
Verwendung des MTS-Zellproliferations-Assays (A) und des Scratch-Wundheilungs-Assays (B)
wurden die basale Zellproliferation (A) und das Migrationsvehalten (B) in unstimulierten SMCs sowie
nach Stimulation mit rekombinantem murinen Leptin fir 24 h (10 und 100 ng/mL) untersucht. Die
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert + SEM von drei unabhangigen Experimenten. *p<0,05,
**p<0,01 und ***p<0,001 vs. unstimuliert bzw. wie angegeben. Reprasentative Bilder des Scratch-
Wundheilungs-Assays nach 0 h und 24 h sind in (C) gezeigt (100-fache Vergrdf3erung).
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4.9 Untersuchungen der Expression von glatten Muskelzell-Mitogenen in

Leptin-Rezeptor-defizienten und Leptin-resistenten Endothelzellen

4.9.1 RNA-Expressionsanalyse parakriner Mediatoren in Endothelzellen von Leptin-

Rezeptor-defizienten und libergewichtigen Mausen

Zur RNA-Expressionsanalyse wurden mPECs von mit NC gefltterten normalgewichtigen
End.LepR-WT und -KO Mausen bzw. von mit einer HFD gefltterten Ubergewichtigen
End.LepR-WT Mausen isoliert. Mittels real-time quantitativer PCR (QPCR) wurde die mRNA-
Expression von Mediatoren untersucht, die bekanntermallen die Proliferation glatter Muskel-
zellen und die Neointimabildung fordern. Die mRNA-Expressionsmuster der mPECs von
End.LepR-KO und Ubergewichtigen End.LepR-WT+HFD Mausen im Vergleich zu normalge-
wichtigen End.LepR-WT Kontrollen sind in Abbildung 4-15 zusammengefasst. In Uberein-
stimmung mit den Ergebnissen der RT-PCR (Abb. 4-3) konnte auch mittels gqPCR-Analyse in
mPECs von End.LepR-KO Mausen im Vergleich zu den End.LepR-WT Kontrollen auf
mRNA-Ebene eine signifikant reduzierte Expression der kurzen und langen LepR-Isoform
bestatigt werden (LepRsnor: -39,9 * 8,8%; p<0.001; LepRiong: -45,4 £ 13,6%; p<0,01), wohin-
gegen die mRNA-Expression beider LepR-lIsoformen in Ubergewichtigen End.LepR-WT
Méausen im Mittel erhoht waren (LepRghor: +188,4 £ 120,0%; n.s.; LepRiong: +155,2 + 131,4%;
n.s.), jedoch aufgrund des hohen Standardfehlers nicht von statistischer Signifikanz. Die
mPECs von End.LepR-KO Mausen wiesen eine signifikant hdhere mRNA-Expression von
Endothelin-1 (ET-1) auf im Vergleich zu den End.LepR-WT Kontrollen (+47,7 + 16,8%;
p<0,05). Eine im Mittel signifikant héhere ET-1 mRNA-Expression konnte auch in den
mPECs von ubergewichtigen End.LepR-WT Mausen gegeniber den normalgewichtigen
Kontrollen beobachtet werden (+115.0 + 63,0%; p<0,01). Passend zu in vitro Befunden, die
eine Inhibition der Expression und Sekretion von ET-1 durch eine PPARy-Aktivierung in
kultivierten Endothelzellen zeigen konnten [174, 175], war die beobachtete Uberexpression
von ET-1 mit einer signifikant reduzierten mRNA-Expression von PPARy sowohl in LepR-
defizienten mPECs isoliert aus End.LepR-KO Mausen (-25,0 £ 9,1%; p<0,05) als auch in
Leptin-resistenten mPECs Ubergewichtiger End.LepR-WT+HFD Mause (-38,0 £ 14,6%;
p<0,05) assoziiert. Des Weiteren wiesen die signifikant erhéhten mRNA-Expressionen von
ICAM2 (+178,4 + 71,5%; p<0,05) und COX2 (+90,5 + 52,1%; p<0,01) in den mPECs der
Ubergewichtigen End.LepR-WT Mause auf eine Endothelaktivierung hin. Demgegeniber war
passend zur fehlenden Leptin-Signaltransduktion die VEGF mRNA-Expression in mPECs
von End.LepR-KO Mausen im Vergleich zu den End.LepR-WT Kontrollen signifikant
reduziert (-30,1 £ 6,9%; p<0,001). Bezlglich der mRNA-Expressionen von eNOS, iNOS,
COX1, FGF2, PDGF und TGFB fanden sich weder in den LepR-defizienten noch in den

Ubergewichtigen mPECs im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen signifikante Unterschiede.



4. Ergebnisse 127

Leptin Rezeptor
LepRshort AKX

LepRiong XK p—
EC-Marker
CD31
ICAM2
Parakrine Faktoren
ET1 x

eNOS —

iNOS L
cox1
COX2 —_
FGF2
PDGF
TGFp
VEGF AKX |-
Signalweg
PPARYy X -

T L)

L}
-100 -50 0 50 100
Anderung vs. mMPEC-End.LepR-WT (in %)

Em mPEC-End.LepR-KO

Leptin Rezeptor
LepRshort

LepRiong

EC-Marker

CD31 ‘

ICAM2 | A

Parakrine Factoren

ET1 _ A%

eNOS

iNOS

cox1

COX2 A%

FGF2 '

PDGF

TGFp

VEGF

Signalweg
PPARy| =]

L} T

L} L}
100 0 100 200 300 400
Anderung vs. mPEC-End.LepR-WT (in %)

mPEC-End.LepR-WT + HFD

Abbildung 4-15: RNA-Expressionsanalyse parakriner Mediatoren in Leptin-Rezeptor-defizienten
und Ubergewichtigen Mausen. Die qPCR-Analyse des Leptin-Rezeptors (LepR) und Marker von
(aktivierten) Endothelzellen (CD31, ICAM2, eNOS, iNOS, COX1, COX2) oder bekannter Faktoren, die
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auf parakrinem Weg auf glatte Muskelzellen wirken (ET-1, FGF2, PDGF, TGFB, VEGF) erfolgte in
primaren murinen Endothelzellen (mPECs), welche aus den Lungen von normalgewichtigen
End.LepR-WT+NC und End.LepR-KO (A) sowie ubergewichtigen End.LepR-WT+HFD Mausen (B)
isoliert wurden (jeweils n=3 Mause pro Genotyp und lIsolation). Die relative mRNA-Expression
(Anderung in % in Relation zur Kontrolle definiert als mPEC.LepR-WT+NC) ist dargestellt als
Mittelwert £+ SEM (n=4-6). *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001 vs. MPEC.LepR-WT+NC. Abkiirzungen:
NC, Normalfutter; HFD, Hochfettdiat; CD31, cluster of differentiation 31; ICAM2, intercellular adhesion
molecule 2; ET-1, Endothelin-1; eNOS, endotheliale NO-Synthase; iINOS, induzierbare NO-Synthase,
COX, Cyclooxygenase; FGF2, fibroblast growth factor 2; PDGF, platelet-derived growth factor; TGF,
transforming growth factor B; VEGF, vascular endothelial growth factor; PPARy, peroxisome
proliferator-activated receptor y.

4.9.2 Analyse parakriner Faktoren in Zellkulturiiberstanden primarer Leptin-

Rezeptor-defizienter Endothelzellen

Zur mPEC-Isolation wurden pro Zellisolation und Genotyp die Lungen von jeweils drei
Mausen verwendet und die relativen Proteinspiegel von ET-1 mittels eines entsprechenden
ELISAs in den Zellkulturiberstdnden (konditioniertes Medium; KdM) der mPECs von
End.LepR-KO Mausen im Verlgeich zu den End.LepR-WT Kontrollen derselben Isolation
berechnet. In Ubereinstimmung mit der signifikant erhdhten ET-1 mRNA-Expression der
mPECs von LepR-defizienten und Ubergewichtigen Mausen (beides p<0,05 vs. mPEC
End.LepR-WT+NC; Abb. 4-16 A), konnte auch im KdM der mPECs von End.LepR-KO
Mausen eine hohere ET-1-Freisetzung gegenuber den End.LepR-WT Kontrollen bestatigt
werden (1,53-fach + 0,16; p<0,01; Abb. 4-16 B). Darlber hinaus wurden zur Untersuchung
der funktionellen Effekte murine aortale glatte Muskelzellen (MOVAS) mit mPEC-KdM von
End.LepR-WT und -KO Mausen inkubiert (in Abb. 4-16 C abgekirzt als EC-KdM LepR-WT
bzw. -KO) und die mRNA-Expression des Zellzyklusproteins Cyclin D1 als Proliferations-
Marker untersucht. Die MOVAS wiesen im Vergleich zu den lediglich mit Medium inkubierten
Kontrollen nach Inkubation mit dem mPEC-KdM von End.LepR-WT Mausen eine signifikant
erhdhte Expression von Cyclin D1 auf (2,1-fach + 0,2; p<0,01). Die Inkubation mit dem
mPEC-KdM von End.LepR-KO Mausen resultierte in einem weiteren, sowohl im Vergleich
zur Kontrolle als auch End.LepR-WT Gruppe, signifikanten Anstieg der Cyclin D1-Expression
(2,8-fach + 0,3; p<0,0001 vs. Kontrolle bzw. p<0,05 vs. EC-KdM LepR-WT). Die zusatzliche
Behandlung mit dem nicht-selektiven Endothelin-Rezeptor (ETag)-Antagonisten (PD145065),
welcher A- und B-Rezeptoren blockiert, resultierte sowohl in den mit dem mPEC-KdM von
End.LepR-WT (1,7-fach £ 0,2; p=0,09) als auch End.LepR-KO (2,1-fach £ 0,3; p<0,05)
Mausen inkubierten MOVAS in einem geringeren Anstieg der Cyclin D1-Expression
gegenuber der Kontrolle. Auch der beobachtete Effekt des mEPC-KdM der End.LepR-KO
Mause auf die Proliferation der MOVAS war bei zusatzlicher Inkubation mit dem ETaz-
Antagonisten aufgehoben (mit ETag-Antagonist: EC-KdM LepR-WT vs. -KO; p=0,59). Der
Vergleich der Effekte des mPEC-KdM von End.LepR-KO Mausen ohne und mit ETag-
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Antagonisten auf die Proliferation der MOVAS ergab eine signifikante Reduktion der Cyclin
D1-Expression bei ETag-Antagonisierung (2,1-fach £ 0,3 vs. 2,8-fach + 0,3 in EC-KdM LepR-
KO ohne ETap-Antagonist; p<0,05) auf das Niveau des KdM der End.LepR-WT mPECs.

