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1 Einleitung

Ubergewicht und Adipositas entwickeln sich zunehmend zu einem globalen Problem fiir die Ge-
sundheit der Bevolkerung. Weltweit hat sich die Pravalenz der Adipositas seit 1980 mehr als ver-
doppelt (World Health Organization, 2017). Die Zunahme der Morbiditdt und Mortalitdt im Zu-
sammenhang mit Adipositas fiihrt sowohl zu einer Beeintrachtigung der individuellen Lebens-
qualitat, als auch zu einem Anstieg der medizinischen Kosten. Sich positiv auf die Pravalenz der
Adipositas auswirkende Mafdnahmen konnen folglich die direkten und indirekten Auswirkungen

dieser Erkrankung reduzieren.

Gemessen am Body-Mass-Index (BMI), welcher laut der World Health Organization (WHO) der
Klassifikation der Adipositas dient, waren im Jahre 2014 weltweit 39 Prozent der erwachsenen
Bevolkerung iiber 18 Jahren libergewichtig (25<BMI<30 kg/m?*) und 13 Prozent adipés (BMI>30
kg/m?) (World Health Organization, 2000, World Health Organization, 2017). Dabei sind Frauen
haufiger betroffen als Manner (World Health Organization, 2017). Im Jahre 2014 waren zudem 41
Millionen Kinder unter acht Jahren iibergewichtig oder adipés (World Health Organization, 2017).
Weltweit sterben mehr Menschen durch Ubergewicht als durch Untererndhrung (World Health
Organization, 2017). Der Anteil der Kosten fiir das Gesundheitssystem belduft sich in vielen Lan-
dern auf zwei bis sechs Prozent (World Health Organization, 2007). Wahrend Adipositas und
Ubergewicht lange Zeit vorrangig ein Problem der Linder mit hohem Einkommen darstellten,
sind inzwischen die meisten Lander mit mittlerem Einkommen und zunehmend auch solche mit
niedrigem Einkommen betroffen (Finucane etal., 2011). Adipositas und Ubergewicht zihlen welt-
weit zu den Hauptursachen des Verlustes gesunder Lebensjahre der Bevolkerung (Ezzati et al.,
2006). In Landern mit hohem Einkommen sind sie dritthdufigste Ursache fiir den Verlust gesun-
der Lebensjahre (Ezzati et al., 2006). In Landern mit niedrigem und mittlerem Einkommen ran-

gieren Adipositas und Ubergewicht auf Platz zehn (Ezzati et al., 2006).

Die soziookonomischen Folgen der Adipositas sind das Resultat der pathophysiologischen und
psychosozialen Auswirkungen auf den Organismus. Die Bedeutung der Adipositas und des Uber-
gewichtes fiir die physische Gesundheit besteht insbesondere in den assoziierten Folgeerkran-
kungen. Regelmafig sind sie von einem gestorten Glukose-, Lipid- und Lipoproteinstoffwechsel
begleitet, was die Entstehung metabolischer und kardiovaskuldrer Erkrankungen begiinstigt (Van
Gaal et al., 2006, Despres and Lemieux, 2006). Ubergewicht und Adipositas sind Resultat eines
konstanten Ungleichgewichtes des Energiehaushaltes. Wenn die Energieaufnahme den Energie-
verbrauch anhaltend iibersteigt, entsteht ein Zustand standiger positiver Energiebilanz. Die iber-
schiissige Energie wird in Form von Triglyzeriden in Adipozyten im weifden Fettgewebe eingela-
gert. Auf die Hypertrophie der Adipozyten folgt bei anhaltendem Energieiliberschuss die Stimula-
tion der Adipogenese und letztlich die Entwicklung der Adipositas (Krotkiewski et al.,, 1983). Eine
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Akkumulation der iiberschiissigen Lipide ist zusatzlich auch an ektopen Lokalisationen, wie Pan-
kreas, Nieren, Leber, Herz und Skelettmuskel zu beobachten (Wende and Abel, 2010). Die Uber-
schreitung der Lagerkapazitit dieser Gewebe resultiert in der Entstehung toxischer Lipidarten,
einhergehend mit einem gestorten zellularen Metabolismus und chronischer low-grade Entziin-
dung (Yang and Barouch, 2007). Dies sind Prozesse, welche an der Entstehung einer Insulinresis-
tenz, die pradisponierend fiir den Diabetes mellitus Typ 2 ist, und der nicht-alkoholischen
Steatohepatitis mitwirken (Hotamisligil and Erbay, 2008, Torres et al., 2012). Neben den Zellen
nehmen auch die Blutgefifie Schaden. So ist bekannt, dass ein erhohter Spiegel von Low Density
Lipoproteins (LDL) sowie auch die Akkumulation von Triglyzerid-reichen Lipoproteinen (TRL) die
Entwicklung und Progression der Atherosklerose fordern (Ridker, 2014, Nordestgaard and Varbo,
2014). Weiterhin ist ein erhohter BMI nachweislich mit malignen Tumorerkrankungen assoziiert

(Flier, 2004, World Cancer Research Fund / American Institute for Cancer Research., 2007).

Bedeutsam im psychosozialen Kontext sind in erster Linie die besonders in den westlichen Nati-
onen weit verbreitete negative Stigmatisierung und Diskriminierung adip6ser Personen (Hilbert
et al., 2008, Sikorski et al, 2011). Dies hat Folgen fiir die psychische Gesundheit, denn Stigmati-
sierungserfahrungen und Selbststigmatisierung fiihren zu einer erhéhten Vulnerabilitat fiir de-
pressive Storungen, zum Verlust von Selbstvertrauen und zu einem negativen Koérperbild
(Friedman et al,, 2005). Neben der Pravention der Entstehung der Adipositas besteht ein dringen-
der Bedarf fiir die Entwicklung therapeutischer Ansatze zur Behandlung der Adipositas, um kor-

perliche und psychische Folgeerkrankungen zu minimieren.

Bei der Suche nach therapeutischen Mafdinahmen kommt der Steigerung des Energieverbrauches
eine besondere Bedeutung zu (Hall et al., 2011). Die gezielte Steigerung dessen ist einer der viel-
versprechendsten Mechanismen, um metabolische Erkrankungen zu therapieren (Bartelt and
Heeren, 2012). Aufgrund der Fahigkeit, den Energieverbrauch des Organismus zu erhéhen, riickte
braunes und spater auch beiges Fettgewebe in den Fokus der Forschung. Diese sogenannten ther-
mogenen Fettgewebe sind in der Lage, chemische Energie in Warmeenergie umzuwandeln und
freizusetzen. In Studien an verschiedenen genetisch manipulierten murinen Modellen konnte eine
erhohte Aktivitat brauner und beiger Adipozyten vor Adipositas und Adipositas-assoziierten Er-
krankungen schiitzen (Cederberg et al., 2001, Seale et al., 2011, Kopecky et al., 1995). Eine gene-
tische Ablation des braunen Fettgewebes bei Mausen miindet in der Entwicklung einer Adipositas
(Lowell et al.,, 1993). Passend dazu kann durch die transgene Expression des Uncoupling Protein
1 (UCP1) die Entstehung einer solchen verhindert werden (Kopecky et al., 1995). Wahrend die
Existenz braunen Fettgewebes bei Nagetieren und Neugeborenen lange bekannt war, fiihrte die
Entdeckung thermogenen Fettgewebes beim adulten Menschen zu einer erneuten, verstarkten

Auseinandersetzung mit diesem Thema. Zahlreiche Studien deuten darauf hin, dass die Aktivie-
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rung thermogener Fettgewebe auch beim Menschen als vielversprechender Ansatz in der Be-
kdampfung der Adipositas, des Diabetes Mellitus Typ 2 und weiterer metabolischer und Adiposi-
tas-assoziierter Erkrankungen infrage kommt (Cypess et al., 2009, Virtanen et al, 2009,

Lichtenbelt et al., 2009, Saito et al., 2009b, Nedergaard et al., 2007).

1.1 Funktion, Morphologie und molekulare Merkmale verschiedener

Fettgewebstypen

Im Laufe der Evolution mussten Sdugetiere mit zwei wesentlichen, potentiell lebensbedrohlichen
Bedingungen umgehen. Dies waren ein temporar begrenztes Nahrungsangebot und kalte Tempe-
raturen. Das Fettgewebe ist ein Organ, welches beiden Anspriichen gerecht wird (Cinti, 2001). Es
ist an verschiedenen Stellen im menschlichen Kérper zu finden. Hauptséchlich enthalt es Adipozy-
ten, die in retikuldre und kollagene Fasern eingebettet sind. Abhdngig vom Fettgewebstyp weisen
die Adipozyten Unterschiede in der Morphologie, Physiologie und Funktion auf. Es lassen sich
weifde von braunen und beigen Adipozyten unterscheiden, welche ihrerseits die Farbgebung des
Gewebes bestimmen. Die Bezeichnung der einzelnen Fettgewebe erfolgt analog: Weifles Fettge-
webe (white adipose tissue-WAT), braunes Fettgewebe (brown adipose tissue-BAT) und beiges
Fettgewebe (auch bekannt als induzierbare braune, brown-in-white oder brite Adipozyten). Aus
murinen Studien ist bekannt, dass sich das Fettgewebe nicht dauerhaft in einem dieser Zustande
befindet, sondern eine hohe Anpassungsfahigkeit an sich verandernde metabolische und thermi-
sche Bedingungen zeigt. So konnen braune Adipozyten einen Phanotyp annehmen, der dem des
weifden Adipozyten gleicht (Shimizu et al.,, 2014). Ebenso kdnnen beige und weifde Adipozyten in

den jeweils anderen transdifferenzieren (Rosenwald et al., 2013).

Anhand morphologischer Charakteristika lassen sich weifde von thermogenen Adipozyten unter-
scheiden (Tabelle 1). Wahrend der weifde Adipozyt durch einen groféen univakuoldren Lipidtrop-
fen gekennzeichnet ist, weisen thermogene Adipozyten multiple, kleine Lipidtropfen auf (Bartelt
and Heeren, 2014). Makro- wie mikroskopisch erscheinen thermogene Adipozyten braunlich, was

durch die hohe Anzahl an Mitochondrien bedingt ist (Bartelt and Heeren, 2014).

Mit der Funktion der Fettgewebe eng verbunden ist der Fettstoffwechsel. Die iiberwiegend aus
der Nahrung stammenden Triglyzeride (TG) sind von erheblicher Bedeutung in der Energiebe-
reitstellung fiir den Organismus. Sie dienen konsumierenden Organen einerseits als Energieliefe-
rant und haben andererseits eine wichtige Funktion als effizienter Energiespeicher. Das Fettge-
webe nimmt in diesem Zusammenhang abhéngig vom Typ sowohl eine Funktion als Speicheror-

gan als auch als konsumierendes Organ ein.
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Allen reifen Adipozyten gemein ist die Expression des Adipokins Fatty acid binding protein 4
(FABP4), welches auch adipocyte protein 2 (aP2) oder adipocyte-specific FABP (A-FABP) genannt
wird. Es gehort einer grofien Familie an, welche in verschiedenen Zellen und iiber verschiedene
Spezies hinweg zu finden ist. In reifen Adipozyten macht es etwa sechs Prozent des gesamten
zelluldaren Proteingehalts aus (Bernlohr et al., 1985). Aber auch in anderen Zellen, wie beispiels-
weise in Vorlauferzellen der stromavaskuldren Fraktion sowie auch in Makrophagen und En-
dothelzellen ist es zu finden (Boord et al., 2004, Xu and Vanhoutte, 2012, Shan et al., 2013). Die
vollstandige Klarung seiner Funktion steht bislang noch aus. Bekannt ist jedoch, dass FABP4 fiir
die intrazelluldare Koordinierung von Lipidsignalen von Bedeutung ist. Dieser Aufgabe wird es ge-
recht, indem es hydrophobe Liganden wie gesittigte und ungesattigte langkettige Fettsauren und

andere Lipide bindet und transportiert (Furuhashi and Hotamisligil, 2008).

FABP4 wirkt nicht nur intrazelluldr, sondern auch systemisch durch seine Sekretion in den Blut-
kreislauf, wo es als Hormon einen Einfluss auf den Glukose- und Fettstoffwechsel hat (Xu et al,,
2006, Cao et al,, 2013). Immer deutlicher wird auch die Rolle des Molekiils als Vermittler in der

Thermogenese brauner Adipozyten (Syamsunarno et al., 2014, Shu et al.,, 2017).

1.1.1 Weifdes Fettgewebe

Weifses Fettgewebe dient priméar der Speicherung der in den TG enthaltenen Energie. Dazu erfolgt
die extrazellulére lipolytische Spaltung der TG zu freien Fettsduren und Glycerin. Wahrend das
Glycerin durch den Adipozyten nicht verwertet wird, werden die freien Fettsduren mithilfe spe-
zifischer Transportproteine oder durch Diffusion durch die Membran in den weifden Adipozyten
aufgenommen (Loffler, 2014). Zur Lagerung in univakuolaren Lipidtropfchen erfolgt die intrazel-
luldre Veresterung der freien Fettsauren zu TG. In Zeiten einer Nahrungsknappheit werden diese
wieder hydrolysiert und wiederum als freie Fettsdauren in die Zirkulation abgegeben. In der Leber
erfolgt die erneute Umwandlung zu TG und die Inkorporation in Very Low Density Lipoproteins
(VLDL), welche sezerniert werden, um den Energiebedarf des Organismus zu decken (Zechner et
al,, 2012). Als endokrines Organ tragt das weifde Fettgewebe durch die Sekretion von Adipokinen,
wie Leptin und Adiponektin, aufderdem zur Kontrolle von Stoffwechselprozessen in der Lipid- und

Glukosehomdostase bei (Rosen and Spiegelman, 2014).

1.1.2 Thermogene Fettgewebe

Im Zentrum der Erforschung vielversprechender Therapieansatze zur Bekampfung der Adiposi-

tas und metabolischer Erkrankungen stehen thermogene Fettgewebe, zu welchen das BAT und
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das beige Fettgewebe gehdren. In einem Prozess, der zitterfreie Thermogenese genannt wird, er-
moglichen thermogene Fettgewebe den Saugetieren, neben der Lipidspeicherung, die Warmepro-
duktion durch die Verwertung freier Fettsduren. Neben der Warmebildung durch das Muskelzit-
tern und die basale metabolische Aktivitat ist die zitterfreie Thermogenese bei prolongierter Kal-
teexposition zum Erhalt der Kérperkerntemperatur notwendig (Davis et al., 1960). Dies ist insbe-
sondere fiir das Uberleben kleiner Siugetiere in kalten Lebensrdumen und fiir das Erwachen von

Winterschlafern essentiell.

Schon 1551 findet braunes Fettgewebe Erwdhnung in einer Arbeit des Arztes und Naturforschers
Konrad Gessner, der es als ,neither fat, nor flesh“ umschrieb (Gessner, 1551, Cannon and
Nedergaard, 2008). Spater erfolgte die Identifikation des BAT anhand histomorphologischer und
histochemischer Merkmale beim Menschen in anatomischen Studien (Heaton, 1972, Huttunen et
al,, 1981). Die funktionelle Rolle des BAT im adulten Organismus wurde lange nicht vollstindig
geklart, auch wenn sich bereits Hinweise in frithen Studien finden lassen. Das funktionelle Resul-
tat beispielsweise wurde schon im Jahre 1961 beschrieben. Bei einer Studie an gesunden Mannern
konnte beobachtet werden, dass nach prolongierter Kalteexposition eine graduelle Abnahme des
Muskelzitterns auftrat, wahrend die Warmeproduktion gleichbleibend erhéht war (Davis, 1961).
Eine Verbindung zwischen Adipositas und der Funktionsstérung von BAT bei Nagern wurde 1979
herausgearbeitet (Himms-Hagen, 1979). Die Vermutung einer Assoziation von Kilteexposition
und der Entstehung von BAT, wurde durch die Untersuchung finnischer Freiluftarbeiter im Ver-
gleich zu Individuen, die tiberwiegend innerhalb von Rdumen arbeiteten, bestatigt (Huttunen et

al, 1981).

Anschliefiend in Vergessenheit geraten, wurde das BAT erst Jahrzehnte spater durch die klinische
Verwendung kombinierter Positronenemissionstomographie/Computertomographie-Untersu-
chungen (PET/CT) durch die Nuklearmedizin wiederentdeckt. Neben dem eigentlichen Ziel, me-
tabolisch aktive Tumoren mittels radioaktiv markierter Glukose (!8F-Fluordeoxyglukose-18F-
FDG) zu diagnostizieren, wurde auch das metabolisch dufderst aktive BAT zufallig visualisiert. Mit
dem Schwerpunkt der Kalteexposition durchgefiihrte retrospektive Studien und Experimente be-
statigten in der Folge die Anwesenheit funktionell aktiven BATs beim adulten Menschen (Cypess

etal, 2009, Saito et al,, 2009b, Lichtenbelt et al., 2009, Virtanen et al.,, 2009).

Neben den klassischen braunen wurde in den letzten Jahren auch den beigen Adipozyten grofie
Aufmerksamkeit zuteil. Als Zellinseln sind sie als Antwort auf einen Kaltestimulus im weifsen Fett-
gewebe zu finden, was auch als Browning von WAT bezeichnet wird (Vitali et al., 2012b, Bartelt
and Heeren, 2014). Ausgehend von einem Zustand der Energiespeicherung haben beige Fettzellen
die bemerkenswerte Eigenschaft, die Zellatmung und den Energieverbrauch durch eine starke Ak-

tivierung der Genexpression in einem Umfang zu steigern, welcher dem der braunen Adipozyten
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dhnelt. So zeigen aktivierte beige und braune Adipozyten in 18F-FDG-PET/CT-Untersuchungen
eine dhnlich starke metabolische Aktivitdt (van der Lans et al., 2014). In einer murinen Studie
konnte iiberdies eine vergleichbare thermogene Kapazitit beiger und brauner Adipozyten festge-
stellt werden (Schulz et al.,, 2013). In Bezug auf die Zusammensetzung humaner Fettdepots unter-
stiitzt die derzeitige Studienlage die Annahme einer Koexistenz beider Zelltypen, da Marker bei-
ger und brauner Adipozyten nachgewiesen werden konnten (Wu et al,, 2012, Sharp et al,, 2012,
Lidell et al., 2013, Cypess et al,, 2013, Jespersen et al.,, 2013). Von besonderem Interesse konnten
beige Adipozyten fiir die Behandlung metabolischer Erkrankungen von Individuen sein, welche

keine nennenswerten Mengen des BAT aufweisen (Inagaki et al., 2016).

Um der Aufgabe der Thermogenese gerecht zu werden, exprimieren thermogene Adipozyten das
Ucp1l. Dies ist von zentraler funktionaler Bedeutung (Cannon and Nedergaard, 2004). Jiingst ver-
offentlichte Studien liefern zudem Hinweise fiir eine vom Ucpl unabhingige Thermogenese
(Kazak et al., 2015, Long et al,, 2016). Ucp1 gehort zur Familie der mitochondrialen Anionen-
Transporter und tibt seine Funktion in thermogenen Adipozyten als Fettsdure-aktivierter H*-Car-
rier aus (Fedorenko et al., 2012). An der inneren Mitochondrienmembran entkoppelt es den Elek-
tronenfluss in der Atmungskette von der ATP-Produktion (Cannon and Nedergaard, 2004). Dieser

Prozess fithrt zur Warmeproduktion (Cannon and Nedergaard, 2004).

Klassische braune Adipozyten weisen im basalen und im stimulierten Zustand eine hohe Ucp1-
Expressionsrate auf. In beigen Adipozyten dhnelt die basale Ucp1-Expressionsrate der des weifden
Adipozyten, wahrend die Ucpl-Expressionsrate im aktivierten Zustand mit der des braunen Adi-
pozyten vergleichbar ist (Petrovic et al.,, 2010) (Tabelle 1). Generell unterscheidet sich der Anteil
aktiven BATs am Korpergewicht zwischen Maus und Mensch. Wahrend bei Mausen das BAT mit
1 bis 5 Prozent zum Kérpergewicht beitrigt, weisen adulte Menschen einen prozentualen Anteil
von 0,05 bis 0,1 auf (Bartelt et al., 2012, Enerback, 2010). Die Funktion des UCP1 ist bei beiden

Spezies jedoch qualitativ vergleichbar (Porter et al., 2016).

Braune und beige Adipozyten exprimieren eine Reihe gleicher Gene, welche fiir ihre thermogene
Funktion wesentlich sind (Ucpl, Pgc-1a, Prdm16) (Kajimura et al., 2015). Dennoch weist jeder
Zelltyp eine spezifische Genexpression auf. So konnten Gene identifiziert werden, welche entwe-
der in braunen (Zic1) oder beigen (Cd137, TmemZ26, Tbx1) Adipozyten stiarker exprimiert werden

und somit als Marker fungieren kénnen (de Jong et al.,, 2015).

Weitere Unterschiede verlangen die Abgrenzung beiger von braunen Adipozyten als eigenstandi-
gen Zelltyp. Ein fundamentaler Unterschied besteht in der Entstehung der Adipozyten (Tabelle 1).
Bei der Genese beiger Adipozyten wird von einer Koexistenz unterschiedlicher Prozesse ausge-

gangen (Rosenwald and Wolfrum, 2014). Verschiedene Studien zeigen, dass beige Adipozyten ei-
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nerseits de novo aus Vorlauferzellen, welche sich von den anderen Adipozytentypen unterschei-
den, heranreifen konnen (Lee et al,, 2012, Schulz et al., 2011, Wu et al., 2012). Andererseits exis-
tiert der reversible Mechanismus der Transdifferenzierung aus weifden Adipozyten (Himms-
Hagen et al,, 2000, Barbatelli et al., 2010, Rosenwald et al., 2013). Zudem wurde gezeigt, dass sie
sich zusammen mit Kapillarnetzwerken als Antwort auf proangiogene Faktoren entwickeln (Min

etal, 2016).

Braune Adipozyten konnen in der Abstammung weder den beigen noch den weifSen Adipozyten
zugeordnet werden, sondern teilen sich die Vorlauferzellen mit Skelettmuskelzellen. Beide stam-
men sie von einer myogenic factor 5-exprimierenden myogenen Zelllinie ab (Seale et al., 2008).
Ferner zeigt sich eine unterschiedliche Regulierung der Entwicklung der Adipozytentypen an ge-
netisch manipulierten Mausmodellen. Eine genetische Variabilitat wirkte sich zwar auf die Ent-
wicklung beiger Adipozyten, nicht aber auf die Entwicklung klassischer brauner Adipozyten aus

(Xue etal., 2007).

Elektronenmikroskop. Zellulirer Mitochondrien- Basale UCP1- Stimulierte UCP1-
Aufnahme Ursprung gehalt Expression Expression

= Adipogene

§ MvE S Zell niedrig keine keine
y ellen

=]

= Myogene

& M f};:gZ 1 hoch hoch hoch

[ y ellen

&

E Myf 5~ Zellen hoch niedrig hoch

Tabelle 1 | Charakterisierung weifder, brauner und beiger Adipozyten

Wihrend weifse Adipozyten durch einen univakuoldren Lipidtropfen gekennzeichnet sind, weisen braune Adipozyten
eine multivakuoldre Struktur auf. Beige Adipozyten sind nach pharmakologischer Aktivierung der fs-adrenergen Re-

zeptoren als Inseln multivakuolérer Zellen im WAT zu finden, sog. Browning. Braune Adipozyten weisen schon im ba-
salen Zustand hohe Ucp1l-Expressionsraten auf. Maf3stabbalken: 50 um. (adaptiert nach (Bartelt and Heeren, 2014).

Das braune Fettgewebe weist eine gute Kapillarisierung auf und ist gut mit sympathischen Neu-

ronen ausgestattet (Zingaretti et al., 2009). Der Vascular endothelial growth factor (VEGF), ein
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wichtiges Signalmolekiil der Vaskulo- und Angiogenese, ist in BAT im Vergleich zu WAT starker
exprimiert (Asano et al,, 1999, Asano et al., 1997). Die gute Kapillarisierung ist essentiell fiir die
Funktion des braunen Fettgewebes, da es zum einen die ausreichende Versorgung mit Sauerstoff
gewahrleistet und zum anderen fiir den Abtransport und die Verteilung der produzierten Warme
sorgt. So weist das BAT eine mehr als doppelt so hohe Perfusion auf, wenn Menschen der Kalte
ausgesetzt sind (Orava et al., 2011). Auch fiir die Entwicklung der braunen Adipozyten ist VEGF
von Bedeutung (Bagchi et al., 2013). Wahrend die Anwesenheit von VEGF zu einer erhdhten
Proliferation brauner Adipozyten fiihrt, miindet eine Blockierung von mit dem VEGF verbunde-

nen Signalwegen in einer vermehrten Apoptose brauner Adipozyten (Bagchi et al., 2013).

Die Bedeutung der sympathischen Innervation fiir die Funktion des BAT zeigt sich an klassischen
Denervierungsstudien (Rothwell and Stock, 1984, Takahashi et al,, 1992). Die chirurgische Dener-
vierung des BAT resultiert in der Reduktion seiner Funktion (Rothwell and Stock, 1984, Takahashi
etal., 1992). In WAT korreliert die Dichte der sympathischen Innervierung mit der Neigung Brow-

ning zu zeigen (Murano et al., 2009).

Ein zunehmend wachsendes Interesse wird dem BAT als sekretorischem Organ zuteil. Die sezer-
nierten regulatorischen Molekiile, sogenannte Batokine, tragen zu den metabolischen Auswirkun-
gen der BAT-Aktivierung bei und unterstiitzen Prozesse, welche fiir die Rekrutierung des BAT bei
thermogener Stimulation wichtig sind (Villarroya et al., 2017). So férdern auto- und parakrin wir-
kende Molekiile, wie beispielsweise nerve growth factor, fibroblastic growth factor 21 und vascular
endothelial growth factor-A, das Wachstum, die Vaskularisierung, die Innervation und die Durch-

blutung des BAT (Villarroya et al., 2017).

Endokrin wirkende Molekiile, wie beispielsweise insulin-like growth factor 1 und interleukin-6
wurden als wichtige Mediatoren der antidiabetischen Konsequenzen der BAT-Aktivierung iden-

tifiziert (Gunawardana and Piston, 2012, Stanford et al., 2013).

1.2 Anatomische Lage distinkter humaner Fettgewebsdepots

Hinldnglich bekannt sind die Lokalisationen weifien Fettgewebes. Es ist an verschiedenen Stellen
im menschlichen Korper vorhanden. Dabei gilt das oberflachliche, subkutane Fettgewebe als ty-
pisch weifdes Fettgewebe. Denn dort sind, anders als in anderen Fettdepots, unter physiologischen
Bedingungen auch nach Kalteexposition kaum thermogene Adipozyten nachweisbar (van der

Lans et al,, 2013).

Die Erforschung der anatomischen Lage thermogener Fettgewebe reicht zurtick bis in die 70er

Jahre. Die friither durch histologische Untersuchungen von Biopsien bei Sduglingen und Autopsien
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gewonnenen Erkenntnisse werden durch moderne radiologische und molekularbiologische Me-
thoden laufend erweitert. Die umfangreichen Forschungsergebnisse aus murinen Studien koénnen
nur teilweise auf den Menschen iibertragen werden, da die zwei Spezies beziiglich der anatomi-

schen Lage thermogener Fettgewebe Unterschiede aufweisen.

Die anatomische Lage thermogener Fettgewebe im adulten Menschen entspricht, von einem Un-
terschied abgesehen, im Wesentlichen der Lage im menschlichen Sdugling. Ebenso wie Mause
weisen Sduglinge ein ausgepragtes interskapulares thermogenes Fettpolster auf, welches im adul-
ten Organismus nicht mehr zu finden ist (Heaton, 1972, Lidell et al., 2013, Astrup et al., 1984). Die
Hauptdepots im adulten Menschen liegen zervikal und supraklavikular und setzen sich nach late-
ral und kaudal fort (Cypess et al,, 2009, Virtanen et al.,, 2009, Jespersen et al., 2013). Thermogene
Adipozyten befinden sich an der Ventralseite des Halses, und zwar pravertebral auf dem Musculus
longus colli und entlang der Vagina carotica, wobei eine zunehmende Expression thermogener
Marker verzeichnet wird, umso profunder das Gewebe liegt (Cypess et al., 2013). Doch auch ober-
flachlich ist thermogenes Fettgewebe superfizial und lateral des Musculus sternocleidomastoideus
lokalisierbar (Cypess et al,, 2009). 18F-FDG-PET /CT-Aufnahmen zeigen bei einigen Probanden zu-
dem kleinere Depots medial des Schultergelenks zwischen den Musculi subscapularis und pecto-
ralis und dorsal des Plexus brachialis, aufserdem entlang der thorakalen und abdominalen Wirbel-
sdule, paraaortal und perirenal (Cypess et al., 2009). Die molekularbiologische Analyse von Biop-
sien aus dem Thorax bestatigen die Anwesenheit thermogener Adipozyten im epikardialen Fett-
gewebe und im Fettkorper des vorderen Mediastinums (Sacks et al., 2009, Cheung et al., 2013).
Weiterhin wurde in einer postmortem-Studie humanes thermogenes Fettgewebe mittels Magnet-
Resonanz-Tomographie identifiziert und biopsiert. Die Auswertung der Genexpressionsprofile
der entnommenen Gewebe zeigt zusatzlich zu den bereits genannten Lokalisationen weitere De-
pots. Insbesondere beige Marker sind im Fettgewebe des hinteren Mediastinums, intraabdominal
im Mesenterium, sowie retroperitoneal detektierbar (Sharp et al., 2012). Ein subkutanes inguina-
les Depot, welches bei Mdausen Browning aufweist, ist beim Menschen bisher nicht identifiziert

worden (Seale etal.,, 2011).

Unter ausgepragt pathologischen Zustinden treten thermogene Adipozyten in weiteren Lokalisa-
tionen auf. Dass Browning in subkutanem Fettgewebe in Perioden schwersten und anhaltenden
adrenergen Stresses moglich ist, zeigt eine Studie, die Opfer schwerer Verbrennungen unter-
suchte (Sidossis et al., 2015). Beobachtet wird zudem eine Zunahme thermogener Fettgewebe bei
Patienten, welche ein Phidochromozytom haben. Dieser Katecholamin-sezernierende Tumor des
Nebennierenmarks induziert Browning in perirenalen und omentalen Fettdepots (Vergnes et al.,
2016, Frontini et al., 2013). Interessanterweise zeigen solche Patienten mit hohen Plasmaspiegeln

des Katecholamin-Abbauproduktes Metanephrin neben der erhohten BAT-Aktivitat zusatzlich
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auch einen niedrigeren BMI, einen geringeren Hiiftumfang und weniger viszerale Adipositas

(Wangetal.,, 2011).

1.3 Regulierung der Differenzierung und Aktivierung thermogener

Adipozyten

Die Regulierung der Differenzierung und Aktivierung thermogener Adipozyten wird durch ein
komplexes Zusammenspiel verschiedener Hormone gesteuert. Diese werden lokal vom Fettge-
webe selbst oder anderen metabolisch aktiven Organen, wie Gehirn, Muskel, Herz und Leber, auf
physiologische Reize hin sezerniert (Heeren and Munzberg, 2013). Uber intrazelluldre Signal-
kaskaden werden diese physiologischen Aktivatoren auf die transkriptionelle Ebene im Nukleus
des thermogenen Adipozyten iibersetzt. Dort sind unter anderem nukledre Rezeptoren, wie bei-
spielsweise Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs), sowie ihre zugehorigen tran-
skriptionellen Co-Aktivatoren wie Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator
1 a (Pgc-1a) und PR domain zinc finger protein 16 (Prdm16) entscheidend. Ihre Aktivierung er-
moglicht die Entwicklung thermogener Adipozyten und fordert eine vermehrte Ucp1-Expression,
welche das thermogene Fettgewebe in der Summe zur Auslibung seiner Funktion befihigt. Die
experimentelle Auseinandersetzung mit dem Thema der Regulation thermogener Fettgewebe ge-
schah bisher schwerpunktmaflig fiir murine braune Adipozyten. Doch konnte die Entwicklung

und Aktivierung beim Menschen und in beigen Adipozyten dhnlichen Mechanismen unterliegen.

Als Antwort auf physiologische und umweltbedingte Veranderungen wird die Thermogenese im
Fettgewebe aktiviert. Der weitaus wichtigste physiologische Aktivator der Thermogenese ist die
Kalte, im Sinne einer Temperaturabweichung unter die Spezies-spezifische Thermoneutralitat.
Eine prolongierte Kalteexposition induziert systemische hormonelle Veranderungen und eine Er-
hohung des sympathetischen Tonus in den Fettgeweben. Dies fiihrt zu einer erh6hten Menge an
Ucpl, verstarkter mitochondrialer Biogenese sowie Hyperplasie und Hypertrophie des braunen
Fettgewebes (Lowell and Spiegelman, 2000, Bukowiecki et al., 1982). Humane Studien bestétigten
wiederholt, dass die zwei-bis dreistiindige Exposition gesunder Probanden gegentiber Tempera-
turen von 15 °C bis 19 °C eine Erhéhung der 8F-FDG-Aufnahme ins BAT, begleitet von einer Er-
hohung des Noradrenalin-Plasmaspiegels und einer Erh6hung des Energieverbrauchs, bewirkt
(Yoneshiro et al.,, 2011, Orava et al,, 2011, Muzik et al,, 2013, Ouellet et al,, 2012). Zudem erhoht
sich im Winter die Menge aktiven BATs bei humanen Probanden im Vergleich zum Sommer (Saito
et al.,, 2009b). Der stimulierende Effekt von Kélte kann auch durch die Aktivierung des [33-Rezep-

tors, wie beispielsweise durch CL316,243 nachgeahmt werden.
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Die an sensorischen Neuronen gewonnenen Informationen iliber die thermischen Verhéltnisse
werden zentral durch den Hypothalamus integriert. Im anterioren Teil findet sich die preoptische
Region, welche fiir die Thermoregulation des Organismus von groféer Bedeutung ist. Letztendlich
provoziert ein Kailtereiz die Ausschiittung des primar bedeutsamen Transmitters Noradrenalin
aus peripheren sympathischen Neuronen. Unabhangig davon wurde auch die Existenz eines Kal-
terezeptors bestatigt, welcher die Thermogenese unabhangig vom sympathischen Nervensystem

in einer Zell-autonomen Weise stimuliert (Ye et al.,, 2013, Rossato et al.,, 2014, Ma et al,, 2012).

Von Kaltereizen abgesehen, kann die Aktivierung braunen Fettgewebes auch durch endokrine
Faktoren erfolgen. So wurde gezeigt, dass Schilddriisenhormone ebenso wie bone morphogenetic
proteins, fibroblast growth factors und auch das vom Muskel sezernierte Protein Irisin Browning
stimulieren kdnnen (Heeren and Munzberg, 2013, Bostrom et al., 2012). Studien zur Aktivierbar-
keit von BAT in adipésen murinen Modellen mittels Fibroblast Growth Factor 21 befinden sich
derzeit in der praklinischen Phase (Schlein et al., 2016). Im Kontext der Energiehomdostase phy-
siologisch von Bedeutung ist zudem die diet-induced thermogenesis, welche der Aufnahme einer

fettreichen Mahlzeit folgt (Rothwell and Stock, 1979).

Das peripher ausgeschiittete Noradrenalin realisiert seine Wirkung durch die Bindung an
[3-adrenerge Rezeptoren, welche primar in braunen Adipozyten zu finden sind (Cannon and
Nedergaard, 2004). Lange Zeit als unerldsslich angesehen, zeigen Studien nun, dass der [33-Rezep-
tor fiir die Initiierung des thermogenen transkriptionellen Programmes zumindest in braunen
Adipozyten verzichtbar ist (Mattsson et al., 2011, Susulic et al., 1995, de Jong et al., 2017). Von
Bedeutung im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist zudem, dass (3-adrenerge Rezeptoren pharma-

kologisch durch Antagonisten gehemmt werden kénnen.

Findet die Bindung an den [3-Rezeptor jedoch statt, resultiert dies in der Initiierung einer intra-
zellularen Signalkaskade. Gs-Protein-vermittelt erfolgt die Aktivierung der Adenylatzyklase mit
konsekutivem intrazelluldrem Anstieg des cyklischen Adenosinmonophosphates (cAMP) (Cannon
and Nedergaard, 2004). cAMP ist ein entscheidender second messenger in der Funktion braunen
Fettes, da er die Expression von Genen, wie Ucpl, Pgc-1a und Type Il iodothyronine deiodinase
(DioZ2) stimuliert. Diese nehmen Schliisselrollen in der Thermogenese ein. Steigende intrazelluldre
cAMP-Konzentrationen aktivieren die Proteinkinase A, welche ihrerseits mitogen-aktivierte Pro-
teinkinasen (MAPK) aktiviert (Cao et al,, 2004). Der MAPK-Signalweg fiihrt in der Folge zur Phos-
phorylierung wichtiger Transkriptionsfaktoren. (Abbildung 1)

Einer dieser Transkriptionsfaktoren ist das cAMP-response element-binding protein (CREB), wel-
ches die Expression der Dio2 kontrolliert (Martinez-deMena and Obregon, 2005). Die Funktion
dieses Enzyms liegt in der Deiodierung des vorrangig sezernierten Schilddriisenhormons Thyro-

xin (T4) zu dem wirksameren Trijodthyronin (T3) im braunen Fettgewebe (Abbildung 1). Der nor-
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adrenergen Stimulierung folgt eine erhdhte Expression von Dio2, was sich auf den lokalen Ts-
Spiegel positiv im Sinne einer Erhdhung auswirkt (Silva and Larsen, 1983). Die folgende Stimulie-
rung von Schilddriisenhormonrezeptoren (thyroid hormone receptor-THR) im BAT steigert einer-
seits, vermittelt durch die Isoform THRa1, die Sensitivitidt des Gewebes gegeniiber Katecholami-
nen und ist andererseits, vermittelt iiber die Isoform THR, von grofier Bedeutung fiir die Ucp1-
Expression (Ribeiro et al,, 2001, Ribeiro et al., 2010). Die Bindung von Tz an den Thyroid-Hormon-
Rezeptor im Ucpl-Promotor resultiert in einer gesteigerten Ucpl-Expression (Ribeiro et al.,
2010). Ein weiteres Ziel des T3 ist der Promotor des Gens Pgc-1a. Uber ein thyroid hormone
response element in der Gensequenz wirkt sich ein erhohter Ts-Spiegel forderlich auf die Expres-
sion von Pgc-1a aus (Wulf et al., 2008). Interessanterweise kann Dio2 mit dem Resultat des er-
hohten Energieverbrauchs im BAT auch durch Gallensauren aktiviert werden, was seine Relevanz
in der Energiehomdoostase des Organismus verdeutlicht (Watanabe et al., 2006, Worthmann et al.,
2017). Zudem ist Dio2 auch im Gehirn zu finden, wo es iiber definierte Signalwege auch zentral
Einfluss auf den Metabolismus nimmt (Coppola et al., 2007, Lopez et al., 2010). Bekannt sind diese
Mechanismen durch murine Untersuchungen. Dass ein hoher Schilddriisenhormonspiegel auch
mit einer hoheren Aktivitit des humanen BATSs einhergeht, zeigt eine Studie an hyperthyreoten

Patienten (Lahesmaa et al.,, 2014).

Abbildung 1 | Aktivierung von
Ucpl, Pgc-1a und Dio2
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Neben CREB wird auch der Transkriptionsfaktor Activating transcription factor 2 (ATF-2) durch
die MAPK phosphoryliert (Abbildung 1). Dieser initiiert in der Folge wiederum die Transkription
von Ucpl und Pgcla (Cao et al, 2004). Einst entdeckt als Kélte-induzierter Interaktionspartner
von Ppar-y in braunem Fett, gilt der transkriptionale Coaktivator Pgc-1a heute in einer Vielzahl
von Zelltypen als wichtigstes regulatorisches Protein der mitochondrialen Biogenese und des oxi-
dativen Metabolismus (Puigserver et al.,, 1998, Lin et al., 2005). In braunen Adipozyten ist es von
wesentlicher Bedeutung fiir die Ausiibung der Funktion der adaptiven Thermogenese als Antwort
auf Kélte und 3-Agonisten (Leone et al.,, 2005, Uldry et al., 2006). Die ektopische Expression von
Pgc-1a resultiert nicht nur in murinen, sondern auch humanen, weifden Adipozyten in einer In-
duktion der Expression von Ucpl und weiterer thermogener Komponenten (Puigserver et al.,
1998, Tiraby et al., 2003). Die Kommunikation mit dem Gen Ucpl wird durch die Bindung von
Pgc-1a an Komplexe aus PPAR-a oder PPAR-y und Retinoid-X-Rezeptoren, welche wiederum an
das PPAR response element des Ucpl-Promotors andocken, ermoglicht (Hondares et al., 2006,
Hondares et al.,, 2011). Unerheblich ist Pgc-1a fiir die Entwicklung braunen Fettgewebes, da sich

dieses bei einem Fehlen des Proteins normal ausbildet (Lin et al., 2004).