2.0
*%

1.5

1.0+

1.01

(in Relation zu WT+NC)

ET1 mRNA-Expression

0.0

ET1 Proteinlevel in mPEC-KdM
(in Relation zu End.LepR-WT)

T T T ]
mPEC mPEC mPEC End.LepR- End.LepR-
End.LepR-WT End.LepR-KO End.LepR-WT WT KO
NC NC HFD

4.0 - *

3.0 1

2.0

1.0 1

Cyclin D1 mRNA-Expression
(in Relation zur Kontrolle)

0.0

L} T L]
Kontrolle EC-KdM EC-KdM Kontrolle EC-KdM EC-KdM
LepR-WT LepR-KO LepR-WT LepR-KO

+ET g Antagonist
(PD 145065)

Abbildung 4-16: Auswirkung der endothelialen Leptin-Rezeptor-Defizienz auf Endothelin-1 (ET-
1). (A) Untersuchung der ET-1-mRNA-Expression in primdren murinen Endothelzellen (mPECs) von
normalgewichtigen End.LepR-WT und -KO Mausen sowie Ubergewichtigen End.LepR-WT Mausen.
Die relative mRNA-Expression (in Relation zu mPEC.End.LepR-WT+NC gleich eins gesetzt) ist
dargestellt als Mittelwert + SEM (n=4-5 Isolationen mit jeweils n=3 Mausen pro Genotyp). *p<0,05 vs.
Kontrolle. (B) ELISA-Bestimmung der ET-1-Proteinexpression in den Zellkulturiiberstanden (konditio-
niertes Medium, KdM) der mPECs von End.LepR-WT und -KO Mausen. Die relativen Proteinspiegel
(in Relation zur Kontrolle definiert als mPEC-KdM End.LepR-WT gleich eins gesetzt) sind dargestellt
als Mittelwert £ SEM (n=7; KdM von sieben Isolationen mit jeweils n=3 Mausen pro Genotyp).
**p<0,001 vs. Kontrolle. (C) Untersuchung des Effekts der Behandlung von murinen aortalen glatten
Muskelzellen (MOVAS) mit dem mPEC-KdM (EC-KdM) von End.LepR-WT und -KO Mausen auf die
Cyclin D1 mRNA-Expression ohne und mit Endothelin-Rezeptor (ETag)-Antagonist PD145065 im
Vergleich zu den allein mit Medium inkubierten Kontrollen. Die relative mRNA-Exression (in Relation
zur Kontrolle gleich eins gesetzt) ist dargestellt als Mittelwert + SEM (n=5-8). *p<0,05, **p<0,01 und
****p<0,0001 vs. Kontrolle bzw. wie angegeben. Abkiirzungen: NC, Normalfutter; HFD, Hochfettdiat.
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Aulerdem ergaben weitere Analysen des mPEC-KdM von End.LepR-WT und End.LepR-KO
Mausen keinen Unterschied bezlglich des Stickstoffmonoxid-Gehalts (NO; indirekt tber die
Bestimmung des ersten stabilen und nicht fllichtigen Produkts Nitrit NO,’), welcher in beiden
Gruppen unterhalb der Detektionsgrenze (des verwendeten Griess Reagent von 1,56 uM)
lag. Auch die Prostacyclin-Spiegel (PGl,; die Messung erfolgte indirekt tUber die Bestimmung
des ersten Hydrolyse-Produkts 6-keto prostaglandin F1a unter Verwendung eines
entsprechenden ELISAs) unterschieden sich nicht im mPEC-KdM von End.LepR-KO
(7,80 £ 2,77 vs. 9,53 £ 3,01 ng/mL in CdM-End.LepR-WT; p=0,35) und End.LepR-WT+HFD
Mausen (8,53 + 0.73 vs. 9,58 + 1,25 ng/mL; P=0,49).

4.9.3 Untersuchung der Expression von parakrinen Mediatoren und endothelialen
Markern in unverletzten Carotisarterien und vaskuldaren Lasionen von Leptin-

Rezeptor-defizienten und iibergewichtigen Mausen

Zur Bestatigung der in vitro Befunde in mPECs, wurde die ET-1-Expression auch in
unverletzten Carotisarterien und vaskularen Lasionen nachgewiesen. Reprasentative Bilder
der ET-1-Immunfluoreszenz-Farbung sind in den Abbildungen 4-17 A und 4-18 A gezeigt. In
Ubereinstimmung mit der erhdhten mRNA-Expression in mPECs ergab auch die Quantifizie-
rung unverletzter Carotisarterien eine signifikant erhdhte endotheliale ET-1-positive Flache in
End.LepR-KO (36,9 £ 4,6 vs. 24,5+ 1,9% in End.LepR-WT+NC; p<0,05; Abb. 4-17 B) und
Ubergewichtigen End.LepR-WT Mausen (46,6 + 3,7 vs. 24,5+ 1,9% in End.LepR-WT+NC;
p<0,001; Abb. 4-17 B). In der Media wiesen die End.LepR-KO Mause (36,3 £5,1 vs.
20,2 + 2,6% in End.LepR-WT+NC; p<0,05; Abb. 4-17 C) und Ubergewichtigen End.LepR-WT
Mause (38,3 +3,7 vs. 20,2+ 2,6% in End.LepR-WT+NC; p<0,01; Abb. 4-17 C) ebenfalls
eine signifikant erhdhte ET-1-positive Flache auf.

Die endotheliale ET-1-Expression war in den neointimalen Lasionen der normalgewichtigen
End.LepR-KO (51,7 £5,1 vs. 30,8 £ 5,1%; p<0,05) sowie Ubergewichtigen End.LepR-WT
(54,4 £ 3,3 vs. 30,8 £ 5,1%; p<0,01) und End.LepR-KO (52,7 + 2,5 vs. 30,8 + 5,1%; p<0,05)
Mause gegenuber den normalgewichtigen End.LepR-WT Kontrollen im gleichen Ausmalf?
signifikant erhoht (Abb. 4-18 B). Die Quantifizierung der ET-1-positiven Flache bezogen auf
die gesamte Neointima ergab ebenfalls eine erhdhte ET-1-Expression in den normalge-
wichtigen End.LepR-KO Mausen im Vergleich zu den normalgewichtigen End.LepR-WT
Kontrollen (23,4 £ 4,6% vs. 10,6 £ 1,7; p<0,05). In den Ubergewichtigen End.LepR-WT und
-KO Mausen war die ET-1-Expression in einem ahnlichen Ausmald erhdht (20,5 + 1,1% in
End.LepR-WT+HFD; p<0,05 bzw. 19,3 + 3,9 in End.LepR-KO+HFD; p<0,075 vs. 10,6 £ 1,7
in End.LepR-WT+NC; Abb. 4-18 C).



4. Ergebnisse 131

A

End.LepR-WT End.LepR-KO End.LepR-WT Negative

NC HFD Kontrollle

NC

W
(@)

(% Media-Flache)
o

ET-1-positive Flache

ET-1-positive endotheliale Flache
(% der Gesamtendothelflache)

T ] I T ] ]
End.LepR-WT End.LepR-KO End.LepR-WT End.LepR-WT End.LepR-KO End.LepR-WT
NC NC HFD NC NC HFD

Abbildung 4-17: Endothelin-1 (ET-1)-Expression in unverletzten Carotisarterien von normalge-
wichtigen End.LepR-WT und LepR-KO Mausen sowie iibergewichtigen End.LepR-WT Mausen.
(A) Reprasentative Bilder der Immunfluoreszenzfarbung (oben: 1000-fache VergréRerung; unten:
manuelle DetailvergroRerung). DAPI wurde zur Zellkernfarbung verwendet. Der Malbalken repra-
sentiert 25 ym. Quantitative Analyse der ET-1-immunpositiven Flache im Endothel (B) und in der
Media (C). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert + SEM. *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001 vs.
End.LepR-WT+NC. Abklirzungen: NC, Normalfutter; HFD, Hochfettdiat.
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Abbildung 4-18: Endothelin-1 (ET-1)-Expression in vaskuldren Lasionen von normalge-
wichtigen End.LepR-WT und LepR-KO Mausen sowie iibergewichtigen End.LepR-WT Mausen.
(A) Reprasentative Bilder der Immunfluoreszenzfarbung (erste und dritte Reihe: 1000-fache
VergréfRerung; zweite und vierte Reihe: manuelle DetailvergroRerung). Lectin wurde zur Markierung
des Endothels und DAPI zur Zellkernfarbung verwendet. Die Malbalken reprasentiert 25 um.
Quantitative Analyse der ET-1-immunpositiven Flache im Endothel der Neointima (B) und in der
Media (C). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert £ SEM. *p<0,05 und **p<0,01 vs. End.LepR-
WT+ NC. Abkiirzungen: NC, Normalfutter; HFD, Hochfettdiat.
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Daruber hinaus wiesen sowohl die LepR-defizienten End.LepR-KO Mause (28,5 + 4,7 vs.
14,2 + 1,9%; p<0,05) als auch die ubergewichtigen End.LepR-WT (32,1+4,0 vs.
14,2 £ 1,9%; p<0,05) und End.LepR-KO (37,0 £ 5,1 vs. 14,2 + 1,9%; p<0,01) Mause eine
signifikant groRere CD31-immunpositive Flache im Endothel der Neointima auf (Abb. 4-19;

reprasentative Bilder in A und Quantifizierung in B).

A

End.LepR-WT End.LepR-KO End.LepR-WT End.LepR-KO
NC NC HFD HFD

o]
o
*

()]
o
*

i
%

N
o
1

o

CD31-positive endotheliale Flache
(% der Neointima-Endothelflache)

T T T T
End.LepR-WT End.LepR-KO End.LepR-WT End.LepR-KO
HFD HFD

Abbildung 4-19: Endotheliale CD31-Expression in vaskuldren Lasionen von normalgewichtigen
End.LepR-WT und LepR-KO Mausen sowie ilibergewichtigen End.LepR-WT Mausen. (A)
Reprasentative Bilder der Immunfluoreszenzfarbung (erste Reihe: 1000-fache Vergroferung; zweite
Reihe: manuelle Detailvergroflerung). Der Malibalken reprasentiert 25 um. (B) Quantitative Analyse
der CD31-immunpositiven Flache im Endothel der Neointima. Die Ergebnisse sind dargestellt als
Mittelwert £ SEM. *p<0,05 vs. End.LepR-WT+ NC. Abkirzungen: NC, Normalfutter; HFD, Hochfettdiat.

Weitere reprasentative Immunfluoreszenz-Farbungen von ICAM2, eNOS, iINOS, COX-1 und
COX2 bestatigten in den unverletzten Carotiden von ubergewichtigen End.LepR-WT Mausen
eine erhdhte endotheliale ICAM2- und COX2-Expression und somit das Vorliegen einer
Endothelzellaktivierung (Abb. 4-20).
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Abbildung 4-20: Reprasentativer Nachweis der Expression von ICAM2, eNOS, iNOS, COX1 und
COX2 mittels Immunfluoreszenz in unverletzten Carotisarterien von normalgewichtigen
End.LepR-WT und LepR-KO Mausen sowie libergewichtigen End.LepR-WT Mausen. DAPI wurde
zur Zellkernfarbung verwendet. Aufnahme in 1000-facher Vergrolkerung. Die Malbalken
reprasentieren 25 um. Abkirzungen: NC, Normalfutter; HFD, Hochfettdiat.
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4.9.4 Einfluss der erhdohten endothelialen Expression von Endothelin-1 auf den

Blutdruck und die Endothelin-1-Serumspiegel

Da ET-1 ein potenter Vasokonstriktor ist [176], wurde aulerdem untersucht, inwieweit sich
die erhohte endotheliale Expression von ET-1 in unverletzten Carotisarterien und in
vaskularen Lasionen auf den Blutdruck auswirkt und die zirkulierenden ET-1-Spiegel
beeinflusst. In der vorliegenden Arbeit konnten keine signifikanten Unterschiede bezuglich
des mittleren systolischen, diastolischen und mittleren Blutdrucks zwischen den einzelnen
Versuchsgruppen beobachtet werden. Daruber hinaus wiesen sowohl normalgewichtige als
auch ubergewichtige End.LepR-WT und -KO Mause ahnliche ET-1-Serumspiegel auf. Dabei
wurde das Serum sowohl von Mausen nach vaskularer Verletzung mit FeCl; als auch von
Mausen ohne operativen Eingriff untersucht. Da jedoch keine Unterschiede zwischen den
operierten und nicht operierten Mausen verzeichnet werden konnten, wurden in der

nachfolgenden Tabelle 4-5 die zirkulierenden ET-1-Spiegel zusammengefasst.

Tabelle 4-5: Systolischer, diastolischer und mittlerer Blutdruck und Endothelin-1-Spiegel im
Serum normalgewichtiger und iibergewichtiger End.LepR-WT und -KO Mause

End.LepR- End.LepR- End.LepR- End.LepR-

WT KO WT KO
n 7 5 8 10
Diat NC NC HFD HFD
Systolischer Blutdruck 1393 1406 138+ 6 1390+8
[mmHg]
Diastolischer Blutdruck 106 £ 3 1015 1125 11019
[mmHg]
Mittlerer Blutdruck 114+ 4 1126 1205 1209
[mmHg]
Serum-Endothelin-1 2,1+0,2 20+0,3 1,5+0,1 1,4+£0,2
[pg/ml] (n=15) (n=15) (n=17) (n=14)

Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert + SEM.
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4.10 Mechanistische Untersuchungen

Zur Untersuchung der mdglichen zugrunde liegenden Mechanismen der beobachteten
erhdhten Expression von ET-1 in Leptin-Rezeptor-defizienten Endothelzellen wurden weitere
ex vivo und in vitro Experimente durchgeflihrt. Der ET-1 Promotor enthalt eine proximale
Bindungsstelle fur den Transkriptionsfaktor Aktivator-Protein-1 (AP-1) [177] und frihere in
vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass Leptin die ET-1 Expression Uber AP-1 vermittelte
Mechanismen foérdert [158]. Analysen mittels konfokaler Immunfluoreszenz von c-jun, einer
Untereinheit des Transkriptionsfaktors AP-1, bestatigte in mPECs von End.LepR-WT
Mausen nach Leptin-Stimulation (10 ng/mL fir 1 h) einen vermehrten prozentualen Anteil
von Zellen mit nuklearer c-jun Lokalisation (59,6 £ 17,4 vs. 5,6 + 3,1% in mPEC-End.LepR-
WT ohne Leptin; p<0,05; Abb. 4-21 B). Im Gegensatz dazu wiesen die mPECs von
End.LepR-KO Mausen im Vergleich zu den mPECs der End.LepR-WT Kontrollen bereits
basal, unabhangig von exogenem Leptin, eine vermehrte Translokalisation von c-jun in den
Nukleus auf (77,8 £ 11,1% in mPEC-End.LepR-KO ohne Leptin bzw. 73,4 £ 7,0 in mPEC-
End.LepR-KO mit Leptin vs. 5,6 + 3,1% in End.LepR-WT ohne Leptin; p<0,01; Abb. 4-21 B).
In der Abbildung 4-21 A sind reprasentative Immunfluoreszenz-Bilder der Konfokal-
Mikroskopie sind gezeigt.

PPARYy gilt als negativer Regulator von AP-1, indem er die Bindung von AP-1 an den ET-1
Promotor verhindert [174]. Wie in Abschnitt 4.9.1 bereits beschrieben konnte in mPEC von
End.LepR-KO und (bergewichtigen End.LepR-WT Mausen eine signifikant nierdrigere
PPARy-mRNA-Expression nachgewiesen werden (sieche gPCR-Analyse Abb. 4-15). Zur
Untersuchung, inwiefern die signifikant reduzierte PPARy-Expression in mPECs sowohl von
LeR-defizienten und Leptin-resistenten ibergewichtigen Mausen an der beobachteten ET-1
Uberexpression beteiligt ist, wurden humane Endothelzellen (HUVECs) mit dem PPARy-
Antagonisten TO070907 behandelt. Die PPARy-Antagonisierung war bei allen eingesetzten
Konzentrationen (1, 10 und 25 pM fir 24 h) mit einer erhdhten nuklearen Lokalisation von c-
jun assoziiert (1 uM: 83,4 + 16,7 vs. 10,3 £ 5,2% in der DMSO-Kontrolle; p<0,05 bzw. 10 uM:
84,5+ 1,2 vs. 23,4 £ 6,7% in der DMSO-Kontrolle; p<0,05 bzw. 25 uM: 87,5+ 12,5 vs. 10,0
1+ 10,0% in der DMSO-Kontrolle; p<0,05; Abb. 4-22 B). Reprasentative Immunfluoreszenz-
Bilder der Konfokal-Mikroskopie sind in der Abbildung 4-22 A gezeigt. Darlber hinaus
bestétigte die reprasentative Western Blot-Analyse eine erhdhte ET-1-Proteinexpression bei

allen eingesetzten Konzentrationen des PPARy-Antagonisten (Abb. 4-22 C).
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Abbildung 4-21: Effekt der murinen endothelialen Leptin-Rezeptor Defizienz und Leptin-
Stimulation auf die nukledre Lokalisation von c-jun. Murine primare Endothelzellen (mPECs)
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wurden aus den Lungen (von n=3 Mausen pro Genotyp) isoliert und kultiviert. Die intrazellulare
Lokalisation von c-jun, eine Untereinheit des Transkriptionsfaktors AP-1, wurde ohne und nach
Stimulation mit rekombinantem Leptin (10 ng/mL fir 1 h) mittels Immunfluoreszenz und Konfokal-
Mikroskopie untersucht. (A) Reprasentative Bilder der mPECs von End.LepR-WT und -KO Mausen
(erste und dritte Reihe: 630-fache Vergroferung; zweite und vierte Reihe: manuelle
Detailvergrofierung). Die endotheliale Identitdt der mPECs wurde mittels CD31-Antikorper bestatigt
sowie die Zellkerne mit dem DNA-Fluoreszenzmarker DRAQS5 markiert. Die weile gestrichelte Linie
hebt die Zellkerne hervor. Die MaRbalken reprasentieren 25 um. (B) Quantifizierung der c-jun-
positiven Zellkerne (in % bezogen auf die Gesamtanzahl der Zellkerne pro Sichtfeld). Die Ergebnisse
sind dargestellt als Mittelwert + SEM mit *p<0,05 und **p<0,01 vs. mPEC-End.LepR-WT unstimuliert.
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Abbildung 4-22: Effekt der PPARy-Antagonisierung auf die intrazelluldre Lokalisation von c-jun
und die Expression von Endothelin-1 (ET-1) in humanen Endothelzellen. Humane umbilikale
venodse Endothelzellen (HUVECs) wurden kultiviert und mit 1, 10 und 25 uM eines PPARYy-
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Antagonisten (T0070907) oder mit der entsprechenden Konzentration DMSO fiir 1 h inkubiert. Die
intrazellulare Lokalisation der Untereinheit c-jun des Transkriptionsfaktors AP-1 wurde mittels
Immunfluoreszenz und Konfokal-Mikroskopie untersucht. (A) Reprasentative Bilder der
unterschiedlichen Versuchsansatze (erste und dritte Reihe: 630-fache VergréRerung; zweite und
vierte Reihe: manuelle Detailvergrofierung). Die Zellkerne wurden mit dem DNA-Fluoreszenzmarker
DRAQS5 markiert. Die weilRe gestrichelte Linie hebt die Zellkerne hervor. Die MalRbalken
reprasentieren 25 ym. (B) Quantifizierung der c-jun-positiven Zellkerne (in % bezogen auf die
Gesamtanzahl der Zellkerne pro Sichtfeld). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert £ SEM mit
*p<0,05 vs. jeweilige unstimulierte DMSO-Kontrolle. (C) Reprasentativer Western Blot der ET-1-
Proteinexpression in unstimulieten HUVECS oder nach Stimulation mit dem PPARy-Antagonisten
bzw. der entsprechenden DMSO-Kontrolle fiir 24 h. Die Proteinexpression von B-Aktin (ACTB) wurde
als interne Kontrolle der gleichmaRigen Beladung verwendet.
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5. Diskussion

Ubergewicht ist mit erhdhten zirkulierenden Spiegeln des Hormons Leptin und einer
Resistenz gegenuber den zentralen Effekten des Adipokins, wie die Regulation der
Nahrungsaufnahme und des Kdrpergewichts assoziiert [20, 126]. Mehrere klinische Studien
konnten eine sogenannte Hyperleptinamie als unabhangigen Risikofaktor fur kardiovaskulare
Erkrankungen identifizieren [27, 29, 30]. Darliber hinaus konnte in experimentellen Untersu-
chungen gezeigt werden, dass exogenes Leptin die Neointimabildung im Mausmodell férdert
[96, 136, 143, 147]. Inwieweit die bei Ubergewicht beobachtete Neointima-Hyperplasie eine
Konsequenz der chronischen Hyperleptinamie und somit Aktivierung des Leptin-Signalwegs
in vaskularen Zellen oder das Ergebnis einer vaskularen Leptin-Resistenz darstellt, ist bisher
noch ungeklart. AuRerdem ist unklar, Gber welche vaskularen Zellen (glatte Muskelzellen,
Endothelzellen) in der Gefallwand Leptin primar seine Neointima-férdernde Wirkung ausubt.
In der vorliegenden Arbeit wurden daher die Auswirkungen einer Zell-spezifischen vasku-
laren Leptin-Defizienz in Endothelzellen bzw. in glatten Muskelzellen mit Hilfe von Maus-
modellen mit induzierbarer Endothelzell- (End.LepR) bzw. glatten Muskelzell-spezifischen
(SMC.LepR) Leptin-Rezeptor-Deletion auf die vaskulare Wundheilung von den gefal3scha-
digenden Effekten einer Hyperleptindmie bei Ubergewicht nach Fitterung einer Hochfettdiat
differenziert. Die zugrunde liegenden Mechanismen wurden ex vivo in primaren murinen
pulmonalen Endothelzellen (mPECs) von normalgewichtigen End.LepR-WT und -KO
Mausen sowie Ubergewichtigen End.LepR-WT Mausen und murinen aortalen glatten
Muskelzellen (MSMCs) normalgewichtiger und Ubergewichtiger Mause sowie in vitro in

murinen und humanen Zelllinien untersucht.