Als Schliisselprotein in der Entwicklung brauner Adipozyten von Bedeutung ist das PR domain
zinc finger protein 16 (Prdm16). Dieser transkriptionelle Cofaktor zeigt bei Mdusen in braunen
Adipozyten, gegeniiber viszeralen weiflen Adipozyten, eine hohe Expressionsrate (Seale et al,,
2007). Auch in humanem BAT ist PRDM16 wesentlich reicher vorhanden als im subkutanen WAT
(Virtanen et al,, 2009, Lee et al,, 2011). Prdm16 fungiert als entscheidender molekularer Schalter
in der Reifung brauner Adipozyten aus den Myf5-positiven Vorlduferzellen (Seale et al., 2008).
Eine ektopische Prdm16-Expression ldsst aus Myoblasten sowie aus weifden Adipozytenvorlau-
ferzellen thermogene, Ucpl-enthaltende Adipozyten entstehen (Seale et al, 2008). Wahrend
Gene, welche spezifisch fiir weifde Adipozyten sind, unterdriickt werden, wird die Expression von
Genen wie Ucpl, Pgc-1a, Dio2 und vieler mitochondrialer Gene aktiviert (Seale et al., 2007, Seale
etal., 2008, Kajimura et al,, 2008, Kajimura et al., 2010). Dies hat eine entkoppelte Zellatmung und
eine stimulierte mitochondriale Biogenese zur Folge. Eine Reduktion des zellularen Prdm16-Ge-
halts in braunen Praadipozyten fiihrt umgekehrt zu einem Verlust charakteristischer Gene brau-
ner Adipozyten und zu einer Erhéhung der Expression charakteristischer Gene weifder Adipozy-

ten sowie von Myozyten (Seale et al., 2007, Seale et al., 2008). (Abbildung 2)

Ebenfalls von Bedeutung ist Prdm16 beim Browning des WAT. Es zeigt eine starke Expression
insbesondere in murinem inguinalem WAT, einem fiir Browning sensiblen Fettgewebe (Seale et
al, 2011). Zudem ist Prdm16 notwendig, damit eine Rekrutierung beiger Adipozyten, bei einer
Stimulierung weifder Adipozyten durch -adrenerge- oder Ppar-y-Agonisten, stattfindet (Seale et
al, 2011, Ohno etal., 2012). Die metabolischen Auswirkungen zeigen sich an transgenen murinen

Organismen. Die Fahigkeit hohe Mengen Prdm16 zu exprimieren, geht bei fettreicher Erndhrung
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mit einem hoheren Energieverbrauch, weniger starker Gewichtszunahme und verbesserter Glu-

kosetoleranz im Vergleich zu Wildtyp-Mausen einher (Seale et al., 2011).

Myf-5*
Prdm16 Vorlauferzelle

Klassische Gene

‘_\k\
/ ‘_\\ L]
weiller Adipozyten
Brauner
Adipozyt

ExpressionT
Ucpl
Pgc-1la

Dio2 Myozyt

Abbildung 2 | Funktion des Prdm16

Prdm16 fordert die Expression klassischer Gene der Thermogenese und unterdriickt die Expression von Genen wei-
RBer Adipozyten. Es fungiert als entscheidender molekularer Schalter in der Reifung brauner Adipozyten aus Myf-5*
Vorlauferzellen.

Prdm16 vermittelt seine Funktion vorrangig durch die Modulierung der Aktivitit anderer, fiir die
Thermogenese wichtiger Transkriptionsfaktoren. Zu diesen gehdéren C/EBP, Ppar-y, Ppar-a und
Pgc-1a (Seale et al,, 2008, Seale et al., 2007, Hondares et al., 2011, Kajimura et al., 2009). Ebenfalls
wurden eine Reihe von Faktoren unterschiedlichster molekularer Struktur identifiziert, welche
wiederum eine Modulierung der Expression oder Aktivierung von Prdm16 bewirken. Stimulie-
rend wirkt unter anderem ein Zytokin, das knochenmorphogenetische Protein 7 (Tseng et al,,
2008, Schulz et al., 2013). Stimulierend wirken auch Thiazolidinedione, welche pharmakologisch
in der Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 von Bedeutung sind (Ohno et al., 2012). Supprimie-
rend wirken neben anderen, die insbesondere im Muskel nachweisbare MicroRNA miR-133 und
der transkriptionelle Cofaktor Transducin-like enhancer protein 3 (Trajkovski et al,, 2012, Liu et

al,, 2013, Villanueva et al.,, 2013).

1.4 Relevanz des BAT im Metabolismus

Die Aktivierung des BAT durch Kalte resultiert in einer durch die PKA vermittelten Lipolyse, in
welcher aus intrazellular gespeicherten Triglyzeriden (TG) freie Fettsduren freigesetzt werden
(Cannon and Nedergaard, 2004). Diese liefern bei Mausen bis zu 90 Prozent der Energie, die fiir

die Warmebildung in den braunen Adipozyten benoétigt wird und stellen damit neben Glukose den
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Hauptbrennstoff fiir die Thermogenese (Cannon and Nedergaard, 2004). In der (3-Oxidation wer-
den die freien Fettsduren fiir die Bildung von Reduktionsdquivalenten bendtigt, welche im Fol-
genden in der Atmungskette im Mitochondrium den Aufbau des Protonengradienten gewahrleis-
ten und letztendlich die Ucpl-abhdngige Warmeproduktion ermoglichen (Cannon and
Nedergaard, 2004). Uberdies bewirken freie Fettsduren direkt die Aktivierung des Ucpl
(Fedorenko et al., 2012).

Fettsduren werden iiber die Blutzirkulation iiberwiegend als an Proteine gebundene veresterte
Triglyzeride von den Orten der Bildung und Aufnahme zu den konsumierenden Organen trans-
portiert. Zum einen werden im Darm resorbierte, als Chylomikronen verpackte Nahrungsfette se-
zerniert und zum anderen Very Low Density Lipoproteins (VLDL) in der Leber in intraprandialen
Phasen gebildet (Schlein and Heeren, 2016). Es folgt die intravaskuldre Hydrolyse dieser Trigly-
zeridreichen Lipoproteine (TRL), priméar durch die endothelstandige Lipoproteinlipase (LPL) und
die durch Fettsduretransporter vermittelte Internalisation der entstandenen freien Fettsduren in
den Muskel oder das Fettgewebe. Neben Chylomikronen und VLDL sind im Lipidstoffwechsel Low
Density Lipoproteins (LDL) und High Density Lipoproteins (HDL) von Bedeutung. Wahrend LDL
dem Cholesterintransport von der Leber in die Peripherie dienen, gewéahrleisten HDL den rever-
sen Cholesterintransport von extrahepatischen Organen zur Leber und sorgen so fiir eine Besei-
tigung tiberschiissigen, proatherogenen Cholesterins aus dem Organismus. Die den metaboli-
schen Anspriichen gerecht werdende Verteilung wird tiber die Regulierung der Aktivitat der LPL
durch Apolipoproteine und Angiopoietin-like proteins gesteuert (Nilsson et al., 2011, Davies et al,,
2012). Die zirkulierenden, noch Cholesterin-reichen TRL-Remnants werden letztendlich mittels

Endozytose von der Leber aufgenommen und dort metabolisiert (Kersten, 2014).

Da die LPL-vermittelte Hydrolyse die Geschwindigkeit der Fettsdureaufnahme bestimmt, nimmt
sie eine wichtige Rolle als Gatekeeper im Prozess der Energieverteilung an metabolisch aktive
Gewebe ein (Greenwood, 1985). Eine murine Studie zeigt, dass bei einer Kalteaktivierung des BAT
eben diese LPL-Aktivitat stark stimuliert wird, um die ausreichende Fettsdureversorgung fiir die
Thermogenese sicherzustellen (Bartelt et al., 2011). Eine Manipulation der LPL-Endothel-
Bindung kann durch die Gabe von Heparin erfolgen. Heparin-Dosen, welche in etwa der Erhal-
tungsdosis einer Vollheparinisierung entsprechen, fithren zu einer Dissoziation der LPL vom En-
dothel mit konsekutiv erhdhten intravasalen LPL-Konzentrationen (Chevreuil et al.,, 1993). Bei
einer uneingeschrankten Funktion der LPL an Ort und Stelle, nimmt stimuliertes BAT Triglyzeride
mithilfe des Fettsduretransporters cluster of differentiation 36 (CD36) in die Zelle auf und sorgt so
fiir einen niedrigeren TG-Plasmaspiegel (Bartelt et al., 2011, Schlein et al,, 2016). Zudem erfolgt
LPL-abhangig die Internalisierung ganzer TRL-Partikel {iber das Endothel in die braune Fettzelle
(Bartelt et al.,, 2011). Auch der Plasmacholesterinspiegel wird durch aktiviertes BAT gesenkt, in-

dem die Aufnahme cholesterinreicher Remnants in die Leber beschleunigt wird (Berbee et al.,
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2015). Mause mit humanisiertem Lipoproteinprofil sind durch eine Aktivierung des BAT vor einer
Hypercholesterindmie und der Entwicklung einer Atherosklerose geschiitzt (Berbee et al., 2015).
Erst kiirzlich wurde durch Bartelt et al. gezeigt, dass auch der HDL-Metabolismus an die metabo-
lische Aktivitat thermogener Adipozyten gekoppelt ist. So wird sowohl der HDL-Umsatz, als auch
der Riicktransport des Cholesterins aus der Peripherie zur Leber gesteigert, wenn Thermogenese
betrieben wird (Bartelt et al., 2017). Uberschiissiges Cholesterin wird folgend in Gallensiuren
umgewandelt, welche ihrerseits aktivierend aufs BAT wirken (Worthmann et al., 2017). Anhand

dieser Befunde wird das kardiovaskular protektive Potential des BAT deutlich.

Ebenso schlagt sich der Verbrauch von Glukose durch aktivierte braune Adipozyten im Stoffwech-
sel nieder. Nach oraler Gabe zeigten adip6se Mause eine verstirkte Glukoseaufnahme in das akti-
vierte BAT, mit dem Resultat einer Normalisierung des Ergebnisses eines oralen Glukosetoleranz-
tests zur Evaluierung einer Glukosetoleranzstorung (Bartelt et al., 2011). Dies wird auch durch
eine Transplantation von braunem Fettgewebe erreicht. Bei Empfianger-Mausen war nicht nur
eine verbesserte Glukose-Toleranz zu beobachten, sondern auch die Beseitigung einer Didt-indu-

zierten Insulinresistenz (Stanford et al., 2013).

Auch beim Menschen leisten Glukose und Fettsduren einen wichtigen Beitrag zur Steigerung des
oxidativen Metabolismus im kalteaktivierten thermogenen Fettgewebe (Ouellet et al., 2012). Im
Allgemeinen kann durch eine Aktivierung des BAT mit dem (3-Agonisten Mirabegron der Grund-
umsatz des Organismus um rund 13 Prozent erhoht werden (Cypess et al., 2015). Ebenso weist
kalteaktiviertes BAT eine Verdopplung der Perfusion auf, welche wiederum positiv mit dem Ener-
gieverbrauch des Organismus korreliert (Orava et al.,, 2011). Dariiber hinaus resultiert eine chro-
nische Kélteexposition (zwei Stunden taglich fiir sechs Wochen) in einer erh6hten BAT-Aktivitat
und einem signifikantem Verlust an Korperfettmasse (Yoneshiro et al., 2013a). Dabei zeigt sich
die Reduktion umso grofder, je hoher die BAT-Aktivitit des Probanden ist (Yoneshiro et al.,
2013a). Insgesamt wird bei einem Vergleich BAT-positiver und BAT-negativer Probanden deut-
lich, dass diejenigen mit aktivem BAT eine starkere Kalte-induzierte Thermogenese, einen ver-
starkten Energieverbrauch und eine verbesserte Glukosehomdostase aufweisen (Chondronikola
etal, 2014, Yoneshiro et al,, 20133, Vijgen et al., 2011, Matsushita et al.,, 2014). Diese Beobachtun-
gen sind unabhdngig vom BMI, was Ergebnissen initialer humaner Studien widerspricht. Sie fithr-
ten zur Annahme einer mit steigendem BMI abnehmenden BAT-Aktivitat, wobei eine Korrelation
teilweise nur altersassoziiert festgestellt wurde (Lichtenbelt et al., 2009, Saito et al., 2009a). So
fanden verschiedene Arbeitsgruppen eine abnehmende BAT-Aktivitat mit steigendem Alter und
gleichzeitig hoherem BMI. Bei jungen, schlanken Patienten ist die BAT-Aktivitdt im Allgemeinen
starker (Cypess et al., 2009, Saito et al., 20093, Lichtenbelt et al., 2009). Auch in einer Untersu-
chung des Fettgewebes aus den profunden Halsschichten zeigen jiingere und gleichzeitig schlanke

Patienten eine hohere BAT-Aktivitat als dltere Patienten mit h6herem BMI (Zingaretti etal., 2009).
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Dennoch zeigt eine jiingst veroffentlichte Studie, dass eine Rekrutierung aktiven BATs durch eine
Kalteakklimatisierung (bis zu sechs Stunden pro Tag fiir zehn Tage) auch bei adipdsen Patienten

moglich ist (Hanssen et al.,, 2016b).

Die detaillierte Eruierung der Relevanz einer BAT-Aktivierung fiir den Metabolismus wird mit-
hilfe der hyperinsulindmisch-euglykdmischen Clamptechnik untersucht. Diese Methode dient der
Quantifizierung der insulinabhingigen Glukoseverwertung. Gesunde Probanden, welche nach un-
terschiedlichen Protokollen kalteakklimatisiert wurden, zeigen eine erhohte BAT-Aktivitit ge-
paart mit einer verbesserten Insulinsensitivitiat (Chondronikola et al., 2014, Lee et al., 2014). Auch
Probanden mit Adipositas oder Diabetes mellitus Typ 2 zeigen auf eine BAT-Aktivierung hin eine
verstarkte Glukoseaufnahme und eine Verbesserung der Insulinsensitivitat (Hanssen et al., 2015,
Hanssen et al., 2016a). Zur Steigerung des basalen Energieverbrauchs tragen, dhnlich wie bei
Mausen, Glukose mit rund 30 Prozent und Fettsduren mit rund 70 Prozent bei (Chondronikola et
al,, 2014, Ma and Foster, 1986). Diese aus der Zirkulation stammenden Substrate dienen vermut-
lich der Kompensation der intrazelluldar verbrauchten Lipide (Blondin et al., 2017b). Denn eine
kiirzlich von Blondin et al. verdffentlichte Studie zeigt, dass die Substrate fiir die adaptive Ther-
mogenese beim Menschen insbesondere aus intrazellular gespeicherten Lipiden stammen
(Blondin et al., 2017a). Ob sich die BAT-Aktivierung auf die Komponenten im Lipidmetabolismus
im humanen ebenso wie im murinen Organismus auswirkt, ist zum jetzigen Zeitpunkt nur ansatz-
weise untersucht. So korrelieren die LPL-Expression ebenso wie die Expression von Genen, wel-
che typisch fiir braune Adipozyten sind, in epikardialem Fettgewebe dyslipidamischer Patienten
positiv mit dem HDL-Plasmaspiegel und negativ mit dem Plasmaspiegel der Triglyzeride (Chechi
et al,, 2013). Eine potentielle Rolle des BAT im Lipidmetabolismus unterstreicht auch eine Studie
der Arbeitsgruppe Chondronikola et al., welche iibergewichtige und adipdse Probanden in vivo
anhand etablierter metabolischer Untersuchungsmethoden untersuchte. Der Beitrag kaltestimu-
lierten BATSs zur Lipidmobilisation zeigt sich in der positiven Korrelation mit der Oxidation freier
Fettsduren, der Lipolyse im Fettgewebe und mit dem Triglyzerid-Freie-Fettsduren-Cycling
(Chondronikola, 2016). Eine verzogerte Auswirkung zeigt sich fiir die Plasmaspiegel der TG und
Lipoproteine (Chondronikola, 2016). Wahrend diese nach fiinf Stunden Kilteexposition keine An-
derung aufweisen, wurde am darauf folgenden Tag eine Abnahme der TG- und VLDL-
Plasmaspiegel verzeichnet (Chondronikola, 2016). Die molekulare Untersuchung supraklavikula-
rer Proben thermogenen Fettgewebes zeigt eine Hochregulierung der Gene UCP1, CD36 und LPL
(Chondronikola, 2016).
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1.4.1 Erhohung des Energieumsatzes durch BAT-Aktivierung

Die Ausnutzung des therapeutischen Potentials einer Aktivierung der Thermogenese steht noch
aus. Verschiedene pharmakologische Angriffspunkte, wovon einer der 33-Rezeptor ist, kdnnen in
Betracht gezogen werden. Wahrend friihere Aktivierungsversuche mit 33-adrenergen Agonisten
aufgrund starker unerwiinschter sympathomimetischer Wirkungen scheiterten, stellt der
[Bs-adrenerge Agonist Mirabegron ein vielversprechendes Pharmakon dar (Cypess et al,, 2015).
Zugelassen ist dieses Medikament fiir die Therapie der hyperaktiven Blase. Eine von Patienten gut
tolerierte Dosis von 200 mg/Tag ist, anders als Noradrenalin, in der Lage, die Thermogenese in
humanem BAT zu stimulieren (Cypess et al., 2015, Cypess et al., 2012). Dennoch kénnen potenti-
elle Nebenwirkungen, wie beispielsweise Tachykardie, Bluthochdruck und Harnwegsinfektionen,
den breiten Einsatz beim Menschen limitieren (Thiagamoorthy etal., 2016). Diese unerwiinschten
Wirkungen fehlen bei einer Aktivierung durch Kalte (Cypess et al., 2012). Der Bestimmung kélte-
aktivierter molekularer Targets in zentralen und peripheren Organen kommt daher eine beson-

dere Bedeutung zu (Heeren and Munzberg, 2013).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Thermogene Fettgewebe stellen ein vielversprechendes Target zur Therapie der Adipositas und
Adipositas-bedingter Erkrankungen dar. Die Erforschung der Lokalisation, Morphologie und
Funktion an murinen Modellen ist aufschlussreich, kann die humane Erforschung jedoch nicht
vollstandig ersetzen. Bildgebende Verfahren, wie die kombinierte !8F-FDG-PET/CT eignen sich
nur bedingt dies zu untersuchen, da sie nur eine indirekte Darstellung durch die Aufnahme des
Tracers Glukose erlauben. Eine Erganzung der so gewonnenen Erkenntnisse durch alternative
Untersuchungsmethoden ist notwendig. Durch die molekular-biochemische Bestimmung von
Markern aus Fettgewebsbiopsien gelingt die genaue Charakterisierung und Lokalisierung ther-
mogener Adipozyten. Anhand dieses Verfahrens sollen in dieser Arbeit verschiedene humane
Fettgewebsdepots, die vor und nach einer Herzoperation am gedffneten Thorax gewonnen wur-
den, beziiglich der Existenz thermogener Adipozyten sowie der thermogenen Aktivitat und Kapa-
zitat analysiert werden. Operativ-bedingt erfolgte die kurzzeitige Applikation eines Kéltereizes,
so dass in diesen Proben die spezifische Aktivierbarkeit des thermogenen Programms mittels Ex-
pressionsanalysen bei einzelnen Patienten bestimmt werden sollte. Durch die Wahl eines thera-
peutisch-operativen Kontextes zur Gewebegewinnung sollten so schwer zugingliche thorakale

Depots untersucht werden.
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2 Material und Methoden

Dieses Kapitel stellt die im Rahmen der Promotion angewandten Techniken und verwendeten
Materialien zusammen. Die Gewinnung der Gewebeproben wird beschrieben und die Bedingun-
gen wahrend der Gewinnung werden erldutert. Dazu wird auf den Operationsablauf und auf As-
pekte der Andsthesie eingegangen. Die Methoden der sich anschliefienden molekularbiologischen

Analyse werden dargelegt und die Verfahren der statistischen Datenanalyse genannt.

2.1 Gewinnung humaner Fettgewebsproben

Die fiir die vorliegende Arbeit untersuchten humanen Gewebeproben stammen von Patienten, die
sich im Zeitraum von Januar 2013 bis September 2013 am Universitaren Herzzentrum Eppendorf
behandeln lief3en. Alle Patienten gaben eine schriftliche Einverstindniserklarung zur Verwen-

dung der Gewebeproben zu Forschungszwecken ab.

Die Studie basiert auf Daten von 15 Patienten, die sich einer Operation am eroéffneten Thorax un-
terzogen. Dabei handelte es sich in sechs Fallen um eine aortokoronare Bypassoperation zur Re-
vaskularisierung bei bestehender koronarer Gefafserkrankung und in einem Fall um die Revasku-
larisierung zur Behandlung eines Myokardinfarktes. Die elektive Operation zum Ersatz der Aor-
tenklappe zur Behandlung einer Aortenstenose erfolgte bei einem Patienten. Bei zwei weiteren
Patienten wurde bei kombiniertem Herzklappenvitium zusatzlich zur Aortenklappe auch die Mit-
ralklappe ersetzt. Einer Kombination aus aortokoronarer Bypassoperation und Klappenersatz un-
terzogen sich finf Patienten. Eine detaillierte Auflistung iiber die bei den Patienten durchgefiihr-

ten Operationen und Operationsindikationen findet sich in Tabelle 2.

Die Auswahl der Patienten fiir die Studie erfolgte durch die Operateure. Als Kriterium galt der
intraoperative Einsatz einer Hypothermie mit unabdingbarer Verwendung einer Herz-Lungen-
Maschine (HLM) zur extrakorporalen Zirkulation. Die Hypothermie dient dem Schutz des Myo-
kards vor schadlichen Metaboliten und Schdaden durch eine Hypoxie. Dies wird durch eine Herab-
setzung des Metabolismus und damit einhergehender Reduzierung des Sauerstoffbedarfs er-
reicht. Die gewahlte Operationsmethode schien potentiell geeignet, den Einfluss von Hypothermie

auf humanes Fettgewebe zu untersuchen und damit die Fragestellung dieser Arbeit zu bearbeiten.
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Patient Eingriff Operationsindikation

ACB  Koronare Eingefafierkrankung

! AKE  Hochgradige Aortenklappenstenose

2 AKE  Kombiniertes Aortenklappenvitium mit fithrender hochgradiger Stenose

3 ACB  Koronare Eingefafierkrankung mit hochgradiger Stenose des Ramus interventricularis anterior
AKE  Hochgradige Aortenklappeninsuffizienz bei Endokarditits

4 ACB  Myokardinfakt bei bekannter koronarer Zweigefaflerkrankung

5 ACB  Koronare DreigefaRerkrankung

6 ACB  Koronare ZweigefafRerkrankung mit Beteiligung des linken Hauptstammes

7 ACB  Koronare Dreigefaf3erkrankung mit Hauptstammstenose

8 AKE  Hochgradige Aortenklappenstenose
MKE  Mittelgradige Mitralklappeninsuffizienz

9 ACB  Koronare Herzkrankheit
MKE  Kombiniertes Mitralklappenvitium mit fiihrender hochgradiger Stenose und leichtgradiger Insuffizienz

10 ACB  Koronare Dreigefaf3erkrankung

11 ACB  Koronare Eingefafierkrankung
AKE  Hochgradige Aortenklappenstenose

12 ACB  Koronare DreigefaRerkrankung

13 ACB  Koronare Dreigefifierkrankung

14 ACB  Koronare Dreigefaf3erkrankung
MKE  Mitralklappeninsuffizienz Grad III bei Prolaps des posterioren Mitralsegels

15 AKE  Kombiniertes Aortenklappenvitium mit hochgradiger Stenose und mittelgradiger Insuffizienz

MKE  Kombiniertes Mitralklappenvitium mit mittelgradiger Stenose und mittelgradiger Insuffizienz

Tabelle 2 | Eingriffe und Indikationen pro Patient

Auflistung der Eingriffe und der zugehorigen indizierenden Diagnose fiir jeden Patienten. Patienten mit den Nummern
1,3,8,9,11, 14 und 15 unterzogen sich einer kombinierten Operation. Abkiirzungen: ACB- Aortokoronare Bypassope-

ration; AKE- Aortenklappenersatz; MKE- Mitralklappenersatz

2.1.1 Ablaufder Operation

Nach erfolgreicher Narkoseeinleitung wurde der Patient fiir den Eingriff in Riickenlage gelagert.
Der Zugang zum Herzen erfolgte bei 14 Patienten iiber die mediane Lingssternotomie. Dabei
wurde das Sternum in der Mittellinie er6ffnet. Bei einem Patienten (Nr. 2) wurde eine Thorakoto-
mie als Zugangsweg gewahlt. Fiir diese wird der Thorax iiber einen Interkostalraum eroffnet. Die
Wabhl des Zugangs hatte einen Einfluss auf die Anzahl der gewonnenen Gewebeproben. So konnte
bei einer Thorakotomie kein retrosternales Gewebe gewonnen werden, weil dieses im Brustkorb
verborgen blieb. Es folgte die Vorbereitung der Patienten auf den Anschluss an die HLM. Diese
ermoglichte es dem Operateur am blutleeren, nicht schlagenden Herzen zu operieren. Gleichzeitig
machte sie die Gabe weiterer Medikamente notwendig, welche einen zusatzlichen beeinflussen-
den Faktor fiir das zu untersuchende Fettgewebe darstellten. Das Herz und die Lunge des Patien-
ten wurden aus dem Kreislauf ausgeschaltet und deren Funktion von der HLM {ibernommen. Das
venose Blut stromte passiv vom Patienten in die HLM, wurde dort oxygeniert, von Kohlenstoffdi-

oxid befreit und dem Patienten aktiv zugefiihrt. Integrierte Warmeaustauscher dienten dem Hal-
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ten der Koérpertemperatur, externe Warmeaustauscher machten das Abkiihlen des Blutes mog-
lich. Im néchsten Schritt der Operation wurde das Perikard eroffnet. Nach gesicherter Aufthebung
der Blutgerinnung mittels Heparin erfolgte die arterielle und vendse Kaniilierung der grofden Ge-
fafde. Bei der anschlieféenden extrakorporalen Zirkulation konnte so die Aufnahme des arteriali-
sierten Blutes {liber die Aorta und die Drainage des vendsen Blutes iliber die Venae cavae superior
und inferior gewahrleistet werden. Mit Beginn des kardiopulmonalen Bypasses wurde die Kor-
perkerntemperatur des Patienten kontrolliert um 2 °C bis 5 °C gesenkt. Das Ausmafi der Hypo-
thermie wurde vom Kardiotechniker mit dem Operateur abgestimmt und variierte zwischen den
Patienten (Tabelle 3). Die folgende Einleitung der Kardioplegie schaffte die optimalen Operations-
bedingungen fiir den anschliefienden therapeutischen Eingriff. Fiir die Abkopplung von der HLM
wurde der Patient wieder aufgewarmt. Abschliefdend wurde das Sternum verschlossen und der

Patient zur Uberwachung auf die Intensivstation verlegt.

2.1.2 Beschreibung der Gewebegewinnung

Die Abgabe der zwei Probensatze durch den Operateur erfolgte in der Regel zu zwei Zeitpunkten.
Der erste Probensatz wurde unter normothermer Bedingung gewonnen, welche nach Er6ffnung
des Thorax bis zum Einsatz der HLM vorzufinden war. Der zweite Probensatz wurde nach Einlei-
tung der Hypothermie gewonnen. Dabei waren die Patienten mit einer Temperatur zwischen 32,0
°C und 34,0 °C mindestens 30 Minuten hypotherm. Die ldngste Hypothermiezeit betrug 135 Mi-
nuten. Die Zeitpunkte des Gewebeerhalts wurden vom Operationsvorgehen mitbestimmt und va-
riierten deshalb. Bei dem Patienten mit der Nummer 5 erfolgte die Abgabe gestaffelt. Die Abgabe
epikardialen, perikardialen, mediastinalen und subkutanen Gewebes erfolgte 30 Minuten nach
Beginn der Hypothermie, die Abgabe der retrosternalen Probe erfolgte nach 75 Minuten. Bei den
Patienten mit den Nummern 6 und 7 fiel wahrend der Operation die Entscheidung, keine Hypo-
thermie anzuwenden. Eine genaue Dokumentation iiber die zeitlichen Ablaufe der Gewebegewin-
nung, die gemessenen Temperaturen und die Hypothermiezeiten, aufgelistet fiir alle Patienten,

findet sich in Tabelle 3.
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Patient Uhrzeitbei  Uhrzeitbei  Uhrzeitbei Hypothermie- T (°C)bei T(°C) min.bei

Beginn der  Beginn der Gewebe- dauer bei Gewebe- Gewebe-
Operation Hypothermie abgabe I Gewebe- abgabe I abgabe I
abgabe I
1 09.50 Uhr k.A. 12.30 Uhr k.A. 35,5 31,7
2 k.A. k.A. verschieden k.A. 36,3 31,5
3 k.A. 09.35 Uhr 11.00 Uhr 85 min 36,3 31,4
4 k.A. 14.40 Uhr 15.37 Uhr 57 min 354 31,9
5 k.A. 10.25 Uhr 10.55 Uhr/ 30 min*/ 35,3 32,2
11.40 Uhr 75min**
6 ohne Hypothermie
7 ohne Hypothermie 35,3 36,4
8 13.20 Uhr 13.47 Uhr 14.45 Uhr 58 min k.A. 31,0
9 08.50 Uhr 10.20 Uhr 12.35 Uhr 135 min k. A. 32,0
10 08.30 Uhr 10.25 Uhr 11.15 Uhr 50 min 344 34,0
11 08.20 Uhr 08.50 Uhr 10.50 Uhr 120 min 35,5 32,0
12 14.15 Uhr 15.35 Uhr 16.25 Uhr 50 min 35,1 33,6
13 11.05 Uhr 12.30 Uhr 13.15 Uhr 45 min 36,1 31,9
14 13.20 Uhr 15.15 Uhr 16.20 Uhr 65 min 36,0 31,9
15 13.30 Uhr 13.54 Uhr 15.10 Uhr 76 min 35,1 31,8

Tabelle 3 | Ubersicht iiber zeitliche Eckpunkte im Verlauf der Operation, die Dauer der Hypothermie und die

bei Gewebeabgabe gemessenen Temperaturen fiir jeden Patienten

Gewebeabgabe I erfolgte unter normothermen, Gewebeabgabe Il unter hypothermen Bedingungen. Die Hypother-
miedauer ergibt sich aus der Differenz der Uhrzeit bei Beginn der Hypothermie und Uhrzeit bei Gewebeabgabe II. Bei
dem Patienten mit der Nummer 5 erfolgte die Abgabe gestaffelt. Temperatur-Messort: Blase. Abkiirzung: k.A.- keine
Angabe. *Depot: epikardial, perikardial, mediastinal, subkutan. **Depot: retrosternal.

Durch den Operateur wurden mittels Kauter jeweils kleine Portionen epikardialen, perikardialen,
mediastinalen, retrosternalen und subkutanen Fettgewebes zur Konservierung abgegeben. Abbil-
dung 3 gibt einen Uberblick iiber die Depots. Subkutanes Fett, welches in der Unterhaut zu finden
ist, wurde vom Schnittrand der Hautexzision gewonnen. Im oberen Mediastinum befindet sich
retrosternales Fett. Dieses entspricht der Thymusinvolution und wurde hinter dem Manubrium
sterni gewonnen. Im unteren, vorderen Mediastinum befindet sich dem Zwerchfell aufliegendes
mediastinales Fettgewebe. Perikardiales Fettgewebe haftet dem Herzbeutel von innen und aufsen
an. Epikardiales Fettgewebe liegt dem Epikard auf und bettet die Koronargefafde ein. Individuelle
Eigenschaften der Patienten hatten einen Einfluss darauf, inwiefern der Probensatz vollstindig
gewonnen werden konnte. Die Abgabe blieb aus, wenn unzureichende Mengen des Fettgewebes
vorhanden waren. Die erhaltenen Proben wurden zweigeteilt, um Genexpressionsanalysen und
eventuell folgende histologische Untersuchungen derselben Gewebeprobe zu ermdéglichen. Die
Aufbewahrung erfolgte in Kunststoffrohrchen mit Schraubverschluss (Cryo Tube™ Vial), die vor

Ort unverziiglich mit fliissigem Stickstoff tiefgefroren und in einem Styroporbehélter gelagert
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wurden. Nach dem Erhalt aller Proben erfolgte die Lagerung in einem Tiefkiihlschrank bei -80 °C

bis zur biochemischen Analyse.

Abbildung 3 | Fettdepots

Schematische Darstellung des Thorax im Frontalschnitt (A) und Sagittalschnitt (B). Im Frontalschnitt (A) ist das Peri-
kard eroffnet dargestellt und die Sicht auf das Herz freigegeben. Fettgewebe ist gelb dargestellt. Die Stelle der Fettge-

websentnahme ist durch * gekennzeichnet. Fettgewebe wurde an folgenden Stellen gewonnen: epikardial (e), peri-
kardial (p), mediastinal (m), retrosternal (r), subkutan (s). Weitere Abkiirzungen: Herz (H), Perikard (P), Lunge (L),
Herz im Perikard (HP), Sternum (S).

Die Bestimmung der Temperatur erfolgte iiber eine Temperatursonde in der Blase des Patienten
sowie aufderdem simultan tiber Temperatursonden im arteriellen und vendsen Schenkel der HLM,

sofern diese vom Kardiotechniker installiert wurden.

2.1.3 Ablauf der Andsthesie und perioperative Medikation

Die wahrend der Anasthesie und Operation verabreichten Medikamente wirken in komplexer
Weise auf den Organismus und die untersuchten Fettgewebe. Wahrend sie eine fiir die Operation
erwiinschte Wirkung entfalten, ist ein Teil der Medikation in der Lage auch im thermogenen Fett-
gewebe eine Wirkung auszuiiben (vgl. 4.2). Die Dosierung erfolgte nach anasthesiologischen Stan-
dards mit individueller, dem Patienten angepasster und den Operationsablauf stiitzender Einstel-
lung. Die Applikation erfolgte intravenés, sofern nicht anders angegeben. Einen Uberblick iiber

alle Medikamente, welche eine Relevanz fiir die untersuchten Fettgewebe haben, gibt Tabelle 4.

Die Patienten erhielten zur antithrombotischen Prophylaxe eine Low-Dose-Heparin-Injektion. Sie

waren mindestens sechs Stunden vor der Operation niichtern und hatten seit zwei Stunden keine
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klare Fliissigkeit mehr zu sich genommen. Alle Patienten bekamen eine balancierte Narkose, bei
der Injektions- und Inhalationsanésthetika kombiniert eingesetzt wurden. Zur Pramedikation ka-
men Benzodiazepine mit anxiolytischer und sedierender Wirkung zum Einsatz. Die Patienten er-
hielten eine Stunde vor Beginn der Narkoseeinleitung eine oder eine halbe Tablette (7,5/3,75 mg)
mit dem Wirkstoff Midazolam. Das Opioid Sufentanil wurde als Analgetikum verabreicht. Zur
Muskelrelaxation wurde Pancuronium appliziert. Als volatiles Anadsthetikum wurde Sevofluran
eingesetzt. Abhdangig vom Kreislaufzustand des Patienten wurde als intravendses Andsthetikum
Etomidat oder Propofol infundiert. Durch Opioide und Anasthetika verursachte Blutdruckabfille
wurden neben Lagerungsmafinahmen durch Infusion des Vasopressors Noradrenalin behandelt.
Den Patienten mit den Nummern 1, 4 und 9 wurde auflerdem Adrenalin verabreicht. Dieses
kommt im Allgemeinen zur Behandlung des Low-Output-Syndroms und des Herzstillstands zum
Einsatz (Larsen, 2017b). Zur Vermeidung von Infektionen erfolgte die antibiotische Prophylaxe
mittels Cefuroxim. Die extrakorporale Zirkulation verlangte eine hochdosierte Heparingabe (300-
400 LE./kg KG), um eine Gerinnung des Blutes bei Kontakt mit den Oberflachen der HLM zu ver-
meiden. Die intravendse Applikation erfolgte nach Eréffnung des Perikards und vor Kaniilierung
der grofden Gefafie. Nach Beendigung des Eingriffs wurde zur Antagonisierung Protamin verab-
reicht, welches auf die Gewebeproben keinen Einfluss hatte. Die Gabe des Antifibrinolytikums
Tranexamsdure diente der Reduktion des Blutverlustes wahrend und nach der Herzoperation und

wurde vor der Kaniilierung des Herzens zugefiihrt.

Patient 1,9 2,5,8,11 15 3,6,7,10,12,13,14 4
Tranquilizer Midazolam Midazolam Midazolam Midazolam Midazolam
Analgetikum Sufentanil Sufentanil Sufentanil Sufentanil Sufentanil
Hypnotikum Etomidate Etomidate Etomidate Propofol Propofol
Muskelrelaxans Pancuronium  Pancuronium  Pancuronium Pancuronium Pancuronium
Volatiles Anasthetikum Sevofluran Sevofluran Sevofluran Sevofluran Sevofluran
Antibiotikum Cefuroxim Cefuroxim Cefuroxim Cefuroxim Cefuroxim
Katecholamin Noradrenalin ~ Noradrenalin ~ Noradrenalin Noradrenalin Noradrenalin
Adrenalin - - - Adrenalin
Gerinnungshemmer Heparin Heparin Heparin Heparin Heparin
Glukokortikoid - - Prednisolon - -
Antifibrinolytikum Tranexamsiure Tranexamsiure Tranexamsiure Tranexamsdure Tranexamsdure
Kardioplege Lésung nach Buckberg nach Buckberg nach Buckberg nach Buckberg nach Buckberg

Tabelle 4 | Medikamente wihrend Narkose und Operation

Uberblick tiber die wihrend der Narkoseeinleitung und im Verlauf der Operation applizierten Medikamente mit Rele-
vanz flir die untersuchten Fettgewebe. Praparate sind der jeweiligen Arzneimittelgruppe zugeordnet. Patienten, wel-

che die gleichen Medikamente erhielten, sind gruppiert worden.
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Nach Anschluss der HLM wurde bei allen Patienten eine Kardioplegie nach Buckberg (Koéhler Che-
mie GmbH) durchgefiihrt. Die aus Elektrolyten, Puffersubstanzen und Glukose bestehende Losung
induzierte pharmakologisch einen schlaffen Herzstillstand und diente der Protektion der Myokar-
dzellen des blutleeren, ischdmischen Herzens. Eine detaillierte Auflistung der Komponenten mit
zugehorigen erwiinschten Wirkungen findet sich in Tabelle 5 (Buckberg, 1993, Baretti, 2010). Die
Infusion erfolgte bei abgeklemmter Aorta in die Aortenwurzel, passierte den Koronarkreislauf
und trat am Sinus coronarius in den rechten Vorhof aus, wo sie abgesaugt wurde (Larsen, 2017a).
Dieses Medikament hatte aufgrund des Applikationszeitpunktes- und Ortes ausschliefilich eine

Wirkung auf das unter hypothermen Bedingungen gewonnene epikardiale Fettgewebe.

Kardioplegiel6sung  Stoff Menge pro 500 ml Funktion

Kaliumchlorid 34,91 mmol Induktion des Herzstillstands
Natriumchlorid 16,12 mmol Puffer
Trometamol 17,45 mmol Pufferung der Azidose

Kalte Induktion Citronensaure x H20 0,45 mmol Puffer
Natriumcitrat x 2 H20 2,60 mmol Bindung von Calcium- Ionen
Natriumdihydrogen- 0,47 mmol Puffer
phosphat x 2 H20
Glucose x H20 92,42 mmol Stoffwechselsubstrat
Kaliumchlorid 12,21 mmol Aufrechterhaltung des Herzstillstands
Natriumchlorid 16,90 mmol Puffer
Trometamol 18,30 mmol Pufferung der Azidose

Kalte Reinfusion Citronensaure x H20 0,48 mmol Puffer
Natriumcitrat x 2 H20 2,73 mmol Bindung von Calcium- Ionen
g}a::’rsl;}r:fth:);d}:(;goen- 0,49 mmol Puffer
Glucose x H20 96,93 mmol Stoffwechselsubstrat

Tabelle 5 | Zusammensetzung und Funktion der kardioplegischen L6sung nach Buckberg

Zusammensetzung der zwei fiir das untersuchte Patientenkollektiv relevanten Komponenten der kardioplegischen
Losung nach Buckberg (K6hler Chemie GmbH) mit jeweils entsprechender Mengenangabe und Wirkung im menschli-
chen Organismus. Vereinfachte Darstellung: Jede der Losungen (500 ml) besteht real aus zwei Anteilen (100 + 400
ml). Die Verabreichung des ,Hot Shots“, der dritten Komponente, erfolgte nach Probengewinnung und ist hier nicht

berticksichtigt.