5.1 Einfluss einer reduzierten Expression des Leptin-Rezeptors auf Endothel-
und glatten Muskelzellen auf das Korpergewicht, die metabolischen

Parameter und zirkulierenden Leptinspiegel

Eine reduzierte selektive Expression des Leptin-Rezeptors auf Endothelzellen und glatten
Muskelzellen hat in normalgewichtigen Mé&usen keinen Einfluss auf das Kdrpergewicht, die

metabolischen Parameter und die zirkulierenden Leptinspiegel.

In den mit Normalfutter gefltterten Endothelzell-spezifischen Leptin-Rezeptor (LepR)-
defizienten End.LepR-KO Mausen konnten bezlglich des Kérpergewichts und des Gewichts
des viszeralen Fettgewebes (visceral adipose tissue, VAT) im Vergleich zu den End.LepR-

WT Kontrollen keine Unterschiede festgestellt werden. In Ubereinstimmung mit diesen
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Befunden wiesen mit Normalfutter gefitterte Endothel-spezifische LepR-defiziente Mause in
einer Untersuchung von Pan et al. ebenfalls ein normales Kérpergewicht sowie eine normale
Fettmasse auf [178]. Wie in Abschnitt 3.1.4 und 4.3.2 beschrieben, konnten linien- und
zuchtbedingt nur die glatten Muskelzell-spezifischen LepR-defizienten SMC.LepR-KO Mause
Tamoxifen-Futter erhalten, wahrend SMC.LepR-WT Mause ohne Tamoxifen-Futter als
Kontrolltiere verwendet werden mussten. Daher kénnte es sich bei dem sowohl in den
normalgewichtigen als auch in den Ubergewichtigen SMC.LepR-KO Mausen verzeichneten
niedrigeren Kdrpergewicht vermutlich um einen Tamoxifen-Futter-bedingten Effekt handeln.
Nach Umstellung des Tamoxifen-Futters auf NC- bzw. HFD-Futter glich sich das Koérper-
gewicht nach einigen Wochen allmahlich an das der Mause ohne Tamoxifen-Futter an, was
in einer signifikant erhéhten postoperativen Gewichtszunahme resultierte. Auf das VAT-
Gewicht hatte die LepR-Reduktion auf glatten Muskelzellen keinen Einfluss. In beiden
untersuchten Mauslinien konnten in den normalgewichtigen Mausen bezlglich der gemesse-
nen metabolischen Serumparameter (Glukose-, Cholesterin-, und Triglyzerid-Spiegel) keine
Genotyp-abhangigen Unterschiede festgestellt werden.

Die in Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen gefundenen erhdéhten Serumspiegel von
Leptin sowie des ldslichen Leptin-Rezeptors (sLepR) von Endothel-spezifischen LepR-
defizienten Mausen im Vergleich zu den WT-Kontrollen konnten in der vorliegenden Arbeit in
normalgewichtigen Mausen nicht bestatigt werden [178, 179]. Systemisch LepR-defiziente
db/db-Mause weisen einen adipdsen Phanotyp mit einer diabetisch-dyslipidamischen Stoff-
wechsellage sowie eine massive Hyperleptinamie auf [180-182]. Im Gegensatz zur sys-
temischen LepR-Deletion ist in der vorliegenden Arbeit die Zell-spezifische LepR-Defizienz
und folglich reduzierte LepR-Signaltransduktion lediglich auf vaskulare Zellen wie den
Endothelzellen bzw. glatten Muskelzellen beschrankt, so dass die Leptin-vermittelte LepR-
Signaltransduktion auf allen anderen Zelltypen ungestort stattfinden kann. So exprimieren an
der Regulation des Korpergewichts beteiligte neuronale Zellen, aber auch am Glukose- und
Fettstoffwechsel beteiligte hepatische Zellen oder a- und B-Zellen des Pankreas weiterhin
den Leptin-Rezeptor, was eine mdgliche Erklarung fir die fehlenden Unterschiede darstellt.
Im Mausmodell fiihrte die selektive neuronale LepR-Deletion zu Ubergewicht, wahrend eine
selektive Hepatozyten-spezifische Deletion keine Auswirkungen auf das Koérpergewicht
hatte, was die Bedeutung der neuronalen Leptin-Signaltransduktion flir die Regulation des

Korpergewichts und die metabolischen Konsequenzen hervorhebt [59].

Eine reduzierte selektive Expression des Leptin-Rezeptors auf Endothelzellen und glatten
Muskelzellen hat auch bei Ubergewicht keinen Einfluss auf das Kérpergewicht und die
metabolischen Parameter. Ubergewichtige Endothelzell-spezifische, jedoch nicht glatte

Muskelzell-spezifische Méause weisen erhbhte zirkulierende Leptinspiegel auf.
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In der vorliegenden Arbeit konnte in beiden untersuchten Mausmodellen bezlglich des
Korpergewichts, VAT-Gewichts und der Glukose-Serumspiegel (bzw. Cholesterin-Serum-
spiegel in der End.LepR-Linie) lediglich ein Effekt der Hochfettdiat unabhangig vom Genotyp
verzeichnet werden. Da Nicht-Nuchtern-Serum untersucht wurde, kénnte dies eine mdgliche
Erklarung fur den fehlenden Effekt der Hochfettdiat auf die Cholesterin-Serumspiegel in der
SMC.LepR-Linie und auf die Triglyzerid-Serumspiegel in beiden Linien sein, da vor allem die
Triglyzeride erheblichen intraindividuellen sowie starken nahrungsabhangigen Schwankun-
gen innerhalb eines Tages unterliegen [183]. Passend zu den zahlreichen Befunden klini-
scher Studien [20, 21, 98] und experimenteller Untersuchungen im Mausmodell [96, 143]
resultierte auch in der vorliegenden Arbeit das Hochfettdiat-induzierte Ubergewicht in beiden
Mauslinien in einer Hyperleptinamie. Interessanterweise waren die Leptin-Serumspiegel in
Ubergewichtigen End.LepR-KO Mausen starker erhdht als in den End.LepR-WT Kontroll-
tieren. Passend dazu wurde von Hsuchou et al. in hyperleptinamischen Endothelzell-spezifi-
schen LepR-KO Mausen gezeigt, dass diese nach intravendser Injektion eine geringere
Leptin-Aufnahme zentraler und peripherer Organe aufwiesen [179]. In Ubergewichtigen
End.LepR-WT Mausen gingen die erhdhten Leptin-Serumspiegel mit signifikant erhéhten
sLepR-Serumspiegeln einher, was letztlich in einem reduzierten Spiegel an freien und
biologisch aktivem Leptin (dem sog. ,Freien Leptin Index®, FLI) resultierte. Im Gegensatz
dazu wiesen die End.LepR-KO+HFD Mause keine erhdhten sLepR-Serumspiegel auf, was
folglich mit einem erhdhten FLI einherging. Da die proteolytische Abspaltung der
extrazellularen Domane membrangebundener Leptin-Rezeptoren eine relevante Quelle flr
zirkulierende I0sliche Leptin-Rezeptoren darstellt [76], konnten reduzierte sLepR-Serum-
spiegel eine reduzierte Expression membrangebundener endothelialer Leptin-Rezeptoren
widerspiegeln [184]. Daflrr spricht auch, dass das Fehlen des Leptin-Rezeptors auf glatten
Muskelzellen in Ubergewichtigen SMC.LepR-WT und -KO Mausen keinen Genotyp-
abhangigen Effekt auf die sLepR-Serumspiegel hatte. Hier waren die HFD-bedingt erhdhten
zirkulierenden Leptinspiegel und sLepR-Serumspiegel gleichermalien erhéht, was zu einem
erhohten FLI flhrte. Andererseits konnten erhohte sLepR-Serumspiegel auch flr eine
Hochregulation membrangebundener Leptin-Rezeptoren sprechen. Passend dazu konnte in
der vorliegenden Arbeit in mPECs von tbergewichtigen End.LepR-WT+HFD Mausen bereits
basal eine signifikant erhdhte LepR-Proteinexpression nachgewiesen werden. Mdglicher-
weise hat auch das ausgepragtere VAT-Gewicht der End.LepR-KO+HFD Mause, wenn auch
gegenuber der End.LepR-WT+HFD Kontrollgruppe nicht von statistischer Signifikanz, zu den

erhdhten Leptinspiegeln beigetragen.
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5.2 Einfluss einer reduzierten Expression des Leptin-Rezeptors auf

Endothelzellen und glatten Muskelzellen auf die Neointimabildung

Eine reduzierte Expression des Leptin-Rezeptors und verminderte Leptin-Rezeptor-
Signaltransduktion in Endothelzellen fiihrt nach Gefal3verletzung zu einer Neointima-
Hyperplasie und weist einen &hnlichen vaskuldren Phdnotyp auf wie (ibergewichtige WT-

Maéuse.