Alle Patienten erhielten zur Vorbereitung auf die Narkose einen peripher-vendsen Zugang. Zur
kontinuierlichen invasiven Blutdruckmessung erfolgte die Einfithrung eines Katheters in die Ar-
teria radialis. Nach Einleitung der Narkose wurde den Patienten ein zentraler Venenkatheter zur
Uberwachung des zentralen Venendrucks und fiir die Applikation von kardiovaskuliren Medika-
menten gelegt. Zur Erfassung der Vitalparameter erhielten alle Patienten ein Standardmonitoring,
bestehend aus einem Elektrokardiogramm zur Beobachtung der Herzaktion, der Pulsoxymetrie

zur Kontrolle der arteriellen Sauerstoffsattigung, der nicht-invasiven Blutdruckmessung sowie
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der Kapnometrie zur Uberwachung der Atmung. Das Einlegen eines transurethralen Blasenkathe-
ters diente neben der Kontrolle der Urinableitung aufierdem der kontinuierlichen Temperatur-
messung iiber eine innenliegende Temperatursonde. Die Beatmung erfolgte {iber einen oral ein-

gefiihrten endotrachealen Tubus mit einem Luft-Sauerstoffgemisch.

2.1.4 Datenerhebung

Alle Patientendaten stammen aus der elektronischen Patientenakte. Insbesondere wurden fiir die
Erfassung der Diagnosen und Dauermedikation die Aufnahmebdgen der Arzte zu Rate gezogen.
Die physiologischen Parameter wurden den Aufnahmeprotokollen des Pflegepersonals entnom-
men. Die Andsthesieprotokolle dienten der Erfassung der perioperativen Medikation. In der Ar-
beit aufgefiihrte Blutwerte sind am Vortag der Operation im Rahmen der routinemafiigen praope-

rativen Diagnostik bestimmt worden.

2.2 Molekularbiologische Analyse humaner Fettgewebsproben

2.2.1 Kits, Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Im Folgenden werden die fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Kits, Reagenzien und Ver-

brauchsmaterialien mit entsprechendem Hersteller genannt:

= mirVana™miRNA Isolation Kit, Thermofisher Scientific Waltham USA

= High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor, Applied Biosystems
Inc. USA

= gPCR Mastermix Plus without UNG, Eurogentec Deutschland

= TaqMan® Gene Expression Assays, Applied Biosystems Inc. USA

= Ethanol pro Analysi, Merck Darmstadt

= Aqua ad iniectabilia, Braun Melsungen

= Kryordhrchen, Sarstedt Niimbrecht

= Metallkugel 4 mm, Quiagen Niederlande

= Pipetten, Greiner Frickenhausen

= Pipettenspitzen, Sarstedt Niimbrecht

= Reaktionsgefafd 2 ml safe-lock, Eppendorf Hamburg
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2.2.2 RNA-Extraktion und Quantifizierung

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus den Gewebeproben, inklusive sehr kleiner RNA-Spezies, kam
das mirVana™ miRNA Isolation Kit zur Anwendung. Bei diesem Kit wird die chemische Extraktion
der RNA mit der Methode der Immobilisation der RNA auf einem Glasfaserfilter kombiniert und

somit auch die Erfassung sehr kleiner RNA-Spezies, wie micro-RNAs, gewdhrleistet.

Es wurde gemafd den Herstellerangaben fiir gefrorenes Gewebe verfahren. Mindestens 20 mg
wurden von jeder Probe eingesetzt. Zur Zerkleinerung und Lyse wurden die Proben im ersten
Schritt mit einer Metallkugel und Lysis/Binding Buffer versetzt und im TissueLyser (Quiagen) ho-
mogenisiert (2 x 3 Minuten bei 20 Hertz). Nach Zugabe von miRNA Homogenate Additive erfolgte
die 10-miniitige Inkubation auf Eis. Die organische Extraktion erfolgte durch Zugabe von Acid-
Phenol: Chloroform mit anschlief3ender Zentrifugation (5 Minuten, 10 000 rpm). Die RNA-
enthaltene, obere Phase wurde abpipettiert, in ein Collection Tube mit Filtereinsatz tiberfiihrt und
einer Prazipitation mit Ethanol p.a. unterzogen. Nach dreimaligem Waschen mit Wash Solution
gemafd Herstellerangaben wurde die RNA in 100 pL RNase-freiem, 95 °C temperiertem Wasser von
der Saule eluiert. Die Losung wurde unverziiglich gekithlt und bis zur RNA-
Konzentrationsbestimmung auf Eis gelagert. Sofern die Proben nicht sofort der cDNA-Synthese

zugefiihrt wurden, erfolgte die Lagerung bei -80°C.

Die RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte am NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer
(Peqglab) mit Messung der Absorption bei 260 und 280 nm. Fiir die Bestimmung der Reinheit der
Probe aus dem Verhaltnis A260/A280 wurden Werte zwischen 1,8-2,1 fiir reine RNA akzeptiert.

2.2.3 Synthese von cDNA

Fiir die Synthese von komplementarer DNA (cDNA) aus RNA wurde das High Capacity cDNA Re-
verse Transcription Kit with RNase Inhibitor verwendet. Die Herstellung der Reaktionsgemische
erfolgte nach den in Tabelle 6 aufgefiihrten Protokollen. Es wurden 400 ng RNA je Probe einge-
setzt. Sofern mehr als 40 ng/pl RNA in der Probe enthalten war, wurde nach Protokoll 1 verfahren.
Fiir Proben die weniger als 40 ng/ul RNA enthielten, war die Modifizierung des Protokolls not-
wendig, um fiir alle Proben eine ausreichende cDNA-Ausbeute zu gewahrleisten. Auf die Zugabe
von Wasser wurde hier, mit dem Ziel ein grofieres Probenvolumen einsetzen zu kénnen, verzich-
tet (Protokoll 2). Die Inkubation von 20 pl Reaktionsvolumen erfolgte im T3 Thermocycler (Bio-

metra®) nach folgendem, in Tabelle 7 aufgefiihrten Protokoll.
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Protokoll 1 Protokoll 2
RNA-Konz.>40ng/ul RNA-Konz.<40ng/ul
Volumen/Rohrchen* Volumen/Rohrchen*
Reverse Transcription Buffer 2,00 ul 2,00 pl
dNTPs Mix 0,80 pul 0,80 ul
Random primers 2,00 ul 2,00 pl
Multi Scribe™ Reverse Transcriptase 1,00 pl 1,00 pl
RNase Inhibitor 1,00 ul 1,00 pul
Nuclease-free (DEPC-treated) H,0 3,20 ul
Zwischensumme 10,00 pl 6,8 ul
Proben-RNA 10 pl 13,2 ul
Summe 20 pl 20 pl

Tabelle 6 | Protokolle fiir die Synthese der cDNA

Fiir eine in der Probe gemessene RNA-Konzentration von >40 ng/ul wurde nach Protokoll 1 verfahren. Fiir eine Kon-
zentration <40ng/ul wurde Protokoll 2 verwendet. Jede Komponente wurde um den Faktor 1,04 als Sicherheitszu-

gabe erweitert.

Zeit Temperatur
10 Minuten 25°C
120 Minuten 37°C
5 Sekunden 85°C
4°C

Tabelle 7 | cDNA-Syntheseprotokoll fiir den Thermocycler

2.2.4 Quantitative real-time PCR

Zur Quantifizierung der Genexpression wurde eine quantitative real time PCR (qPCR) durchge-
fiihrt. Hierzu wurde die zu untersuchende cDNA im Verhéltnis 1:5 verdiinnt. Dieser Verdiinnung
wurde Wasser a.i.,, gPCR Mastermix Plus without UNG und TagMan® Gene Expression Assays filir die
zu bestimmenden Gene zugesetzt. Tabelle 8 enthilt eine Auflistung der untersuchten Gene mit
zugehorigen Assay-On-Demand-Kennzeichnungen. Die qPCR Reaktion sowie die Quantifizierung
des Reaktionsproduktes erfolgten mittels ABI Prism 7900HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems). Zur Auswertung wurde die Softwareversion SDS 2.3 verwendet. Die Berechnung der
Genexpression erfolgte nach der AACr-Methode wie von K. J. Livak und T. D. Schmittgen beschrie-
ben (Livak and Schmittgen, 2001). Die erhaltene Kopienzahl wurde anschlief3end auf die Refe-
renzgene Template-activating factor 1 (TAF1) und Acidic ribosomal phosphoprotein PO (36B4)

normiert.
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Gen Assay on Demand
hTAF1;DYT3 Hs00270322_m1
h36B4 =hRPLPO Hs99999902_m1
hUCP1 Hs00222453_m1
hPRDM16 Hs00922674_m1
hFABP4 Hs00609791_m1
hPPARGC1A Hs01016722_m1
hDIO2 Hs00988260_m1

Tabelle 8 | Auflistung der untersuchten Gene

2.3 Statistik

2.3.1 Beschreibende Statistik

Zur ersten Analyse der Daten wurden sowohl Mittelwert (X), Standardfehler des Mittelwertes

(SEM), Minimum- und Maximumwerte ermittelt, als auch Haufigkeitsauszidhlungen erstellt.

Die Daten der Patienten wurden gekoppelt graphisch dargestellt, um einen Vorher-Nachher-Ver-

gleich fiir je zwei Gene und jede Region zu beschreiben.

Der Einfluss von Faktoren wie Alter, Body-Mass-Index (BMI), Triglyceriden, Cholesterin, HDL und
LDL auf die auf TAF1 normierte Kopienzahl der Gene wurde untersucht. Dazu wurde eine lineare
Regression durchgefiihrt und die Ergebnisse in Streudiagrammen dargestellt. Mit angegeben sind

Bestimmtheitsmaf (R?) und p-Wert.

2.3.2 Inferenzstatistik

Unterschiede der normothermen Daten der fiinf verschiedenen Lokalisationen wurden mit
ANOVA getestet. Anschlieféend wurde der Tukey-Test als post-hoc-Vergleich durchgefiihrt. Zwei-
faktorielle ANOVA wurde benutzt um den Einfluss der Hypothermie auf die sechs Gene zu unter-

suchen. Als post-hoc-Test wurde der Sidak-Test angewendet.

Alle Tests wurden mit einem Signifikanzniveau von a=0,05 durchgefiihrt. Alle statistischen Tests
wurden mit logarithmierten Daten durchgefiihrt, da sich bei einzelnen Vergleichen von Median
und Mittelwert herausstellte, dass nicht normalverteilte Daten zur Verfligung standen. Eine Ge-
gentiiberstellung der Mediane und Mittelwerte ist in Anhang A zu finden. Statistische Analysen

wurden mit GraphPad Prism 6.03 durchgefiihrt. Fiir das Datenmanagement wurde Excel benutzt.

Fiir die Bearbeitung der statistischen Auswertung wurde eine Beratung des epidemiologischen

Instituts des UKE in Anspruch genommen.
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3 Ergebnisse

Dieses Kapitel stellt die im Rahmen der klinisch-experimentellen Studie erzielten Ergebnisse dar.
Dabei wird die untersuchte Stichprobe zunéchst hinsichtlich der physiologischen und klinischen
Merkmale beschrieben. Dies erlaubt die addquate Einordnung der Ergebnisse der Genexpressi-
onsanalysen, die im zweiten Teil prasentiert werden. Die fiinf Fettdepots werden hinsichtlich der
Genexpression von Aktivitiats- und Differenzierungsmarkern des braunen und beigen Fettgewe-
bes untersucht. Im Mittelpunkt der Analyse steht die Frage nach der Auswirkung der Kalteexpo-
sition auf die Genexpression. Um eine Aussage zu treffen, werden im Folgenden die Genexpressi-
onsraten unter hypothermen in Relation zu denen unter normothermen Bedingungen vorgestellt.
Dann werden die Patienten spezifisch hinsichtlich der Genexpression in Bezug auf die Zeit der
Kalteexposition analysiert. Somit erfolgt zusatzlich zur Beurteilung der statistischen Signifikanz
einer etwaigen kalteaktivierten Genexpressionsinduktion, die Beurteilung der individuellen Rele-
vanz einer solchen. Im letzten Teil wird mittels linearer Regressionsanalyse untersucht, ob die
Variabilitiat der Genexpression durch ausgewdahlte physiologische und metabolische Marker zu

erklaren ist.

3.1 Charakterisierung der Untersuchungsgruppe

3.1.1 Physiologische Merkmale

Die Altersverteilung in der Untersuchungsgruppe lag zum Zeitpunkt der Operation zwischen 55
und 82 Jahren. Das Durchschnittsalter der Gruppe betrug 71,4 Jahre, mit einem Standardfehler
des Mittelwerts (standard error of the mean-SEM) von 2,0 Jahren (Abbildung 4-A). Im Schnitt hatte
die Untersuchungsgruppe eine Koérpergrofie von 170,9 cm (SEM 1,1 cm) und ein Gewicht von 80,2
kg (SEM 2,6 kg). Aus diesen Daten lasst sich der Body-Mass-Index errechnen. Dieser gibt indirekt
Aufschluss iiber die Fettmasse des Korpers und wird zur Klassifizierung einer Adipositas heran-
gezogen. Mit einem durchschnittlichen BMI von 27,7 kg/m? war die untersuchte Gruppe nach der
Klassifizierung der Weltgesundheits-Organisation gréfdtenteils tibergewichtig. Lediglich ein Drit-
tel der Gruppe wies ein Normalgewicht auf (Patienten Nr. 8, 10, 12, 13, 15). Sieben Patienten wa-
ren praadipés, sie zeigten einen BMI zwischen 25 und 29,9 kg/m? (Patienten Nr. 1, 2,3, 4, 5, 7, 9).
Von den drei iibrigen Patienten zeigten zwei (Patienten Nr. 6, 11) eine Adipositas ersten Grades

und ein Patient (Patient Nr. 14) eine Adipositas zweiten Grades. (Abbildung 4-B)
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Abbildung 4 | Physiologische Merkmale der Untersuchungsgruppe

Darstellung der Altersverteilung (A) und der Verteilung des BMI (B) innerhalb der Untersuchungsgruppe. Verwen-
dung unterschiedlicher Symbole fiir mdnnliche und weibliche Patienten. (B) Schraffierte untere Flache: Normalge-
wicht; Weifde Flache: Praadipositas; Schraffierte obere Flache: Adipositas. Darstellung mit X + SEM; n=15. Genaue
Mafizahlen sind in Tabelle 9 zu finden.

Die Lebenszeitpravalenz der Erkrankung KHK ist in Deutschland fiir Manner doppelt so hoch wie
fur Frauen. 30 Prozent der Manner bekommen in ihrem Leben eine KHK, wahrend dies nur bei 15
Prozent der Frauen diagnostiziert wird (Herold, 2011). Zudem werden deutlich mehr Manner als
Frauen bei bestehender KHK operiert (Oswalt, 2016). Dies schlug sich in der Geschlechtervertei-
lung der Untersuchungsgruppe nieder. Mit 86,8 Prozent machten Personen maénnlichen Ge-
schlechts einen Grofsteil der untersuchten Stichprobe aus. Zwei der insgesamt 15 Patienten waren
weiblichen Geschlechts (Patienten Nr. 8, 9). Die Parameter Alter, BMI, Grofde, Gewicht und Ge-
schlecht wurden fiir die 15 Patienten vollstindig erfasst. Eine Ubersicht iiber die Lage- und Streu-
ungsmafie fiir die Parameter Alter, BMI, Grofie und Gewicht findet sich in Tabelle 9. Zusammen-
fassend war die untersuchte Stichprobe eine relativ homogene Gruppe alterer Manner, welche

sich mehrheitlich iibergewichtig prasentierten.

(n=15) X SEM Spannweite
Alter (Jahre) 71,4 * 2,0 (55-82)
Grofie (cm) 1709 * 1,1 (165-178)
Gewicht (kg) 80,2 + 2,6 (63,6 -97,8)
BMI (kg/m?) 27,7 + 1,0 (23,4-359)

Tabelle 9 | Ubersicht iiber die physiologischen Merkmale
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3.1.2 Klinische Charakterisierung

In der untersuchten Gruppe bestand eine Multimorbiditdt mit durchschnittlich drei Dauerdiagno-
sen pro Patient. Bei einem Patienten (Patient Nr. 14) bestanden fiinf Erkrankungen parallel, dieser
zeigte ebenfalls den héchsten BMI der untersuchten Gruppe. Zwei Patienten hatten lediglich eine
diagnostizierte Vorerkrankung, die gleichzeitig auch Behandlungsgrund war. In die Analyse ein-
bezogen wurden kardiovaskuldre Diagnosen und metabolische Erkrankungen. Dazu gehort die
koronare Herzkrankheit, die bei 12 der 15 Patienten diagnostiziert war. Acht der 15 Patienten
wiesen Klappenvitien auf. Davon hatten fiinf Patienten ein isoliertes und drei Patienten ein kom-
biniertes Klappenvitium. Die Diagnose Hypertonie fand sich bei elf Patienten. Unter Vorhofflim-
mern (VHF) litten vier Patienten. Ein Patient hatte einen Diabetes mellitus und vier Patienten eine
nicht ndher bezeichnete Hyperlipidamie. Wahrend also fiinf Patienten eine metabolische Erkran-

kung aufwiesen, waren zehn Patienten metabolisch gesund. Einen Uberblick gibt Tabelle 10.

Diagnose Haufigkeit
Klappenvitium 8/15
KHK 12/15
Hypertonie 11/15
VHF 4/15
Hyperlipidamie 4/15
Diabetes 1/15

n* Diagnosen/Patient 3

Spannweite (1-5)

Tabelle 10 | Hiaufigkeiten unterschiedlicher Diagnosen in der Stichprobe

Beriicksichtigt wurden das Herz-Kreislaufsystem betreffende Diagnosen und Stoffwechselerkrankungen. Der Punkt
Klappenvitium umfasst Stenosen und Insuffizienzen der Aorten- und Mitralklappe. Kombinierte Vitien stellen eine
Diagnose dar. Abkiirzungen: KHK-Koronare Herzkrankheit; VHF-Vorhofflimmern; n*-durchschnittliche Anzahl.

Flr die Therapie der Grunderkrankungen der Patienten ist die tagliche Einnahme von Medika-
menten unerlasslich. Im Durchschnitt nahmen die Patienten der Untersuchungsgruppe vier Me-
dikamente pro Tag ein. Die Spannweite betragt zwei bis sechs Medikamente pro Tag. Die in der
untersuchten Stichprobe am stiarksten vertretene Arzneimittelgruppe waren Protonenpumpen-
Inhibitoren (PPI), welche von 80 Prozent der Patienten eingenommen wurden. $-Adrenozeptor-
Antagonisten (auch B-Blocker genannt) gehorten zur taglichen Medikation von 73,3 Prozent der
Untersuchungsgruppe und machten somit die zweithdufigste Medikamentengruppe aus. Dabei
wurden die Praparate Metoprolol und Bisoprolol, welche eine hohe [3;-Affinitat aufweisen, addiert

von zehn Patienten taglich eingenommen. Nebivolol, mit hoher (;-Affinitdt und zuséatzlicher va-
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sodilatierender Wirkung, wurde von einem Patienten taglich eingenommen. Zwei Drittel der Un-
tersuchungsgruppe nahmen Medikamente ein, welche ihre Wirkung im Renin-Angiotensin-Al-
dosteron-System entfalten. Vier Patienten nahmen ACE-Hemmer und weitere sechs Patienten
nahmen Angiotensin;-Rezeptorantagonisten ein. Anndhrend 47 Prozent der Patienten bekamen
taglich Statine (HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren), wovon ein Patient ein mit einem Cholesterin-
senker kombiniertes Praparat einnahm. Ebenso hatten knapp 47 Prozent der Patienten in der Un-
tersuchungsgruppe Acetylsalicylsdure (ASS) in ihrer taglichen Medikation. Dieses wurde mindes-
tens sieben Tage vor der Operation pausiert. Zwei weitere Patienten nahmen einen zusatzlichen
Thrombozytenaggregationshemmer, welcher im Vorfeld der Operation ebenso pausiert wurde,
ein. Vier Patienten nahmen téglich einen Calcium-Kanalblocker ein. Vier weitere Patienten beka-
men taglich ein Diuretikum, welches im Vorfeld der Operation abgesetzt wurde. Der Diabetespa-
tient wurde mit einer taglichen Gabe von Metformin und Sitagliptin behandelt. Diese wurden 24
Stunden vor der Operation abgesetzt. Ein Patient bekam die Antibiotika Gentamicin und Sultami-
cillin. Bei jeweils einem Patienten beinhaltete die tagliche Medikation Tamsulosin, Vitamin D3 und

Magnesium. In Tabelle 11 ist die Medikation spezifisch fiir jeden Patienten aufgelistet.

Durch die Erfassung chemischer Kenngréf3en aus dem Blut eines Patienten konnen biochemische
und physiologische Vorgidnge des Korpers abgebildet werden. Dabei ermdglicht die Bestimmung
von Stoffwechselparametern eine Einschdtzung hinsichtlich der metabolischen Gesundheit eines
jeden Patienten. Untrennbar mit dem Glukose- und Lipidmetabolismus des Organismus verbun-
den ist die Funktion thermogenen Fettgewebes. Glukose und aus VLDL und LDL stammende freie
Fettsduren dienen den thermogenen Adipozyten als Brennstoff (Cannon and Nedergaard, 2004).
Eine Aktivierung thermogenen Fettgewebes resultiert in gesenkten Triglycerid- und Cholesterin-
plasmaspiegeln (Bartelt et al.,, 2011, Berbee et al., 2015). Auch wirkt sich eine Aktivierung, wenn
auch nicht im Sinne einer Plasmaspiegelsenkung, auf den Umsatz des HDL aus (Bartelt et al.,

2017).

Eine wichtige Kenngrofie des Glukosestoffwechsels ist der Anteil glykierten Himoglobins am Ge-
samthamoglobin (HbA1c), welcher die Blutglukosekonzentration der vergangenen acht Wochen
widerspiegelt. Fiir zehn der Patienten aus der Untersuchungsgruppe lagen Werte vor. Mit einer
Spannweite von 5,1 Prozent bis 6,0 Prozent befanden sich alle Werte im Referenzbereich. Der

durchschnittliche HbA;. betrug 5,5 Prozent mit einem SEM von 0,1 Prozent.
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Metoprolol X X X X
B-Blocker Bisoprolol X X X X
Nebivolol X
ACE-Hemmer Ramipril X X X
AT,-Antagonist Candesartan X X X X
CalcblixoTli{:rnal- Amlodipin X X X
Hydrochloro-
Diuretika thiazid
Torasemid X X
Simvastatin X X X
Statine/ Atorvastatin X
Cholesterin-
senker Fluvastatin
Ezetimib/
Simvastatin
ASS X X X X
Thrombozyten-
aggregations- Clopidogrel
hemmer
Ticagrelor X
Metformin X
Antidiabetika
Sitagliptin X
PPI Pantoprazol X X X X X X X X
Gentamicin
Antibiotika
Sultamicillin
a-ﬁf::]f::r- Tamsulosin X
Vitamin D3 Cholecalciferol X
. Magnesium
M Isstoff
ineralssto (40 me) X

Durchschnittliche Anzahl von Medikamenten pro Patient: 4

Tabelle 11 | Ubersicht iiber die tigliche Medikation jedes Patienten

Die Praparate wurden den jeweiligen Arzneimittelgruppen zugeordnet und fiir jeden Patienten einzeln erfasst. Das
Kreuzchen kennzeichnet die Einnahme. Abkiirzung: ASS-Acetylsalicylsdure, PPI-Protonenpumpen-Inhibitor.

Kennzeichnende Parameter des Lipidmetabolismus sind die Triglyceride und das Gesamtcholes-

terin, welches weiter unterteilt werden kann in HDL-Cholesterin und LDL-Cholesterin. Fiir 9 der

15 Patienten waren diese Werte verfiigbar. Der Gesamtcholesterin-Durchschnittswert liegt mit

175,6 mg/dl im Referenzbereich. Die Spannweite zeigt hingegen, dass der Gesamtcholesterinwert

einzelner Patienten auféerhalb des Referenzbereichs liegt. Zwei Patienten haben eine Hypercho-

lesterindmie und zwei Patienten liegen mit ihrem Gesamtcholesterinwert unterhalb der unteren

Grenze. Somit haben sechs Patienten einen Gesamtcholesterinwert im Referenzbereich. Der SEM
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betrdgt 10,1 mg/dl. Das durchschnittliche HDL-Cholesterin liegt mit 47,4 mg/dl im Referenzbe-
reich, der SEM betragt 3,6 mg/dl. Ein Patient zeigt einen niedrigeren Wert, zwei Patienten zeigen
hohere Werte als den empfohlenen Wert. Auch das LDL-Cholesterin liegt mit dem Durchschnitts-
wert von 97 mg/dl im Referenzbereich. Der SEM betragt 8,3 mg/dl. Die LDL-Werte aller Patienten
liegen zwischen 78 mg/dl und 144 mg/dl und somit alle im empfohlenen Bereich. Die Trigly-
ceride liegen im Durchschnitt bei 155,6 mg/dl mit einem SEM von 25,7 mg/dl. Auch in diesem Fall
liegt der Durchschnittswert im Referenzbereich. Die Verteilung der Werte variierte jedoch von 61
mg/dl bis 263 mg/dl. Zwei der neun Patienten, fiir die Werte vorlagen, haben eine Hyper-Tri-
glyzeridamie. Ein Patient weist einen Triglyzeridwert unterhalb des Referenzbereichs auf. An-
hand der Analyse wichtiger metabolischer Kenngrofden lasst sich die Untersuchungsgruppe ins-
gesamt als metabolisch intakt einstufen. Dies schliefdt physiologische Zustdnde ebenso ein, wie
adiquat therapierte Erkrankungen. Einige Patienten zeigen abweichende Werte. Inwiefern diese
eine Variabilitit in der Expression thermogener Gene erklaren konnen, soll Gegenstand weiterer

Untersuchungen sein (vgl. 3.3).

Die Funktion thermogener Adipozyten ist abhdngig von einer addquaten sympathischen Aktivie-
rung und unterliegt zudem einer Regulierung durch Hormone. Thyreoidea-stimulierendes Hor-
mon (TSH) ist ein Hormon, welches eine wichtige Rolle in der Schilddriisenfunktion spielt. Schild-
drisenhormone wiederum spielen eine wichtige Rolle in der transkriptionellen Regulierung der
Thermogenese (Ribeiro et al., 2001, Ribeiro et al., 2010, Wulf et al., 2008). Somit ist ein intakter
thyreotroper Regelkreis wichtig fiir die Funktion brauner und beiger Adipozyten. Der durch-
schnittliche TSH-Wert der untersuchten Gruppe betragt 0,98 mU/L. Der SEM liegt bei 0,1 mU/L.
Damit hat die gesamte Untersuchungsgruppe, auch bei Betrachtung der Spannweite mit Werten
zwischen 0,34 mU/L und 2,10 mU/L, ein TSH im Normbereich. Eine Ubersicht iiber alle vorge-
stellten Werte bietet Tabelle 12.

Blutwerte X SEM Spannweite Referenzbereich
HbAlc (%) 55 + 01 (51-6,0) (4,3-6,1)
Cholesterin total (mg/dl)  175,6 * 10,1 (142 -217) (150- 200)

HDL (mg/dl) 47,4 + 36 (33-66) (35-55)

LDL (mg/dl) 97,0 + 83 (78 - 144) <160

Triglyceride (mg/dl) 155,6 + 25,7 (61-263) (70-180)

TSH (mU/L) 0,98 + 01 (0,34-2,10) (0,27-4,20)

Tabelle 12 | Ubersicht iiber metabolische und hormonelle Parameter

Fiir die Berechnung der Lage- und Streuungsmafie standen unterschiedlich grof3e Datensatze zur Verfiigung: HbAlc
(n=10); Cholesterin total, HDL, LDL und Triglyceride (n=9); TSH (n=15).
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3.2 Expressionsanalyse adipozytirer Gene in humanen Fettgewebsdepots

Alle vorhandenen Fettgewebsproben wurden fiir die molekularbiochemische Analyse aufbereitet.
Ein vollstandiger Probensatz umfasst zehn Gewebeproben fiir jeden Patienten, wobei fiinf Proben
unter normothermen (Probensatz 1) und fiinf Proben unter hypothermen Bedingungen (Proben-
satz II) gewonnen wurden. Insgesamt wurden somit 15 Proben pro Gewebe und Zustand ange-
strebt. Tabelle 13 gibt einen Uberblick iiber die tatsidchlich gewonnenen Proben. Nichtrealisierun-
gen hatten operative und individuelle Griinde. So lief} in einem Fall das Operationsvorgehen die
Abgabe nicht zu. Durch die Zugangsmethode, der Thorakotomie, war das retrosternale Fettdepot
nicht zuganglich. In der Mehrheit der Falle konnte keine Probe abgegeben werden, wenn der Pa-
tient nicht liber ausreichende Mengen an Fettgewebe verfiigte und die Abgabe somit nicht ver-
tretbar war. Bei den Proben des Probensatzes Il fehlen jeweils zwei Proben, da intraoperativ bei
zwei Patienten die Entscheidung getroffen wurde, auf die Anwendung einer Hypothermie zu ver-

zichten.

Es wurden fiir die RNA-Extraktion 20 mg bis 40 mg Gewebe je Probe eingewogen. Die Fettgewebs-
proben stellten sich makroskopisch gelb dar. Anhang C gibt einen Uberblick iiber die RNA-

Ausbeute der Gewebeproben pro Patient, Zustand und Gewebe.

Gewebe n Probensatz I n Probensatz I
(normotherm) (hypotherm)
Epikardial 12 13
Perikardial 14 11
Retrosternal 9 7
Mediastinal 13 11
Subkutan 15 13

Tabelle 13 | Ubersicht iiber die Anzahl der Proben pro Gewebe

Ein vollstandiger Satz umfasst 15 Proben pro Gewebe und Zustand (normotherm/hypotherm).

3.2.1 Expressionsanalyse adipozytirer Gene unter Normothermie

Um eine Aussage hinsichtlich der Expressionsraten von Aktivitats- und Differenzierungsmarkern
braunen und beigen Fettgewebes zu treffen, werden die unter normothermer Bedingung gewon-
nenen Gewebeproben analysiert. Dazu werden die absoluten auf den Housekeeper normierten
Kopienzahlen zwischen den flinf Depots verglichen. Um eine gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse
zwischen den Geweben zu gewdahrleisten, ist einer von zwei gemessenen Housekeepern fiir die
Normierung der Werte ausgewahlt worden. Wenn auch statistisch nicht signifikant, unterlag der

Housekeeper 36B4 einer ausgepragteren interventionell abhdngigen Regulierung als der House-
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keeper TAF1, weshalb letzterer verwendet wurde (Anhang B). Analysiert wurden epikardiale, pe-

rikardiale, retrosternale, mediastinale und subkutane Fettgewebe.

UCP1 ist eines der wichtigsten Proteine der adaptiven Thermogenese und kommt ausschliefilich
in braunem und beigem Fettgewebe vor (Cannon and Nedergaard, 2004). Auch wenn die physio-
logische Relevanz einer UCPI-Induktion Gegenstand aktueller Diskussionen ist, wird die UCP1-
Expression oft als Marker fiir die thermogene Kapazitit herangezogen (Nedergaard and Cannon,
2013). Zusatzlich wurden weitere Indikatoren der thermogenen Aktivitit gemessen. PGClq,
PRDM16 und DIOZ sind Gene, deren Translationsprodukte an der Regulierung der adaptiven Ther-
mogenese beteiligt sind (vgl. 1.3). Auferdem wurde FABP4 als Fettgewebsmarker bestimmt
(Bernlohr et al., 1985).

Die Expression von UCP1 war in epikardialem und mediastinalem Fettgewebe in vergleichsweise
grofderem Ausmafi detektierbar, wihrend sie in perikardialem und insbesondere in subkutanem
Gewebe an der Nachweisgrenze lag. Die epikardialen und mediastinalen Fettgewebe weisen eine
um rund 90 Prozent hohere Expressionsrate auf, als die subkutanen oder perikardialen Fettge-
webe (Abbildung 5-A). Auch in retrosternalem Gewebe ist eine signifikant hohere UCPI-
Expression detektierbar als in subkutanem Fettgewebe, wenngleich hier niedrigere auf TAF1 be-
rechnete Kopienzahlen vorliegen als in epikardialem und mediastinalem Fettgewebe. Diese Kons-
tellation zeigt sich fiir die tibrigen Gene nicht. PGC1a ist ein Marker fiir die mitochondriale Bioge-
nese und damit Surrogatmarker fiir die thermogene Aktivitat. In epikardialem Fettgewebe ist es
signifikant schwéacher exprimiert als in perikardialem Gewebe, im Vergleich zu retrosternalem
und mediastinalem Gewebe sogar deutlich schwacher (Abbildung 5-B). Kein Unterschied zeigt
sich fiir die PGC1a-Expression zwischen epikardialem und subkutanem Gewebe. Ahnliche Muster
kennzeichnen die Expression von PRDM16. In epikardialem Fettgewebe ist ein deutlich niedrige-
rer PRDM16-Gehalt als in allen iibrigen Geweben detektierbar (Abbildung 5-C). Das Gen DIOZ ist
in den verschiedenen Fettgewebsdepots dhnlich schwach exprimiert (Abbildung 5-D). Alle Gewe-
beproben weisen hohe FABP4-Expressionsraten auf (Abbildung 5-E). Die Bestimmung dieses
Gens erfolgte um nachzuweisen, dass die gewonnenen Proben tatsiachlich Fettgewebe enthalten.
Obwohl auch zum Teil in Vorlauferzellen der stromavaskularen Fraktion nachzuweisen, wird
FABP4 hauptsachlich von Adipozyten exprimiert (Shan et al., 2013). Insgesamt zeigt sich, dass
sich die Expressionsraten der bestimmten Gene zwischen den Geweben unterschiedlich verhal-
ten. So findet sich im perikardialen Fettgewebe eine deutlich niedrigere UCPI-Expressionsrate als
im epikardialen Fettgewebe, wohingegen die PGC1a-und PRDM16-Expressionen gegenlaufig re-
guliert sind. Die Ergebnisse stehen in einem Widerspruch, da alle drei Gene von Bedeutung fiir die

Regulierung und Funktion der thermogenen Aktivitat sind.
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Abbildung 5 | Expressionsanalyse adipozytirer Gene in den Fettgewebsdepots unter Normothermie

Die Gewebe aus fiinf Fettdepots wurden prapariert und die Expression der Gene (A-E) mittels Tagman®-Technologie

bestimmt. Aufgetragen sind absolute, auf TAF1 normierte Kopienzahlen. Darstellung der Daten als Mittelwert + SEM.

Epikardial: n=12, perikardial: n=13(A)/14(B, C, D, E), retrosternal: n=5(A)/9(B, C, D, E), mediastinal n=11(A, D)/13(B,

C, E), subkutan: n=10(A, D)/15(B, C, E). Abweichungen in der Anzahl ergeben sich, weil durch den Tagman® Werte als

yundetermined” ausgegeben wurden. Einseitige Varianzanalyse, post-hoc: Tukey-Test, 95% Konfidenzintervall, P < 0,05:

* P <0,01:*, P<0,001: **% P < 0,0001: ****,

Die absolute Expression von UCPI ist mit der absoluten Expression von PRDM16 vergleichbar.

Verglichen mit der PGC1a-Expression ist sie jedoch 10-fach niedriger, verglichen mit der absolu-

ten FABP4-Expression deutlich, namlich 1000-fach niedriger.
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3.2.2 Verhalten der Genexpression bei Einfluss von Hypothermie

Bei Kalteexposition werden das braune und das beige Fettgewebe sympathisch aktiviert (Cannon
and Nedergaard, 2004). Dies resultiert auf molekularer Ebene in einem Anstieg der Expressions-
raten von Genen, die fiir die Thermogenese unerlasslich sind (Cannon and Nedergaard, 2004). Um
den Einfluss der intraoperativ angewandten Hypothermie auf die Genexpressionsraten in der Un-
tersuchungsgruppe zu analysieren, wird die auf den Housekeeper TAF1 bezogene, durchschnitt-

liche Kopienzahl der hypothermen ins Verhéltnis zur normothermen Genexpression gesetzt.

Der auf einen Kaltereiz zu erwartende Anstieg der Aktivitdts- und Differenzierungsmarker ther-
mogener Fettgewebe zur Initiierung der Thermogenese bleibt grofdenteils aus. Ein signifikanter
Unterschied in der Genexpression eines adipozytaren Gens zwischen den verglichenen Gewebe-
proben zeigt sich in einem Fall, wobei dieser in einer Abnahme besteht. UCP1 wird in retrosterna-
lem Gewebe unter hypothermen Bedingungen signifikant schwicher exprimiert als unter
normothermen Bedingungen. Es findet sich eine um rund 80 Prozent verminderte Expression ver-
glichen zur basalen Genexpressionsrate (Abbildung 6-C). Mit einer Reduzierung der Genexpres-
sion um 76 Prozent zeigt sich eine Tendenz in diesem Sinne auch fiir UCP1 in mediastinalem Ge-
webe, die jedoch statistisch nicht signifikant ist (Abbildung 6-D). Bei Entfernung des Maximalwer-
tes zeigt sich eine Reduktion der Genexpression um 50 Prozent. Im Gegensatz dazu ist im anato-
misch nah gelegenen perikardialen Gewebe ein hoherer UCP1-Gehalt unter Hypothermie als unter
Normothermie detektierbar. Die fast sechsfache Induktion relativiert sich bei Entfernung des obe-
ren Ausreifers zu einer immer noch doppelt so hohen Genexpression nach Kilteexposition. Eine
Ansprache auf den Kaltereiz kann aufderdem fiir DIOZ festgestellt werden, jenem Gen, welches fiir
die lodothyronin-Deiodinase Typ 2 kodiert und mafigeblich an der Regulation der UCPI-
Induktion beteiligt ist (Arrojo etal.,, 2013). In perikardialem Gewebe hat sich die durchschnittliche
Expression von DIOZ nach Kalteinduktion verdoppelt (Abbildung 6-B). In gleicher Weise verhalt
sich die Expression im retrosternalen Fettdepot. Es lasst sich eine mehr als doppelt so hohe Gen-
expression nach Kalteexposition ablesen, eine Abschwachung des Effektes auf eine 1,4-fache In-
duktion ergibt sich bei Entfernung des hohen Wertes (Abbildung 6-C). Im epikardialen sowie auch
im subkutanen Fettdepot zeigen sich keine Anderungen der Genexpressionsraten nach Einfluss
von Kalte (Abbildung 6-A und E). Zusammenfassend ist der Einfluss der intraoperativen Hypo-
thermie auf die untersuchten Fettgewebe gering. Aus den Ergebnissen geht jedoch auch hervor,
dass UCP1 und DIOZ im Gegensatz zu den tibrigen Genen veranderte Expressionsraten zeigen. Die-
ser Befund dient im folgenden Teil der Untersuchung eines etwaigen Zusammenhanges zwischen
der Variabilitat der Genexpressionsrate und der individuellen Hypothermiedauer eines jeden Pa-

tienten.
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Abbildung 6 | Verhalten der Genexpression unter Hypothermie in Relation zur Genexpression unter

Normothermie

Die unter hypothermen Bedingungen gewonnenen Gewebe aus fiinf Fettdepots (A-E) wurden prapariert und die Gen-

expression mittels Tagman®-Technologie bestimmt. Aufgetragen ist die relative Genexpression. Darstellung der Da-

ten als Mittelwert + SEM. n der normothermen Daten wie in Abbildung 5. Hypotherme Daten wie folgt:

(A) n=12(FABP4)/13 (UCP1, PGC1la, PRDM16, DIO2); (B) n=10 (UCP1, DI02)/11 (PGC1a, PRDM16, FABP4); (C) n=6
(UCP1)/7 (PGC1a, PRDM16, DIO2, FABP4); (D) n=9 (DI02)/10 (UCP1)/11 (PGC1a, PRDM16, FABP4); (E) n=7 (UCP1)/
10 (D102)/13 (PGC1a, PRDM16, FABP4). Abweichungen in der Anzahl ergeben sich, weil durch den Tagman® Werte

als ,undetermined” ausgegeben wurden. Zweiseitige Varianzanalyse, post-hoc: Siddk- Test, 95% Konfidenzintervall, P <

0,001 ***,

3.2.3 Patientenspezifische Analyse fiir UCP1 und DIOZ2 in den Fettgewebsdepots

Die bisher durchgefiihrte Analyse der Mittelwerte verdeckt unweigerlich die Heterogenitat der

Untersuchungsgruppe. Gerade in kleinen Stichproben ist davon auszugehen, dass der Einfluss un-

terschiedlicher Storfaktoren, die eine Streuung der unterschiedlichen Merkmalsauspragungen
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bedingen, nicht ausgeglichen werden kann. In diesem Teil soll deshalb eine differenzierte Betrach-
tung der Daten stattfinden, was eine Beriicksichtigung medizinisch-biologischer Aspekte erlaubt
und zusatzlich zur statistischen Signifikanz die individuelle Relevanz der Genexpressionsdnde-
rung abbildet. Insbesondere UCPI und DIOZ2 zeigten Anderungen in den Expressionsraten in drei,
beziehungsweise zwei Geweben. Fiir diese Gene wird eine Analyse der Expression spezifisch fiir
jeden Patienten vorgenommen. Dazu werden die Genexpressionsraten und deren Anderung unter

der Kalteexposition beurteilt und individuelle Hypothermiezeiten der Patienten verglichen.