In der vorliegenden Arbeit konnte in mPECs von End.LepR-KO Mausen, passend zur in
unterschiedlichen Geweben weit verbreiteten Ko-Expression der verschiedenen Isoformen
[67], auf MRNA-Ebene eine signifikante Reduktion sowohl der kurzen (LepRghot) als auch der
langen (LepRing) Isoform nachgewiesen werden. Diese signifikant reduzierte LepR-
Expression auf Endothelzellen sowie die reduzierte LepR-Signaltransduktion, welche durch
eine fehlende Phosphorylierung des Surrogatmarkers der Leptin-Signaltransduktion STAT3
[172] in mPECs von End.LepR-KO Mausen nachgewiesen wurde, resultierte nach Gefald-
verletzung in einer signifikant erhéhten Neointima, Intima-Media-Ratio und folglich Lumen-
stenose. Auf die Flache der Media und die Gesamtgefal¥flache hatte die endotheliale LepR-
Reduktion keinen Einfluss. Die Untersuchung der =zelluldren Zusammensetzung der
Neointima ergab eine signifikant erhdhte neointimale Zellularitat und Anzahl proliferierender
Zellen sowie eine erhdohte SMA-positive Flache in End.LepR-KO Mausen. Ein ahnlicher
vaskularer Phanotyp nach Gefaldverletzung wurde auch in mit einer Hochfettdiat gefutterten,
Ubergewichtigen End.LepR-WT Mausen beobachtet, was auf eine mdgliche funktionelle
LepR-Defizienz bei Ubergewicht hinweist.

Diese Annahme konnte auch in mPECs von Ubergewichtigen Mausen bestatigt werden, die
im Gegensatz zu den mPECs von normalgewichtigen Mausen keine Leptin-induzierte
Hochregulation der LepR-Proteinexpression aufwiesen. Darlber hinaus konnte in mPECs
Ubergewichtiger Mause, passend zu einer chronisch aktivierten Leptin-Signaltransduktion bei
Hyperleptinamie, bereits basal eine signifikant erhéhte STAT3-Phosphorylierung und nach
Leptin-Stimulation keine weitere Zunahme der STAT3-Aktivierung nachgewiesen werden. In
friheren Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe resultierte die exogene Verabreichung
von Leptin drei Wochen nach chemischer Gefallverletzung (mit Eisen(lll)-chlorid) der Arteria
Carotis in einer signifikant erhéhten Neointimabildung, und die Tiere wiesen einen ahnlichen
Phanotyp auf wie hyperleptinamische, (bergewichtige Mause. Ubergewichtige Leptin-
defiziente ob/ob-Mause waren dagegen vor der Entwicklung einer Neointima-Hyperplasie
geschutzt [96]. Die Bedeutung der Leptin — Leptin-Rezeptor-Achse flr die Neointimabildung
verdeutlichen Befunde in systemischen LepR-defizienten db/db-Mausen, die trotz Uber-
gewicht, Hyperleptindmie und auch nach exogener Leptin-Injektion vor einer Neointima-

Hyperplasie geschitzt waren [96, 143]. Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen konnten
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nach Gefallverletzung der Arteria femoralis ebenfalls bestatigen, dass ob/ob- und db/db-
Mause eine geringere Neointima im Vergleich zu den WT-Kontrollen entwickelten [136, 138].
Eine mogliche Erklarung dieser scheinbaren widersprichlichen Befunde der vorliegenden
Arbeit mit vorherigen Arbeiten der eigenen und der anderer Arbeitsgruppen konnten in den
unterschiedlichen zirkulierenden Leptinspiegeln begriindet liegen. So hatte die Endothelzell-
spezifische LepR-Deletion in der vorliegenden Arbeit in den normalgewichtigen Mausen
keine Auswirkungen auf die zirkulierenden Leptinspiegel, wahrend die Leptinspiegel im
Serum von systemisch LepR-defizienten db/db-Mausen stark erhoht waren [181]. Da der
Leptin-Rezeptor auch auf anderen an der Neointimabildung beteiligter Zelltypen wie glatten
Muskelzellen, inflammatorischen Zellen und Thrombozyten lokalisiert ist [144, 185], sind
diese in den Endothelzell-spezifischen LepR-defizienten Mausen im Gegensatz zu einer
systemischen Deletion weiterhin in der Lage zur LepR-vermittelten Signaltransduktion.
Dennoch ermoéglichen Mausmodelle mit einer Zell-spezifischen LepR-Defizienz die vasku-
laren Effekte von Leptin von den Effekten des Ubergewichts per se zu differenzieren, da
Ubergewicht zwangslaufig mit metabolischen und inflammatorischen Veranderungen
assoziiert ist, die Leptin-unabhangig ebenfalls zu den vaskularen Stérungen beitragen
kénnen. So konnten in der vorliegenden Arbeit keine Unterschiede bezliglich des Koérper-
gewichts, des VAT-Gewichts und auch keine metabolischen Veranderungen (Glukose-,
Cholesterin- und Triglyzerid-Spiegel) zwischen den normalgewichtigen End.LepR-WT und
End.LepR-KO Mausen festgestellt werden, wohingegen Ubergewicht per se unabhéngig vom
Genotyp mit metabolischen Veranderungen und einer erhdhten Infiltration hamatopoetischer
CD45-positiver Zellen sowie F4/80-positiver Gewebsmakrophagen innerhalb der vaskularen
Lasionen einherging. Ein Beitrag des ausgepragteren, wenn auch statistisch nicht signifikant
erhdhten, VAT-Gewichts und der erhéhten endogenen Leptinspiegel in Ubergewichtigen
End.LepR-KO Mausen zu dem noch weiter verstarkten vaskularen Phanotyp nach Gefal3-
verletzung auf die Neointima, Stenose und Intima-Media-Ratio kann nicht ausgeschlossen
werden, jedoch sprechen die Befunde der normalgewichtigen Mause fiir eine wesentliche
Beteiligung der Endothelzell-spezifischen Leptin-Signaltranduktion an der vaskularen
Wundheilung. So zeigten bereits normalgewichtige End.LepR-KO Mause eine signifikant
erhohte Neointima, obwohl diese sich bezlglich des VAT-Gewichts und der zirkulierenden
Leptinspiegel nicht von den End.LepR-WT Kontrollen unterschieden.

Wie bereits in einer friilheren Publikation der eigenen Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte
[96], resultierte die HFD-Futterung der End.LepR-WT Mause auch in der vorliegenden Arbeit
im Vergleich zu den normalgewichtigen End.LepR-WT Kontrollen in einer signifikant
verdickten Media. Passend dazu konnte auch ex vivo in primaren murinen aortalen
Muskelzellen (mSMCs) Gbergewichtiger Mause bereits basal eine erhéhte Proliferation und

Migration im Vergleich zu den mSMCs normalgewichtiger Mause gezeigt werden. Hingegen



146 5. Diskussion

zeigte sich in den mit HFD-gefltterten End.LepR-KO Mausen kein Effekt auf die Media, was
gleichzeitig auch mit einer signifikant reduzierten SMA-positiven neointimalen Flache im
Vergleich zu den normalgewichtigen End.LepR-KO Mausen einherging. Eine mdgliche
Erklarung ist, dass die ausgepragtere Neointima Ubergewichtiger End.LepR-KO Mause mit
einem vermehrten Phanotypwechsel der glatten Muskelzellen, die im Zuge der vaskularen
Wundheilung von der Media in die Intima migrieren und dort vermehrt proliferieren, vom
kontraktilen in den synthetischen Phanotyp einhergeht, welcher durch eine reduzierte
Expression von Differenzierungsmarkern glatter Muskelzellen, wie Strukturproteinen des
Zytoskeletts, charakterisiert ist [186-189]. Insgesamt resultierte die verdickte Media der
Ubergewichtigen End.LepR-WT Mause und die ausgepragtere Neointima der End.LepR-KO
Mause jedoch in gleichem Ausmald Genotyp-unabhangig in einer GréRenzunahme der

Gesamtgefalflache (positives Remodeling).

Eine reduzierte Expression des Leptin-Rezeptors auf glatten Muskelzellen resultiert nach
Gefédlverletzung in einer Media-Hyperplasie, hat jedoch keinen Einfluss auf die Neointima-

bildung oder Lumenstenose.

Der Befund, dass die glatte Muskelzell-spezifische LepR-Deletion keinen Einfluss auf die
Neointimabildung und die Lumenstenose hat, hebt die kritische Rolle einer intakten
endothelialen Leptin-Signaltransduktion im Rahmen der vaskularen Wundheilung nochmals
weiter hervor. Im Gegensatz zu den Endothelzell-spezifischen LepR-defizienten Mausen,
resultierte die glatte Muskelzell-spezifische LepR-Deletion in einer signifikanten Hyperplasie
der Media, ahnlich wie sie in Ubergewichtigen WT-Mausen sowohl in der vorliegenden Arbeit
als auch in vorhergehenden Arbeiten der Arbeitsgruppe beobachtet werden konnte [96]. In
Ubergewichtigen SMC.LepR-KO Mausen war die Media-Hyperplasie in einem ahnlichen
Ausmald wie in den normalgewichtigen SMC.LepR-KO und Ubergewichtigen SMC.LepR-WT
Mausen ausgepragt. Zusammenfassend suggerieren die unterschiedlichen Befunde der
LepR-Deletion auf Endothelzellen und glatten Muskelzellen auf den vaskularen Phanotyp
nach GefaRverletzung, dass Ubergewicht mit einer Leptin-Resistenz sowohl in Endothel-
zellen als auch in glatten Muskelzellen einherzugehen scheint. Diese Annahme konnte in der
vorliegenden Arbeit in ex vivo Untersuchungen verstarkt werden. So zeigten von Uberge-
wichtigen WT-Mausen isolierte mSMCs im Gegensatz zu mSMCs von normalgewichtigen
Kontrollen keine Reaktion auf die exogene Leptin-Stimulation, sondern wiesen bereits basal
eine erhohte Proliferation und Migration auf. Insgesamt weisen diese in vivo und ex vivo
Befunde darauf hin, dass neben anderen Faktoren die Resistenz der glatten Muskelzellen
gegenuber den Leptin-vermittelten Effekten zur Entstehung einer Media-Hyperplasie nach

GefaRverletzung bei Ubergewicht beigetragen haben kénnte.
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5.3 Ubergewicht und Leptin-Resistenz

Ubergewicht fiihrt im Mausmodell zu einer endothelialen Leptin-Resistenz, welche als

Unféhigkeit der Zellen zur Leptin-vermittelten Signaltransduktion definiert ist.