3.2.3.1 Epikardial

Epikardiales Gewebe weist bei der statistischen Auswertung, verglichen zu den iibrigen Geweben,
die hdochste basale UCP1-Expression auf. Unter normothermen Bedingungen ist hier signifikant

mehr UCP1-Expression vorhanden, als in den perikardialen und subkutanen Fettdepots.

In den aufgeschliisselten Daten zeigen sich bei Betrachtung der basalen Genexpressionsraten zwei
Gruppen. Eine Gruppe, der vier Patienten zuzuordnen sind (Patienten Nr. 2, 3, 5, 9), zeigt bis zu
16 Mal hohere UCP1-Expressionsraten als die andere Gruppe, welche aus sieben Patienten besteht
(Abbildung 7-A). Der Vergleich von sich etwaig liberschneidenden individuellen Stérfaktoren zwi-
schen den beiden Gruppen zeigt interessanterweise einen Unterschied fiir die Einnahme von
[B-Adrenozeptor-Antagonisten. In der Untersuchungsgruppe gibt es vier Patienten, zu deren tagli-
cher Medikation kein (3-Blocker gehorte. Wahrend bei einem dieser vier Patienten auf die Abgabe
epikardialen Fettgewebes verzichtet wurde, gehoren die anderen drei zu der Gruppe der Patien-
ten, welche hohe UCP1-Expressionsraten aufweist. Nur ein Patient dieser Gruppe nahm taglich
einen 3-Blocker ein, so wie alle Patienten der Gruppe mit niedriger UCP1-Expression. Bedeutsam
fiir die Signaltransduktion in thermogenen Adipozyten ist der B3:-Adrenozeptor (Cannon and
Nedergaard, 2004). Dies ist einer von drei Subtypen der Gruppe der [3-Adrenozeptoren, welche
das pharmakologische Ziel der 3-Adrenozeptor-Antagonisten darstellen (vgl. 4.1).

In braunem und beigem Fettgewebe wiirde der Kalteexposition die Initiierung der Thermogenese
folgen. In der Expression der Gene UCP1 und DIOZ liefse sich dann ein Anstieg beobachten (Cannon
and Nedergaard, 2004, Arrojo et al,, 2013). In epikardialem Gewebe zeigte die statistische Aus-
wertung keinen signifikanten Einfluss der intraoperativen Hypothermie auf die Expression von
UCP1. Jedoch zeigt sich die Genexpression der Patienten im Verhalten unterschiedlich. Zur spezi-
fischen Betrachtung werden die Probanden drei Gruppen zugeordnet. Wahrend die UCP1-
Expression bei fiinf Patienten abnimmt (Patienten Nr. 3, 5, 9, 12, 14), ist sie bei fiinf anderen Pati-
enten verstarkt (Patienten Nr. 2, 4, 8, 13, 15), wobei ein Patient (Patient Nr. 13) eine nur minimale
Anderung der UCP1-Expression aufweist (Abbildung 7-A). Ein weiterer Patient (Patient Nr. 11)

zeigt keine Anderung der UCPI-Expression.
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Fraglich ist, ob die Dauer der Hypothermie diese Unterschiede begriinden kann. Es ware zu er-
warten, dass die Patienten mit stirkerer UCP1-Induktion einer eher lingeren Zeit der Hypother-
mie ausgesetzt waren, da von der sympathischen Aktivierung des Adipozyten durch Kalte bis zum
Erhalt des detektierten Transkriptionsproduktes mRNA mit einer gewissen zeitlichen Latenz ge-
rechnet werden muss. Im umgekehrten Sinne miissten Patienten ohne wesentliche Veranderung
der Genexpression einer kiirzeren Zeit der Hypothermie ausgesetzt gewesen sein. Die Analyse der
Untersuchungsgruppe zeigt jedoch, dass die Dauer der Hypothermie kein hinreichendes Krite-
rium fir die Veranderung der UCPI-Expression ist. In der Gruppe der Patienten, bei denen eine
UCP1-Induktion detektiert wurde, zeigt der Patient (Patient Nr. 15) mit der starksten Zunahme
der Genexpression auch die langste Hypothermiedauer. Die Gewebeprobe unter Hypothermie
wurde bei diesem Patienten nach 76 Minuten gewonnen. In dieser Probe wird eine mehr als dop-
pelt so hohe UCP1-Expression im Vergleich zum normothermen Gewebe detektiert. Bei Betrach-
tung der kompletten Untersuchungsgruppe nimmt er zeitlich jedoch eine Mittelstellung ein. Mit
135 und 120 Minuten am ldngsten und fast doppelt so lang der Hypothermie ausgesetzt wie Pati-
ent Nr. 15, waren die Patienten Nr. 9 und 11. Diese weisen jedoch keinen Anstieg in der Genex-
pression, sondern sogar eine Abnahme beziehungsweise keine Anderung der UCP1-Expression
auf. Auch bei der Betrachtung drei weiterer Patienten der Gruppe mit UCPI-Induktion ist unter
Einbezug des beschriebenen Patienten Nr. 15 kein linearer Zusammenhang zwischen der Hypo-
thermiedauer und der Starke der UCP1-Induktion festzustellen. So weist der Patient (Patient Nr.
13) mit einer vergleichsweise moderaten Induktion um 13 Prozent mit 65 Minuten eine ldngere
Kalteexposition auf, als die Patienten (Patienten Nr. 4, 8), welche bei einer Hypothermiezeit von
58 Minuten eine Zunahme der UCPI-Expression um ein Viertel zeigen. Fiir den Patienten mit der
Nummer 2, welcher eine 30-prozentige Steigerung der Expression von UCPI1 aufweist, fehlt die
Angabe der Hypothermiedauer. Dieser zeigt als Einziger eine UCP1-Zunahme bei schon relativ ho-
her basaler UCP1-Expression von relativ zur TAF1-Expression errechneten 738 Kopien. Die drei
weiteren Patienten mit hohen basalen UCPI-Expressionsraten zeigen in Gewebeprobe Il eine Ab-
nahme der Genexpression. Verschiedene Studien belegen, dass Kalte ein Aktivator der Thermoge-
nese in braunen und beigen Adipozyten ist (van der Lans et al., 2013, Saito et al., 20094, Vitali et
al,, 2012a). f-adrenerg stimuliert werden vermehrt Proteine synthetisiert, welche fiir die Warme-
bildung unerlasslich sind. Zu diesen gehort UCP1. Die mRNA als Transkriptionsprodukt liefse sich
vermehrt messen. Folglich ist eine detaillierte Analyse der Gruppe, welche eine Abnahme der
UCP1-Expression zeigt, hinsichtlich des Einflussfaktors Kalte widersinnig. Wahrscheinlich ist bei
diesen fiinf Patienten die Einflussnahme eines unbekannten Faktors (vgl. 4). Dies gilt auch fiir die

Patienten, welche eine Abnahme in der DIOZ-Expression bei Kilteexposition zeigen.
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Wie fiir UCP1, wurde auch fiir DIO2 eine durch Kalte aktivierte Zunahme der Genexpression be-
schrieben (Arrojo et al,, 2013). Die Analyse der DIO2-Expression im epikardialen Gewebe der Un-
tersuchungsgruppe macht ersichtlich, dass auch fiir dieses Gen kein eindeutiger Zusammenhang
mit der Dauer der intraoperativen Hypothermie nachweisbar ist. Auch das Gen DIOZ wird bei ei-
nem Teil der Patienten in der zweiten Gewebeprobe vermindert (Patienten Nr. 5, 8, 11, 14, 15)
und bei der gleichen Anzahl an Patienten (Patienten Nr. 3, 4, 9, 12, 13) verstirkt detektiert
(Abbildung 7-B). Ein Patient (Patient Nr. 2) zeigt keine Anderung der DIO2-Expression. Die zwei
Patienten mit der starksten Induktion zeigen unter den insgesamt fiinf Patienten, welche eine Zu-
nahme der DIO2-Expression aufweisen, auch die langste Hypothermiedauer. Dabei war der Pati-
ent mit einer Verdreifachung des Genproduktes (Patient Nr. 9) 135 Minuten hypotherm und der
Patient, der eine Verdopplung des Genproduktes zeigte, 85 Minuten hypotherm. Ein entsprechen-

der Zusammenhang zeigt sich fiir die anderen drei Patienten nicht.
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Abbildung 7 | UCP1/DIO2- Expression unter Normothermie und Hypothermie in epikardialem Gewebe

Von 11 Patienten wurden komplette Probensatze gewonnen und analysiert. Die Expression von UCP1 (A) und DIO2

(B) sind hier fiir jeden einzelnen Patienten zur Darstellung gebracht. Quadrate sind Mittelwerte + SEM.

Insgesamt liegt die DIOZ2-Expression nahe der Nachweisgrenze und ist verglichen zur UCPI-
Expression wesentlich geringer. Es ist eine zehnmal geringere DIOZ- als UCP1-Expression mess-
bar. Eine Induktion um den Faktor drei fithrt somit zu einer Expression, die immer noch unter

jener der basalen UCP1-Expression liegt.
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In der Antwort auf Kalteexposition zeigen die Patienten sowohl in der UCP1- als auch der DIO2-
Expression ein sehr heterogenes Bild. Dabei ist die Expression beider Gene bei zwei Patienten
gleichsinnig. Bei den neun iibrigen Patienten ist eine Abnahme des einen Gens mit einer Zunahme
des anderen Gens verbunden. Zusammenfassend kann fiir die untersuchte Stichprobe in epikar-
dialem Gewebe kein Zusammenhang zwischen dem Verhalten der UCP1- und DIO2-Expression
und der Dauer der intraoperativen Hypothermie festgestellt werden. Auch das UCP1-Basisniveau
hat keinen Einfluss auf die Auspriagung der Genexpression bei Kilteexposition. Insgesamt stiitzen
die durch diese Stichprobe gewonnenen Ergebnisse die theoretische Annahme einer von der Hy-

pothermiedauer abhangigen UCP1- und DIO2-Expression nicht.

3.2.3.2 Perikardial

In perikardialem Gewebe zeigen sich fiir alle Patienten relativ niedrige basale UCPI-
Expressionsraten mit relativ zur TAF1-Expression errechneten Kopienzahlen zwischen 5 und 110.
Der Mittelwert wird hier durch drei hohe Werte nach oben verzerrt. Ein Abgleich etwaiger ge-
meinsamer Einflussgrofien dieser Patienten mit hoherem basalen adipozytaren UCP1-Gehalt lasst
kein Wirken eines gemeinsamen Storfaktors erkennen. Dieser Befund gilt auch fiir die Einnahme
von (3-Adrenozeptor-Antagonisten. Mehr als die Hélfte der auf TAF1 normierten Werte sind in pe-

rikardialem Gewebe kleiner oder gleich 30 Kopien.

Bei Kéalteexposition ist die Antwort bei sechs der neun Patienten verstarkt (Abbildung 8-A). Davon
zeigen zwei Patienten einen starken Anstieg der UCP1-Expression. Bei Patient 9 wird in der Ge-
webeprobe Il eine 70 Mal hohere UCP1-Expression detektiert als in Gewebeprobe 1. Dieser Pati-
ent war mit 135 Minuten auch die langste Zeit der Hypothermie ausgesetzt. Patient Nr. 13 weist
zwar ebenfalls eine starke Steigerung der UCP1-Expression um den Faktor 90 unter hypothermen
Bedingungen auf, jedoch war er der Hypothermie lediglich 45 Minuten ausgesetzt. Das ist die
zweitniedrigste Dauer der gesamten Untersuchungsgruppe. So wie dieses Beispiel, zeigt auch die
Analyse der librigen Wertepaare keine eindeutige Abhdngigkeit des Ausmafies der Genexpressi-
onsanderung von der Hypothermiedauer. So war Patient 14 der Kalte 65 Minuten ausgesetzt. In
der zweiten Gewebeprobe wird bei ihm eine um 70 Prozent verstiarkte Genexpression detektiert.
Verglichen dazu zeigt ein weiterer Patient eine UCPI1-Erh6éhung geringeren Ausmafies (50 Pro-
zent) bei 13 Minuten kiirzerer Kalteexposition. Ein weiterer Patient mit einer UCP1-Erh6hung um
15 Prozent lasst sich zeitlich wiederum nicht in diese Reihe einordnen, denn er weist mit 85 Mi-
nuten die zweitlangste Hypothermiedauer der gesamten Untersuchungsgruppe auf. Bei Fehlen
des Hypothermiewertes kann fiir Patient 1, welcher eine Versechsfachung der Genexpression
zeigt, keine Aussage getroffen werden. Zwei der insgesamt neun Patienten zeigen in der Gewebe-

probe II bei einer Hypothermiedauer von 50 Minuten eine Abnahme der Expression von UCP1.
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Patient 10 zeigt eine leichte Abnahme, um etwas mehr als ein Viertel. Patient 12 zeigt eine Ab-

nahme um zwei Drittel.
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Abbildung 8 | UCP1/DIO2-Expression unter Normothermie und Hypothermie in perikardialem Gewebe

(A) n=9. (B) n=10. Komplette Probensitze wurden von 11 Patienten gewonnen. Differenzen zwischen dargestellten
und gewonnenen Probensatzen ergeben sich, weil bei der Messung Ct-Werte als ,undetermined” ausgegeben wurden

und Wertepaare dadurch unvollstindig waren. Quadrate sind Mittelwerte = SEM.

Ebenso wie fiir UCP1 weist der liberwiegende Teil der Patienten eine hohere Expression fiir das
Gen DIOZ in der Gewebeprobe II auf. Sechs der neun Patienten zeigen eine Induktion (Abbildung
8-B). Davon zeigen drei Patienten auch eine Erhéhung der UCPI-Expression. Das Mindestmaf3
zeigt Patient 5 mit einer Verdopplung des DIO2-Genproduktes. Dieser weist mit 30 Minuten auch
die kiirzeste Kalteexposition auf. Wiederum war der Patient mit der zweitstirksten Induktion, er
zeigt eine Vervierfachung des DIO2-Gehalts, mit 76 Minuten die langste Zeit hypotherm. Der Pati-
ent mit der steilsten Zunahme steht fiir diese Auswertung aufgrund des fehlenden Hypothermie-
wertes nicht zur Verfiigung. Die drei ibrigen Patienten mit einer DIO2-Erh6hung bei Kalteexposi-
tion liegen sowohl zeitlich, als auch in der Starke der Induktion zwischen den eben genannten.
Eine Abhangigkeit der Induktionsstarke von der Hypothermiedauer kann bei diesen nicht festge-
stellt werden. Bei drei Patienten wurden in der Gewebeprobe II niedrigere DIOZ-
Expressionsraten detektiert. Dabei handelt es sich in einem Fall um einen Patienten, der auch eine

UCP1-Abnahme zeigte.
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Insgesamt zeigt sich in perikardialem Gewebe fiir jeweils sechs Patienten eine Induktion der
UCP1- und DIO2-Expression, die statistisch nicht signifikant ist, aber fiir den einzelnen Patienten
eine gewisse Relevanz haben kdnnte. Die Patienten mit der hochsten Expression zeigen gleichzei-
tig auch die langste Hypothermiedauer. Im Falle von UCP1 betragt diese 135 Minuten, fiir DIO2 76
Minuten. Der Patient mit der schwachsten DIO2-Induktion zeigt auch die kiirzeste Hypother-
miedauer. Somit ldsst sich fiir drei der zwolf liberpriiften Konstellationen ein erwartbarer Zusam-
menhang finden. In der Gesamtbetrachtung aller Patienten kann jedoch auch in perikardialem Ge-
webe die Hypothermiezeit nicht als ursachlicher, alleiniger Faktor fiir die Genexpressionsande-
rung gewertet werden. Die Auspragungsrichtung der Expression der zwei besprochenen Gene ist

mehrheitlich entgegengesetzt.

3.2.3.3 Retrosternal

In retrosternalem Gewebe zeigt sich bei der statistischen Auswertung die dritthéchste UCP1-
Expressionsrate, die immer noch signifikant hoher ist als in subkutanem Gewebe. Fiir die Auswer-
tung der Abhdngigkeit der Genexpression von der Hypothermiedauer entféllt im retrosternalen
Gewebe eine erhebliche Anzahl an Werten. So waren komplette Probensatze iberhaupt nur von
6 der 15 Patienten verfiigbar. Von diesen scheiden weitere Werte aus, weil die Genexpression bei
der Bestimmung durch die Tagman-Technologie unter der Nachweisgrenze lag. Es bleiben zur
spezifischen Analyse zwei Patienten. Beide zeigen eine UCP1-Expression, die in der zweiten Ge-
webeprobe vermindert detektiert wird (Abbildung 9-A). Bei einem Patienten sinkt die Genexpres-
sion um 70 Prozent, bei dem anderen sogar um 87 Prozent. Dies liegt im Trend der gesamten
Gruppe. Die Betrachtung der Verteilung aller vorhandenen Werte zeigt, dass bei allen Patienten
eine basale Genexpression liber die relativ zur TAF1-Expression errechneten 50 Kopien detektiert
wird. Die basalen Genexpressionsraten variieren zwischen 56 und 280 auf TAFI normierte Ko-
pienzahlen. In den unter hypothermen Bedingungen gewonnenen Gewebeproben findet sich bei
allen Patienten eine UCP1-Expression, die unter jener der basalen liegt. Das zeigt, dass die retros-
ternalen Gewebe aller Patienten in gleicher Weise, nimlich mit einem Abfall der UCP1-Expression,
reagieren. In der Auswertung der Mittelwerte zeigt sich dies auch als statistisch signifikante Ab-

nahme (Abbildung 6-C).
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Abbildung 9 | UCP1/DI02-Expression unter Normothermie und Hypothermie in retrosternalem Gewebe

(A) n=2. (B) n=6. Komplette Probensitze wurden von 6 Patienten gewonnen. Differenzen zwischen dargestellten und

gewonnenen Probensitzen ergeben sich, weil bei der Messung Ct-Werte als ,undetermined“ ausgegeben wurden und

Wertepaare dadurch unvollstindig waren. Korrespondierende Werte sind durch eine Linie verbunden. Quadrate sind
Mittelwerte + SEM.

Anders verhalt es sich in der DIO2-Antwort bei Kélteexposition in retrosternalem Gewebe. Bei
vier der sechs Patienten wird DIOZ in der zweiten Gewebeprobe verstiarkt transkribiert
(Abbildung 9-B). Die stiarkste Induktion ist eine Versechsfachung des DI02-Gehalts in der Gewe-
beprobe II gegeniiber der Gewebeprobe I bei Patient 14. Dieser zeigt den hochsten DIOZ2-Wert
aller Gewebe in der gesamten Untersuchungsgruppe. Patient 1 zeigt eine Vervierfachung der
DIO2-Expression, Patient 12 noch eine Verdopplung. Die geringste Induktion ist eine um den Fak-
tor 1,6 erhohte DIOZ-Expression (Patient Nr. 5). Die Zuordnung der Hypothermiewerte zeigt, dass
die Dauer der Kélteexposition das Ausmafi der DIO2-Expressionszunahme nicht begriinden kann.