Die Wiederherstellung der endothelialen Integritat im Rahmen der vaskularen Wundheilung
stellt einen kritischen Prozess dar zur Begrenzung oder sogar Verhinderung einer intimalen
Hyperplasie, durch Verhindern der Thrombozytenaggregation oder Leukozytenadhasion und
Vermitteln einer ,beruhigenden® Wirkung auf die glatten Muskelzellen (verhindern einer
Ubermafigen Proliferation und Migration). /n vitro und in vivo Untersuchungen der eigenen
und anderer Arbeitsgruppen zeigten, dass Leptin die Proliferation, Migration und
Angiogenese endothelialer (Vorlaufer-)Zellen sowie die Neovaskularisierung férdert [151-
153, 190-192]. Des Weiteren flihrte die exogene Leptin-Stimulation humaner endothelialer
Vorlauferzellen (endothelial progenitor cells, EPCs), die nach vaskularer Gefaliverletzung
athymischen Mausen injiziert worden waren, zu einer vermehrten Rekrutierung von EPCs im
Lasionsbereich sowie verbesserten Re-Endothelialisierung und reduzierten Neointimabildung
[154]. Wahrend die akute Leptin-Stimulation einen foérdernden positiven Effekt auf die
Endothelfunktion zu haben scheint, konnten in vitro Untersuchungen in kultivierten Endothel-
zellen zeigen, dass die chronische Leptin-Expostition eine Leptin-Resistenz induziert. So
konnte beispielsweise in humanen aortalen Endothelzellen (human aortic endothelial cells,
HAECs) nach einer langeren Exposition (fir 72 h) kein Leptin-induzierter Anstieg der eNOS-
Expression, Phosphorylierung oder NO-Freisetzung verzeichnet werden [193]. AuRerdem
konnte in einer Untersuchung der eigenen Arbeitsgruppe in von Ubergewichtigen Probanden
isolierten EPCs eine Resistenz gegenuber den proangiogenen Effekten von Leptin gezeigt
werden [152]. In klinischen Untersuchungen wiesen Patienten mit einer Stentimplantation,
die eine Restenose entwickelten, hohere Leptinspiegel auf als Patienten ohne Restenose
[194] und hohe zirkulierende Leptinspiegel waren invers mit der Endothelfunktion assoziiert
[195]. Dennoch ist die Existenz einer Leptin-Resistenz in vivo und dessen Rolle in der
Pathogenese vaskularer Erkrankungen ungeklart, da jegliche direkte Effekte einer gestdrten
Leptin-Signaltransduktion nur schwer von den mit Ubergewicht assoziierten Effekten
differenziert werden kénnen. Mehrere Untersuchungen bekraftigen das Vorhandensein einer
Zell-spezifischen oder sogenannten selektiven Leptin-Resistenz. Beispielsweise behielten
von normalgewichtigen und stark Ubergewichtigen Probanden isolierte Thrombozyten ihre
Responsivitat gegenliber erhdhtem Leptin bei und zeigten somit keine Resistenz gegenlber
den Leptin-induzierten Effekten [196]. Auch Untersuchungen in murinen Ubergewichts-
modellen konnten zeigen, dass die sympathoexzitatorische Aktivitat von Leptin erhalten
bleibt, trotz gleichzeitiger Resistenz gegeniber den Sattigungs-fordernden und Korper-

gewichts-reduzierenden Effekten des Hormons [197-199]. Des Weiteren konnte nach der
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16-wdchigen Futterung einer Hochfettdiat in der Maus eine Region-spezifische Leptin-
Resistenz innerhalb des Hypothalamus gezeigt werden. Dabei war die Leptin-induzierte
STAT3-Phosphorylierung innerhalb des Nukleus arcuatus bei Ubergewicht stark reduziert,
wahrend andere hypothalamische und extrahypothalamische Nuklei ihre Responsivitat
gegenuber Leptin beibehielten [109].

Insgesamt weisen die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen darauf hin, dass
Ubergewicht mit einer endothelialen Leptin-Resistenz assoziiert ist. Der Verlust der
Sensitivitat der Zellen gegentber den Leptin-induzierten Effekten, welche fir das Vorliegen
einer Leptin-Resistenz charakteristisch sind, konnte durch die fehlende Leptin-induzierte
STAT3-Phosphorylierung trotz einer erhdhten LepR-Expression in mPECs von uberge-
wichtigen Mausen bestéatigt werden. Darlber hinaus sprechen die phéanotypischen
Annlichkeiten der vaskuldren Wundheilung nach GefaRverletzung bei Ubergewicht mit denen
normalgewichtiger LepR-defizienter Mause flr das Vorliegen einer endothelialen Leptin-
Resistenz bei Ubergewicht.

Fur die bei Ubergewicht beobachtete verminderte Leptin-Sensitivitat, die bis hin zu deren
Verlust bei einer manifestierten Leptin-Resistenz reichen kann, werden verschiedene
zugrunde liegende Mechanismen diskutiert. Dabei werden unter anderem Stdérungen auf
Leptin-Rezeptor-Ebene und eine folglich reduzierte Leptin-induzierte Signaltransduktion in
Betracht gezogen, wie eine verminderte Expression von Leptin-Rezeptoren [104-106] oder,
wie oben bereits beschrieben, eine verminderte Responsivitat gegenuber Leptin. Aber auch
eine gestorte Bioverfligbarkeit von Leptin, beispielsweise aufgrund von erhdhten
zirkulierenden sLepR-Spiegeln, kann durch die vermehrte Bindung und somit ,Inaktivierung*
von zirkulierendem Leptin den Transport in die Zelle und das Uberqueren der Blut-Hirn-
Schranke sowie dessen Signaltransduktion inhibieren [79, 184, 200]. Klinische Unter-
suchungen fanden abhangig von der jeweiligen metabolischen Stérung sowohl erniedrigte
als auch erhéhte sLepR-Spiegel. So war Ubergewicht mit erniedrigten zirkulierenden sLepR-
Spiegel assoziiert, die nach Gewichtsabnahme wieder anstiegen [201]. Auch bezlglich des
Risikos flir Diabetes mellitus Typ 2 fand sich eine negative Assoziation mit dem sLepR-
Spiegel unabhangig vom BMI oder den Leptinspiegeln [202], wahrend bei Diabtetes mellitus
Typ 1 stark erhdhte Werte gefunden wurden [203, 204]. Insgesamt scheinen sowohl
erniedrigte als auch erhdhte sLepR-Serumspiegel einen Hinweis auf pathophysiologische
Veranderungen einer Leptin-Resistenz widerzuspiegeln, so dass die gleichzeitige Bestim-
mung der zirkulierenden sLepR- und Leptinspiegel einen moéglichen diagnostischen Marker
zur Beurteilung der Leptin-Sensitivitat darstellen kénnte [205]. In der vorliegenden Arbeit
gingen die signifikant erhéhten Serum-Leptinspiegel in Ubergewichtigen End.LepR-WT
Mausen mit erhdhten zirkulierenden sLepR-Spiegeln einher, was in signifikant reduzierten

Spiegeln an freiem biologisch aktivem Leptin (FLI) resultierte. Im Gegensatz dazu konnte in
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Ubergewichtigen End.LepR-KO kein Anstieg der sLepR-Spiegel beobachtet werden, was wie
in Abschnitt 5.1 bereits diskutiert, die reduzierte LepR-Expression in End.LepR-KO Mausen
widerspiegeln konnte. Auf molekularer Ebene spielt auch die Uberexpression negativer
Regulatoren des Leptin-Signalwegs eine Rolle bei der Entwicklung einer Leptin-Resistenz.
So konnte in Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden, dass EPCs
Ubergewichtiger Probanden im Vergleich zu den normalgewichtigen Kontrollpersonen eine
signifikant erhohte basale PTP1B-Proteinexpression aufwiesen. In Follow-up Unter-
suchungen resultierte eine signifikante Gewichtsabnahme der Ubergewichtigen Probanden in
einer signifikanten PTP1B-Proteinexpression auf das Niveau der normalgewichtigen
Kontrollen. Gleichzeitig konnte in Angiogenese-Assays (Matrigel und Speroid-Assays) eine
Wiederherstellung der Responsitivitdt der EPCs nach Gewichtsabnahme auf die
angiogenetischen Leptin-Effekte gezeigt werden [152]. In der vorliegenden Arbeit konnten
auch in mPECs ubergewichtiger Mause im Vergleich zu den normalgewichtigen Kontrollen
eine signifikant erhéhte Proteinexpression von PTP1B und PTEN, beides negative Regu-
latoren des JAK2 bzw. PI3K/AKT Signalwegs [173], nachgewiesen werden. Bezlglich der
SOCS3-Proteinexpression, ein weiterer fir die Entwicklung einer Leptin-Resistenz bekannter
Faktor [107, 206], konnten in mPECs Ubergewichtiger Mause keine signifikanten

Unterschiede gegentber den normalgewichtigen Kontrollen gefunden werden.

5.4 Rolle endothelialer parakriner Mediatoren auf die Neointimabildung

Die in vivo, ex vivo und in vitro Befunde lassen vermuten, dass eine erhéhte Freisetzung von
Endothelin-1 und parakrine Stimulation der Endothelzell- und glatten Muskelzell-Proliferation
zu der Neointima-Hyperplasie in Leptin-Rezeptor-defizienten und Leptin-resistenten (iberge-

wichtigen M&usen beigetragen haben kénnte.

Zur Untersuchung von Mediatoren, die an den veranderten parakrinen Effekten Leptin-
Rezeptor-defizienter und Leptin-resistenter Endothelzellen auf die Neointimabildung beteiligt
sind, wurde die Expression endothelialer Faktoren untersucht, die bekanntermalien die
Proliferation glatter Muskelzellen fordert. Die Untersuchungen zeigten sowohl in mPECs von
LepR-defizienten End.LepR-KO als auch in Ubergewichtigen End.LepR-WT Mausen eine
signifikant erhdhte mRNA-Expression von Endothelin-1 (ET-1), ein von Endothelzellen
gebildetes und sekretiertes vasoaktives Peptid, welches an der auto- und parakrinen
Regulation des Gefalltonus und der glatten Muskelzellproliferation beteiligt ist. Mehrere in
vitro Untersuchungen zeigten, dass ET-1 die Proliferation glatter Muskelzellen férdert [207-
209] und die Effekte anderer Wachstumsfaktoren wie PDGF (platelet-derived growth factor),
bFGF (basic fibroblast growth factor) oder EGF (epidermal growth factor) verstarkt [210,
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211]. Die signifikant abgeschwachte Antwort muriner aortaler glatter Muskelzellen (MOVAS)
nach Inkubation mit konditioniertem Medium primarer mPECs von End.LepR-KO Mausen bei
gleichzeitiger Behandlung mit einem Endothelin-Rezeptor (ETag)-Antagonisten unterstreicht
die Rolle von ET-1 als parakrinen Mediator der in der vorliegenden Arbeit beobachteten
vermehrten SMC-Proliferation und Neointima-Zellularitdt nach vaskularer Verletzung. Die
fehlenden Unterschiede des konditionierten Mediums primarer mPECs von End.LepR-WT
und -KO Mausen auf das Migrationsverhalten der glatten Muskelzellen (MOVAS) konnte
durch die in vitro Beobachtung erklart werden, dass ET-1 das Migrationsverhalten
pulmonaler, aber nicht aortaler glatter Muskelzellen beeinflusst [212]. Diese ex vivo und in
vitro Befunde konnten auch in vivo in unverletzten Carotisarterien sowie in vaskularen
Lasionen bestatigt werden. So war die endotheliale Expression von ET-1 sowohl in
unverletzten Carotisarterien als auch entlang des Lumens und innerhalb der Lasionen in den
End.LepR-KO Mausen im Vergleich zu den End.LepR-WT Kontrollen signifikant erhoéht.
Ubergewicht resultierte in End.LepR-WT Mausen in einem fast identischen Phanotyp wie er
bei den End.LepR-KO Mé&usen beobachtet werden konnte. In Ubereinstimmung mit den
bekannten Effekten von ET-1 auf die Endothelzell-Proliferation [213] war auch die CD31-
Expression im Endothel der Neointima von End.LepR-KO und Ubergewichtigen Mausen
signifikant erhdht. Die Schlussfolgerung, dass die verstarkte Neointimabildung in Mausen mit
einer endothelialen LepR-Deletion das Ergebnis einer vermehrten ET-1-Freisetzung sein
konnte, wird auch durch mehrere tierexperimentelle Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen
unterstitzt. So erhohte die exogene Administration von ET-1 die Neointimabildung nach
einer experimentellen Ballon-Angioplastie der Arteria Carotis in der Ratte um etwa 65% im
Vergleich zu den mit einer 0,9%igen Natriumchlorid-Lésung injizierten Kontrolltieren [214],
wahrend die Antagonisierung des ET-Rezeptors die intimale Hyperplasie in experimentellen
Gefaldverletzungs-Modellen reduzierte [215-217]. Dartber hinaus resultierte in einem muri-
nen Carotis-Ligationsmodell die selektive Deletion von ET-1 in murinen Endothelzellen in
einer reduzierten Neointimabildung, die mit einer verminderten Expression vaskularer Adha-
sionsmolekile und reduzierten Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen einherging [218].
Auf der anderen Seite war die endotheliale ET-1-Uberexpression mit einer vaskularen
Hypertrophie und endothelialer Dysfunktion assoziiert [219] und verschlimmerte die HFD-
induzierte Atherosklerose in Apolipoprotein E Knockout Mausen [220]. Die immunhisto-
logischen Untersuchungen humaner koronarer Arterien fanden eine erhdhte lokale ET-1-
Expression innerhalb der atherosklerotischen Plaques [221, 222], und eine héhere ET-1 und
ET-1 Rezeptor Expression wurde auch in humanen atherosklerotischen Lasionen
beschrieben [223, 224]. Bezlglich der Lokalisation konnte gezeigt werden, dass unter
anderem Endothelzellen entlang des GefalRlumens ET-1-immunpositiv waren [221, 224,

225]. Auf der anderen Seite hatte, in Ubereinstimmung mit den fehlenden Unterschieden
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bezlglich der Media-Dicke zwischen den End.LepR-WT und -KO Mausen, die selektive
Deletion des ETg-Rezeptors auf glatten Muskelzellen im Mausmodell keinen Einfluss auf die
Neointimabildung nach Verletzung der Arteria femoralis [226]. In einer populationsbasierten
Studie, in der die Plasma-ET-1-Speigel von 2.160 gesunden Erwachsenen gemessen
wurden, fand sich eine hoch signifikante Assoziation zwischen den zirkulierenden ET-1-
Spiegeln und dem mit Hilfe des PROCAM (Prospective Cardiovascular Miinster)- und
Framingham-Scores ermittelten kardiovaskularen Risikos [227]. In Patienten mit Angina
Pectoris, die nach einer perkutanen transluminalen Koronarangioplastie eine Restenose
entwickelten, waren die ET-1-Spiegel im Sinus coronarius signifikant erhéht im Vergleich zu
den Patienten ohne post-operative Restenose [228]. In einer weiteren klinischen Studie
wiesen Patienten, die nach einem Carotis-Stenting eine Restenose entwickelten, innerhalb
der ersten sechs Monate nach dem Eingriff persistierend héhere ET-1-Spiegel im Plasma auf
als die Patienten ohne Restenose [229]. Interessanterweise wurde eine erhdhte ET-1
Expression nicht nur in den mPECs isoliert von End.LepR-KO, sondern auch in denen von
Ubergewichtigen End.LepR-WT Mausen beobachtet, was die Hypothese unterstiitzt, dass
eine funktionelle Leptin-Resistenz und Uberexpression von ET-1 zum vaskuldren Phanotyp
bei Ubergewicht beitrégt. Vorhergehende Humanstudien fanden erhéhte ET-1 Spiegel im
Plasma von Ubergewichtigen Probanden [230] sowie in Ubergewichtigen Probanden mit
manifestiertem metabolischen Syndrom [231], wahrend eine Gewichtsabnahme mit einer
Reduktion der erhéhten ET-1-Plasmaspiegel assoziiert war [230, 232]. Die klinische
Relevanz von ET-1 bestatigen auch kirzlich publizierte Ergebnisse der eigenen Arbeits-
gruppe. So konnten im Serum von ubergewichtigen Probanden (BMI 37.6 £ 2.9 kg/m?) im
Vergleich zu den schlanken Kontrollen (BMI 21.3 £ 0.6 kg/m?) im Mittel signifikant hdhere
ET-1-Proteinspiegel nachgewiesen werden [233].

Obwohl ET-1 ein potenter Vasokonstriktor ist, konnten zwischen den End.LepR-WT und -KO
Mausen keine Unterschiede bezuglich des mittleren sowie des systolischen und diastoli-
schen Blutdrucks beobachtet werden. In Ubereinstimmung mit diesen Befunden konnten
wahrend einer 24 h-Blutdruckmessung in einem Mausmodell mit einer nur auf das Endothel
beschrankten ET-1-Uberexpression ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den
WT und den ET-1-transgenen Mausen aufgezeigt werden [219]. In vitro konnte auch unter
basalen Bedingungen eine Polaritat der Endothelzellen bezlglich der Freisetzung von ET-1
gezeigt werden, wonach das gebildete ET-1 vor allem auf der basolateralen Seite der Zelle
sekretiert wurde [234], so dass ET-1 moglicherweise auch in der vorliegenden Arbeit in vivo
vorrangig auf die glatten Muskelzellen gewirkt und folglich deren Proliferation gefordert hat.
Diese Annahme unterstitzend konnten im Serum sowohl der normalgewichtigen als auch
der Ubergewichtigen End.LepR-WT und -KO Mause keine Unterschiede bezliglich der

zirkulierenden ET-1-Spiegel gemessen werden.
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Der beobachtete Phanotyp kénnte auch durch eine reduzierte Freisetzung von Faktoren mit
inhibierender Wirkung auf die Proliferation von glatten Muskelzellen erklart werden.
Beispielsweise ist aus in vitro und in vivo Untersuchungen bekannt, dass Stickstoffmonoxid
(NO) die glatte Muskelzell-Proliferation inhibiert [235-237]. AuRerdem konnte in kultivierten
Endothelzellen und ex vivo in Aortenringen von Ratten sowie in vivo in murinen Aorten
gezeigt werden, dass Leptin die endotheliale NO-Synthase (eNOS) stimuliert [156, 238]. In
der vorliegenden Untersuchung konnte dies jedoch ausgeschlossen werden, da die NO-
Sekretion in den Zellkulturiiberstanden der mPECs sowohl von End.LepR-WT als auch -KO
Mausen unterhalb der Detektionsgrenze lagen. Darlber hinaus konnten auch immunhisto-
logisch in unverletzten Carotisarterien keine Unterschiede bezuglich der eNOS-Expression
detektiert werden. Andererseits war die mRNA-Expression des Leptin-Zielgens VEGF
(vascular endothelial growth factor) passend zur reduzierten LepR-Signaltransduktion in den
mPECs von End.LepR-KO Mausen, jedoch nicht in den mPECs der Uibergewichtigen Mause,
signifikant reduziert. Aus der Literatur ist bekannt, dass das VEGF die Proliferation und

Migration von glatten Muskelzellen férdert [239, 240].

Eine reduzierte PPARy-Expression sowohl in Leptin-Rezeptor-defizienten als auch in
lbergewichtigen Leptin-resistenten mPECs stellt einen mobglichen zugrunde liegenden
Mechanismus der erhéhten Translokation des Transkriptionsfaktors AP-1 in den Nukleus und

folglich erhbhten Expression und Sekretion von ET-1 dar.

Obwohl erhdhte ET-1-Spiegel mit einer veranderten vaskularen Reaktivitat in Verbindung
gebracht werden, wurde die Rolle einer vaskularen ET-1 Uberexpression fiir das erhdhte
Risiko einer Restenose bei Ubergewicht bisher noch nicht genauer untersucht. Die Befunde
der vorliegenden Arbeit sind auch konsistent mit dem Vorliegen einer endothelialen
Dysfunktion. So wiesen die mPECs Ubergewichtiger Mause, aber auch die von End.LepR-
KO Mausen eine reduzierte mRNA-Expression von PPARy (peroxisome proliferator-
activated receptor y) auf. In vitro konnte gezeigt werden, dass die PPARy-Aktivierung (mittels
Agonisten oder konstitutiver Aktivierung) die Expression endothelialer Adhasionsmolekule
inhibiert [241, 242]. In vivo reduzierte die Behandlung mit einem PPARy-Agonisten nach
einer Ballon-induzierten Gefalverletzung der Arteria Carotis in der Ratte die Intima-Media-
Ratio im Vergleich zu den Kontrolltieren. In Ubereinstimmung mit diesem Befund wiesen die
mit einem PPARy-Agonisten behandelten ApoE-defizienten Mause nach Fltterung einer
Hochfettdiat dosisabhangig eine verminderte aortale LasionsgrofRe auf [243]. Mechanistische
Untersuchungen in kultivierten Endothelzellen zeigten, dass PPARy-Aktivatoren oder
PPARy-Agonisten die Expression und Sekretion von ET-1 inhibieren, indem sie mit dem
Transkriptionsfaktor AP-1 (Aktivator-Protein-1) interferieren und diesen somit negativ

regulieren [174, 175, 242]. In der vorliegenden Arbeit weisen die Analysen von mPECs und
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HUVECs darauf hin, dass die reduzierte endotheliale Expression von PPARy zu der
erhohten mRNA-Expression beigetragen haben konnte, die sowohl in den Leptin-Rezeptor-
defizienten als auch Leptin-resistenten mPECs beobachtet werden konnte. Dartber hinaus
zeigte die Analyse der Zellkulturiberstdnde von mPECs isoliert von End.LepR-KO Mausen
eine signifikant erhdhte Sekretion von ET-1 im Vergleich zu den mPECs aus End.LepR-WT

Kontrollen.

In Abbildung 5-1 sind die aus der Analyse der Endothelzellen gewonnenen Befunde mit
intakter (A) oder fehlender Leptin-Rezeptor-Signaltransduktion (B) sowie die mdglichen

zugrunde liegenden Mechanismen schematisch zusammengefasst.

5.5 Fazit und Limitation der Arbeit

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass sich die
im Mausmodell nach GefaRverletzung bei Ubergewicht und dem Vorliegen einer
systemischen Hyperleptinamie beobachtete Neointima-Hyperplasie infolge einer endothe-
lialen Leptin-Resistenz entwickelt haben kénnte. Dabei wurde ET-1 als méglicher parakriner
Mediator identifiziert, welcher zu den vaskularen Komplikationen einer vermehrten Prolifera-
tion und Neointima-Zellularitat bei Ubergewicht beigetragen haben kénnte. Mechanistische
Untersuchungen ergaben, dass eine verminderte Expression von PPARYy, ein negativer
Regulator des Transkriptionsfaktors AP-1, zur Uberexpression von ET-1 sowohl in murinen
Leptin-Rezeptor-defizienten als auch Leptin-resistenten Endothelzellen beigetragen haben
kénnnte. Jedoch muss in weiteren Untersuchungen im Detail geklart werden, Gber welche
Mechanismen die (funktionelle) LepR-Defizienz in einer reduzierten mRNA-Expression von
PPARYy resultiert und inwiefern diese Uber direkte Effekte vermittelt werden oder eine Folge
der beobachteten endothelialen Resistenz in diesen Zellen darstellen. Darlber hinaus sollte
angemerkt werden, dass in der vorliegenden Arbeit eine gezielte Analyse ausgewahlter,
Leptin-regulierter endothelialer Mediatoren mit bekannter parakriner Wirkung auf glatte
Muskelzellen durchgefiihrt wurde. Demnach kann eine Beteiligung weiterer, nicht
untersuchter wichtiger Faktoren nicht ausgeschlossen werden. Aulierdem handelt es sich bei
dem verwendeten murinen chemischen Gefallverletzungsmodell um eine experimentelle
Situation, die nicht den gleichen Mechanismen physiologischer und pathophysiologischer
Prozesse unterliegen. Zudem muss durch weitere Untersuchung geklart werden, inwieweit
der endotheliale Leptin-Rezeptor oder endotheliale Faktoren wie ET-1 mdgliche
therapeutische Angriffspunkte zur Kontrolle der Proliferation glatter Muskelzellen nach
GefaRverletzung darstellen und die kardiovaskuldren Risiken bei Ubergewicht reduzieren

kénnten. PPARy-Agonisten (so genannte Thiazolidinedione) sind bereits verfigbar und
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werden klinisch zur Behandlung metabolischer Stérungen bei Ubergewicht eingesetzt.
Dennoch ist die Ubertragbarkeit der vorliegenden Befunde der tierexperimentellen in vivo
und ex vivo Untersuchungen sowie der in vitro Analysen in murinen und humanen Zelllinien
auf den Menschen noch offen und muss in weitergehenden Untersuchungen Uberprift

werden.

A
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Abbildung 5-1: Schematische Darstellung der Befunde in Endothelzellen mit intakter und
fehlender Leptin-Rezeptor-Signaltransduktion. Abkirzungen: AP-1, Aktivator-Protein-1; ET-1,
Endothelin-1; PPARYy, Peroxisome proliferator-activated receptor gamma.
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6. Zusammenfassung

Ubergewicht ist mit erhdhten zirkulierenden Spiegeln des Adipozytenhormons Leptin und
einer hypothalamischen Leptin-Resistenz assoziiert. Klinische Studien identifizierten erhéhte
Serum-Leptinspiegel als unabhangigen Risikofaktor fir kardiovaskuldre Erkrankungen.
Leptin-Rezeptoren (LepR) werden auf Endothel- und glatten Muskelzellen exprimiert und
experimentelle Befunde zeigen, dass Hyperleptinamie oder exogenes Leptin die Neointima-
bildung férdern. Ziel dieser Arbeit war es, die unterschiedliche Rolle der Endothel- und
glatten Muskelzell-vermittelten LepR-Signaltransduktion auf die vaskulare Wundheilung zu
untersuchen und zu klaren, inwieweit die Neointima-Hyperplasie bei Ubergewicht aus der
chronischen Hyperleptinamie und Aktivierung des Leptin-Signalwegs oder einer vaskularen
Leptin-Resistenz resultiert.

Mause mit loxP-flankierten LepR-Allelen wurden mit Mausen verpaart, die eine Liganden-
aktivierbare Cre-Rekombinase unter Kontrolle des endothelialen Rezeptor-Tyrosinkinase
(Tie2) oder glatte Muskelzell-Myosin-schwere Kette (SMMHC) Promotors exprimierten. Die
Endothel (End.LepR)- oder glatte Muskelzell (SMC.LepR)-spezifische LepR-Genexzision
erfolgte durch Gabe von Tamoxifen-Futter, Ubergewicht wurde durch eine Hochfettdiat
induziert. Die Neointimabildung an der Arteria Carotis wurde nach Eisen(lll)-chlorid-
induzierter Gefaldverletzung untersucht. Die morphometrische Quantifizierung der Lasionen
ergab eine signifikant erhdhte intimale Hyperplasie, neointimale Zellularitdt und Proliferation
in End.LepR Knockout (KO) Mausen. Ein ahnlicher vaskuladrer Phanotyp wurde auch in
ubergewichtigen, hyperleptinamischen End.LepR Wildtyp (WT) Mausen beobachtet.
Dagegen ging der SMC.LepR-KO mit einer Media-Hyperplasie einher, hatte jedoch keinen
Einfluss auf die Neointimabildung oder Lumenstenose. Die Analyse primarer pulmonaler
Endothelzellen (mPECs) von End.LepR-KO und Ubergewichtigen End.LepR-WT Méausen
bestatigte die fehlende Leptin-induzierte Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3.
Mittels quantitativer PCR und Immunfluoreszenz wurde eine signifikant erhéhte Expression
von Endothelin-1 (ET-1) in Endothelzellen von LepR-defizienten und Ubergewichtigen,
Leptin-resistenten Mausen nachgewiesen. Mittels ELISA wurde eine erhdhte ET-1-Sekretion
in Zellkulturiiberstanden von mPECs LepR-defizienter Mause bestatigt, wahrend die ET g
Rezeptor-Antagonisierung deren parakrine Effekte auf die Proliferation muriner glatter
Muskelzellen signifikant abschwachte. Eine reduzierte Expression des Peroxisom-
Proliferator-aktivierten Rezeptors-y und vermehrte Translokation des Transkriptionsfaktors
AP-1 in den Nukleus in mPECs von End.LepR-KO und Ubergewichtigen End.LepR-WT
Mausen wurde als méglicher Mechanismus identifiziert, wie die (funktionelle) LepR-Deletion

zur ET-1-Uberexpression beigetragen haben koénnte.
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Insgesamt heben die Ergebnisse die Bedeutung einer intakten endothelialen Leptin-
Signaltransduktion bei der Limitierung der Neointimabildung hervor und weisen darauf hin,
dass Ubergewicht mit einer endothelialen Leptin-Resistenz einhergeht. ET-1 wurde als
moglicher parakriner Mediator der vaskuldren Komplikationen bei Ubergewicht und
potentieller therapeutischer Angriffspunkt zur Kontrolle der Proliferation glatter Muskelzellen

nach GefalRverletzung identifiziert.
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Summary

Obesity is associated with elevated circulating levels of the adipocyte hormone leptin and
hypothalamic leptin resistance. Clinical studies identified elevated serum leptin levels as an
independent risk factor for cardiovascular disease. Leptin receptors (LepR) are expressed on
endothelial and smooth muscle cells, and experimental studies have shown that
hyperleptinemia or exogenous leptin promote neointima formation. The aim of this work was
to distinguish the different roles of endothelial- and smooth muscle cell-mediated LepR
signaling on vascular wound healing and to determine whether the neointima hyperplasia
observed in obesity develops as a consequence of the chronic hyperleptinemia and activated
leptin signaling or is the result of vascular leptin resistance.

Mice with loxP-flanked LepR allels were mated with mice expression Cre recombinase under
control of the inducible endothelial receptor tyrosine kinase (Tie2) promotor or smooth
muscle myosin heavy chain (SMMHC) promotor. Endothelial (End.LepR) or smooth muscle
cell (SMC.LepR)-specific LepR gene excision was induced by tamoxifen-containing chow,
obesity was induced by feeding mice a high fat diet. Neointima formation at the carotid artery
was examined after ferric chloride-induced vascular injury. Morphometric quantification of the
leasons revealed significantly increased intimal hyperplasia, neointimal cellularity and
proliferation in End.LepR knockout (KO) mice, and a similar vascular phenotype was also
observed in obese, hyperleptinemic End.LepR wildtype (WT) mice. In contrast SMC.LepR-
KO was associated with medial hyperplasia, but did not affect neointima size or lumen
stenosis. Analysis of primary pulmonary endothelial cells (mPECs) from End.LepR-KO and
obese End.LepR-WT mice confirmed abrogated leptin-induced phosphorylation of the
transcription factor STAT3. Quantitative PCR and immunofluorescence analysis revealed
significantly increased expression of endothelin-1 (ET-1) in endothelial cells from LepR-
deficient and obese leptin-resistant mice. Elevated ET-1 secretion in medium conditioned
with mPEC from LepR-deficient mice was confirmed using ELISA, whereas ET ) receptor
antagonists significantly diminished their paracrine effects on murine smooth muscle cell
proliferation. Reduced expression of peroxisome proliferator-activated receptor-y and
increased translocation of the transcription factor AP-1 into the nucleus in mPECs from
End.LepR-KO and obese End.LepR-WT mice has been identified as a potential mechanism
whereby (functional) LepR deletion may have contributed to ET-1 overexpression.

Overall, the results highlight the importance of intact endothelial leptin signaling in the
limitation of neointima formation and suggest that obesity represents a state of endothelial
leptin resistance. ET-1 has been identified as a potential paracrine mediator of vascular
complications in obesity, which may represent a therapeutic target to control smooth muscle

cell proliferation following vascular injury.
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