Zwei Patienten weisen eine verringerte DIO2-Expression in der Gewebeprobe II auf.

Wahrend der UCP1-Gehalt der gewonnenen Zellen der zweiten Proben also abnimmt, zeigt die
Mehrheit der untersuchten Patienten in retrosternalem Gewebe eine Zunahme des Gens DIOZ2. Et-
waige Griinde fiir den Abfall simtlicher UCPI-Expressionsraten miissen diskutiert werden. Die
Zunahme des DIO2-Gehalts korreliert in retrosternalem Gewebe nicht mit der Hypothermiedauer.
Die UCP1-und DIOZ-Expressionen verhalten sich bei den einzelnen Patienten teilweise gleichsin-

nig und teilweise entgegengesetzt.
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3.2.3.4 Mediastinal

In mediastinalem Gewebe zeigt sich bei der statistischen Auswertung die basale UCP1-Expression
signifikant hoher als in subkutanem Gewebe. Das arithmetische Mittel liegt bei 364 relativ zur
TAF1-Expression errechneten Kopienzahlen und damit in etwa so hoch wie in epikardialem Ge-
webe. Bei spezifischer Betrachtung fallt auf, dass vor allem drei Patienten hohere basale Genex-
pressionsraten aufweisen. Diese liegen um ein Vielfaches hoher (Patient Nr. 4, 9, 10), als jene der
iibrigen sechs Patienten (Abbildung 10-A). Der Vergleich von sich etwaig iiberschneidenden indi-
viduellen Storfaktoren zeigt fiir zwei der drei Patienten (Patienten Nr. 9, 10) die fehlende Ein-

nahme von 3-Adrenozeptor-Antagonisten.

Bei Kélteexposition zeigen drei Patienten im mediastinalen Fettgewebe einen Anstieg der UCPI-
Expression. Dieser ist insbesondere bei Patient Nr. 2 ausgepragt, hier zeigt sich eine um den Fak-
tor 3 verstirkte UCP1-Expression (Abbildung 10-A). Patient Nr. 13 zeigt eine verdoppelte UCP1-
Expression. Bei Patient 15 findet sich eine Induktion um 53 Prozent. Es zeigt sich bei diesen, wie
auch schon in den anderen untersuchten Geweben, kein Zusammenhang mit der Dauer der Hypo-
thermie. Der liberwiegende Teil der Gruppe weist eine abgeschwiachte UCP1-Expression auf (Pa-
tienten Nr. 4, 5, 9, 10, 11, 14). Bei sechs Patienten wird UCPI in dem unter hypothermen Bedin-
gungen gewonnenen Gewebe um 12 bis 99 Prozent schwacher transkribiert. Da eine Zunahme
der UCP1-Expression unter Kilte zu erwarten ware, ist bei diesen die Einflussnahme anderer Fak-

toren anzunehmen.

Wahrend die UCP1-Expression bei der Mehrheit der Patienten abnimmt, zeigt sich bei der DIOZ-
Expression bei der Mehrheit der Patienten eine Zunahme in der zweiten Gewebeprobe. Sechs Pa-
tienten zeigen eine DIOZ-Induktion (Patienten Nr. 1, 2, 5, 11, 14) und drei Patienten eine Abnahme
der DIO2-Expression (Patienten Nr. 10, 13, 15) (Abbildung 10-B). Es zeigt sich bei Patient 15 die
hochste basale Genexpression der gesamten Untersuchungsgruppe aller Gewebe, die in der zwei-
ten Gewebeprobe jedoch um drei Viertel abfallt. Die starkste Induktion weist Patient 11 mit einer
Verdopplung des DIO2-Gehalts auf. Bei Betrachtung der Hypothermiezeiten in der Induktions-
gruppe war dieser mit 120 Minuten auch am langsten hypotherm. Fiir zwei weitere Patienten mit
einer Zunahme der DIOZ-Expression sind Hypothermiezeiten vorhanden. Diese zeigen sich in ih-

rer Stellung invers zum Ausmaf} der DIO2-Expression bei den Patienten.
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Abbildung 10 | UCP1/DIO2- Expression unter Normothermie und Hypothermie in mediastinalem Gewebe

(A) n=9. (B) n=8. Komplette Probensitze wurden von 11 Patienten gewonnen. Differenzen zwischen dargestellten
und gewonnenen Probensitzen ergeben sich, weil bei der Messung Ct-Werte als ,undetermined” ausgegeben wurden
und Wertepaare dadurch unvollstindig waren. Quadrate sind Mittelwerte + SEM.

Zusammenfassend zeigt in mediastinalem Gewebe der Grofdteil der Patienten eine UCPI-
Abnahme und eine DI02-Zunahme. Der Patient mit der starksten DIOZ-Zunahme war die langste
Zeit aller induzierten Patienten hypotherm. Dennoch kann fiir alle anderen iiberpriiften Konstel-
lationen kein Einfluss der Dauer der Hypothermie auf das Ausmafi der Induktion festgestellt wer-
den. Die UCP1- und DIO2-Expressionen verhalten sich bei zwei Patienten gleichsinnig und bei fiinf

Patienten entgegengesetzt.

3.2.3.5 Subkutan

In subkutanem Gewebe finden sich die niedrigsten UCP1-Expressionsraten der untersuchten Fett-
depots. Es sind unter normothermen Bedingungen auf TAF1 normierte Kopienzahlen zwischen 3
und 67 detektierbar, wobei der liberwiegende Teil der Patienten im unteren Bereich dieser
Spanne einzuordnen ist (Abbildung 11-A). Fiinf Patienten weisen eine UCPI-Expression nahe der
Nachweisgrenze auf (unter 6 errechnete, auf TAF1 relativierte Kopienzahlen). Weitere vier Pati-
enten zeigen eine UCP1-Expression von 15 bis 25 auf TAF1 normierte Kopienzahlen. Ein Patient

weist 67 relativ zur TAF1-Expression errechnete Kopien auf. Fiir die Auswertung vollstandiger
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Wertepaare bleiben flinf Patienten. Es entfallen fiinf der normothermen Werte und sechs der hy-
pothermen Werte, da die Genexpression bei der Bestimmung durch die Tagman-Technologie un-
ter der Nachweisgrenze lag. Von diesen flinf zeigen drei Patienten eine starkere und zwei eine
schwachere Expression in der zweiten Gewebeprobe. Eine annahernde Vervierfachung der Ex-
pression bei einem Patienten, sowie die Verdopplung der Expression bei zwei weiteren impliziert
eine starke Steigerung der UCP1-Expression. Bei Betrachtung der absoluten Werte ist jedoch frag-
lich, ob dieses Gewebe einen wesentlichen Beitrag zur Thermogenese leisten kann. Es finden sich
bei keinem Patienten mehr als 20 relativ zur TAF1-Expression errechneten Kopien in der zweiten
Gewebeprobe. Beziiglich der Hypothermiezeit zeigen die zwei Patienten mit der Verdopplung der
UCP1-Expression mit 58 Minuten die gleiche Dauer. Fiir den Patienten mit der hochsten Induktion

ist der Hypothermiewert nicht verfiigbar.

Bei der DIO2-Expression zeigen zwei der acht fiir die Analyse verfiigbaren Patienten eine Induk-
tion (Abbildung 11-B). Eine Induktion um 143 Prozent weist Patient 15 nach einer Kalteexposi-
tion von 76 Minuten auf. Eine leichte Erhohung zeigt Patient 10 nach 50 Minuten Hypothermie.
Sechs Patienten haben in der zweiten Gewebeprobe eine niedrigere DIOZ2-Expression als in der

unter normothermer Bedingung gewonnenen Probe.
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Abbildung 11 | UCP1/DIO2-Expression unter Normothermie und Hypothermie in subkutanem Gewebe

(A) n=5. (B) n=8. Komplette Probensatze wurden von 13 Patienten gewonnen. Differenzen zwischen dargestellten
und gewonnenen Probensatzen ergeben sich, weil bei der Messung Ct-Werte als ,undetermined” ausgegeben wurden
und Wertepaare dadurch fehlten oder unvollstdndig waren. Korrespondierende Werte sind durch eine Linie verbun-
den. Quadrate sind Mittelwerte + SEM
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Es scheiden in subkutanem Gewebe viele Werte fiir die Analyse aus. Bei den zur Verfiigung ste-
henden Werten zeigen sich insbesondere fiir UCP1 insgesamt niedrige Expressionsraten unter ba-
salen Bedingungen. Das Gen UCP1 wird bei drei von fiinf Patienten induziert, das Gen DIO2 wird
lediglich bei zwei von acht Patienten induziert. Die Expression beider Gene zeigt einen zu erwar-
tenden Zusammenhang mit der Dauer der Hypothermie. Sie zeigen ein grofleres Ausmaf der In-
duktion, bei einer langeren Hypothermiedauer innerhalb der Gruppe der Induktion. Bei einem
Vergleich von nur zwei Werten ist ein zufélliges Geschehen nicht auszuschliefden. Insgesamt ist
auch bei einer Induktion der Gene eine nur geringe Genexpression detektiert worden. Die vier
Patienten, bei denen sowohl die UCPI- als auch die DIOZ-Expression bestimmt werden konnte,

zeigen ein jeweils gegensinniges Verhalten in der Expression der beiden Gene.

3.3 Korrelation der Genexpression

Der Entdeckung thermogener Fettgewebe beim erwachsenen Menschen folgten retrospektive
18F-FDG-PET/CT-Untersuchungen und 18F-FDG-PET /CT-Studien an gesunden Probanden, welche
Erkenntnisse beziiglich der Aktivierbarkeit lieferten. Neben diesen interessierte auch die Identi-
fizierung von Merkmalen und Faktoren, welche als Pradiktor fiir das Vorhandensein brauner und
beiger Adipozyten fungieren kdnnten. So fanden verschiedene Arbeitsgruppen eine abnehmende
BAT-Aktivitat mit steigendem Alter und hoherem BMI (Zingaretti et al., 2009, Cypess et al., 2009,
Saito et al,, 20093, Lichtenbelt et al., 2009). Der Zusammenhang zwischen der BAT-Aktivitat und
dem BMI deutet bereits einen Einfluss thermogen aktiver Fettgewebe auf den Metabolismus des
Organismus an. Durch murine Studien gewonnene Erkenntnisse belegen, dass sich die Stoffwech-
selaktivitiat thermogener Adipozyten in positiver Weise im Fettstoffwechsel niederschlagt. So re-
sultiert eine BAT-Aktivierung nicht nur in der Senkung der Triglycerid-Plasmaspiegel, sondern
auch in der Senkung der Cholesterin-Plasmaspiegel (Bartelt et al.,, 2011, Berbee et al,, 2015).
Ebenso ist der HDL-Metabolismus an die metabolische Aktivitat thermogener Adipozyten gekop-

pelt, auch wenn sich dies nicht in einer Plasmaspiegeldanderung zeigt (Bartelt et al., 2017).

Inwiefern das Ausmafd der UCP1-und DIOZ2-Expression in den epikardialen und mediastinalen
Fettdepots in der vorliegenden Stichprobe eine Abhédngigkeit von physiologischen und metaboli-
schen Markern zeigt, ist Gegenstand dieses Kapitels. Die Vergleiche der Genexpressionsraten un-
ter normo- bzw. hypothermen Bedingungen lassen keine Ansprechbarkeit der Genexpression hin-
sichtlich der Kalteexposition erkennen. Der Einfluss externer Storfaktoren ist zu vermuten. Die
Korrelationsanalyse soll klaren, ob zumindest bei den basalen Genexpressionsraten eine Assozi-
ation mit ausgewahlten physiologischen und metabolischen Parametern identifizierbar ist und
sich anhand der Parameter eine Vorhersage beziiglich des Umfangs von UCP1- und DIO2-

exprimierenden Adipozyten treffen lasst. Es wird dazu eine einfache lineare Regressionsanalyse
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durchgefiihrt. Die auf TAF1 normierte UCP1- und DIO2-Expression jedes Patienten wird gegen die
Parameter Alter, BMI, Triglyceride, Gesamtcholesterin, sowie die Lipoproteine HDL und LDL auf-
getragen und der lineare Zusammenhang der Variablen untersucht. Die Grofien Alter und BMI
waren flir jeden Patienten aus der elektronischen Krankenakte verfiigbar. Die klinischen Parame-
ter wurden am Tag vor der Operation entnommen und bestimmt. Diese waren fiir acht Patienten

verfiigbar.

Es besteht die Annahme, dass Probanden mit aktivem braunem Fettgewebe nicht nur héhere
UCP1- und DIO2-Expressionsraten, sondern auch ein jlingeres Lebensalter und ein giinstigeres
metabolisches Profil, mitim Rahmen des Referenzbereiches niedrigen Plasmaspiegeln an TG, Cho-

lesterin und LDL und hohen HDL-Plasmaspiegeln, aufweisen.
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Abbildung 12 | UCP1-Expression in epikardialem Fettdepot in Korrelation zum Alter und zu metabolischen

Merkmalen

Die Expression von UCP1 unter Normothermie wurde mittels Tagman quantifiziert und auf das ,housekeeping gen*
TAF1 normiert. Die erhaltene, auf TAF1 normierte Kopienzahl wurde in Abhangigkeit von Alter und BMI (A und B;

n=12) sowie am Tag vor der Operation bestimmter Stoffwechselparameter (C-F, n=8) aufgetragen.
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Abbildung 12 zeigt den Zusammenhang zwischen der basalen UCPI1-Expressionsrate und ver-
schiedenen Einflussfaktoren und beeinflussten Faktoren im epikardialen Fettdepot. Es zeigt sich,
dass die ausgewadhlten Parameter nicht in der Lage sind, die Variabilitit der basalen UCPI-
Expression zu erkldren. Im geringen Stichprobenumfang kann kein verzerrender Effekt vermutet
werden. Die geringen Bestimmtheitsmaf3e lassen auch auf keine anderslautenden Ergebnisse bei
einem grofleren Stichprobenumfang schliefRen. Auffallig ist jedoch eine Gruppierung von vier
Werten in den Abbildung 12-A und 12-B. Es handelt sich bei der Gruppe der vier Patienten mit bis
zu zehnmal hoheren Genexpressionsraten wiederum um jene Gruppe, der drei Patienten angeho-
ren, welche in ihrer taglichen Medikation keinen 3-Adrenozeptor-Antagonisten hatten. Eine sepa-
rate Auswertung dieser Gruppe ergibe ein Bestimmtheitsmaf3, welches eine negative Korrelation
der UCP1-Expressionsraten mit den Parametern Alter und BMI vermuten lief3e. Eine Aussage zu
einem Zusammenhang beziiglich metabolischer Parameter (Abbildung 12-C bis F) kann in dieser
Untergruppe aufgrund der fiir zwei Patienten fehlenden Bestimmung von TG, Cholesterin, HDL
und LDL nicht getroffen werden. Ein verallgemeinerbarer Schluss kann aus diesem Sachverhalt

keinesfalls gezogen werden. Er ist einzig als Hinweis fiir weitere Untersuchungen dienlich.

Ein dhnliches Bild zeigt auch die Analyse des Zusammenhangs zwischen der basalen DIOZ-
Expression sowie unterschiedlichen Einflussgréfien und beeinflussten Grofien im epikardialen
Fettdepot (Abbildung 13). Auffillig ist jedoch eine mittlere positive Korrelation (R*=0,43) zwi-
schen dem BMI und der Genexpression (Abbildung 13-B). Dieser Zusammenhang kann auf Basis
der Daten auch fiir die Grundgesamtheit vermutet werden (p = 0,02). Dies steht im Widerspruch
zur Annahme, dass ein hoherer BMI mit einer niedrigeren BAT-Aktivitat und niedrigerem assozi-
ierten adipozytaren DIO2-Gehalt einhergeht. Die niedrigere DIO2-Expression in sowohl viszeralen
als auch subkutanen Fettgeweben bei adipdsen im Vergleich zu normgewichtigen Probanden
wurde durch eine humane Studie bestimmt (Kurylowicz et al., 2015). Es ist anzunehmen, dass die
ermittelten Werte in der Stichprobe durch Kolinearitdaten mit weiteren Faktoren beeinflusst sind.
Die untersuchte Stichprobe erméglicht es jedoch nicht, diese Faktoren zu identifizieren und ihrer
Einflussstarke nach zu differenzieren. Im abschlief3enden Kapitel werden mdégliche Ursachen dis-

kutiert.



Kapitel 3 Ergebnisse

>

10017

80

60

Dloz

R%=0,09
P=0,35

Genexpression (Kopienzahlnormiertauf TAF1)

40 .
..
20 ° 1 h
° ® ..
0 T T T 1
50 60 70 80 90
Alter (Jahre)
D102
100
R2=0,07
P=0,51 )

0T T
120 140

Genexpression (Kopienzahl normiertauf TAF1)

T T T
160 180 200
Cholesterin (mg/dl)

T
220

1
240

o~

Genexpression (Kopienzahl normiertauf TAF1)

Genexpression (Kopienzahlnormiertauf TAF1)

80

60

40

20

R2=0,43
P=0,02

Dioz

R%=0,09
P=0,47

30
BMI (kg/m?)

DIo2

20

40
HDL (mg/dl)

60

80

Genexpression (Kopienzahlnormiertauf TAF1)

Genexpression (Kopienzahlkalkuliert auf36B4)

80

60

40

Seite | 54

DIo2

R?=0,00

100 200

Triglyceride (mg/dl)

bioz
R2=0,23
P=0,23 o
.
)
.
° [}
50 100 150 200
LDL (mg/d1)

Abbildung 13 | DIOZ-Expression in epikardialem Fettdepot in Korrelation zum Alter und zu metabolischen

Merkmalen

Die Expression von DIO2 unter Normothermie wurde mittels Tagman quantifiziert und auf das ,housekeeping gen”
TAF1 normiert. Die erhaltene, auf TAF1 normierte Kopienzahl wurde in Abhédngigkeit von Alter und BMI (A und B;

n=12) sowie am Tag vor der Operation bestimmter Stoffwechselparameter (C-F, n=8) aufgetragen.

Im epikardialen Fettdepot lasst sich auf Basis der untersuchten Stichprobe kein Zusammenhang
zwischen unterschiedlichen physiologischen und metabolischen Parametern und der basalen Ge-
nexpression von UCP1 sowie DIO2 identifizieren. Um den Einfluss der gewonnenen Gewebepro-
ben zu iiberpriifen, wird die Korrelationsanalyse auch fiir das mediastinale Fettdepot durchge-

fiihrt (Abbildung 14 und Abbildung 15).
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Die Analysen zeigen, dass die iberpriiften Einflussfaktoren und beeinflussten Faktoren auch im
mediastinalen Fettdepot nur einen sehr geringen Teil der Variabilitit der detektierten Genexpres-
sion erkldren konnen. Zwar deuten die Bestimmtheitsmafie der Parameter Cholesterin
(Abbildung 14-D) sowie LDL (Abbildung 14-F) auf einen schwachen Zusammenhang hin (R?=0,29
/ 0,33), gleichwohl muss jeweils der starke Einfluss eines einzelnen Extremwertes beriicksichtigt
werden. Dieser Extremwert weist jeweils eine Hohe auf, die jene der anderen Werte um das 10-
fache libersteigt. In Kombination mit der Lage am Rande des jeweiligen Wertebereichs des jewei-
ligen Einflussfaktors fiihrt dies zu einer stark positiven Beeinflussung des Bestimmtheitsmaf3es.

Die hohen p-Werte lassen aufierdem darauf schliefien, dass die Bestimmtheitsmafie der Stich-

probe nicht auf die Grundgesamtheit libertragen werden diirfen (p=0,21/0,18).
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Abbildung 14 | UCP1-Expression in mediastinalem Fettdepot in Korrelation zum Alter und zu metabolischen

Merkmalen

Die Expression von UCP1 unter Normothermie wurde mittels Tagman quantifiziert und auf das ,housekeeping gen“
TAF1 normiert. Die erhaltene, auf TAF1 normierte Kopienzahl wurde in Abhédngigkeit von Alter und BMI (A und B;

n=11) sowie am Tag vor der Operation bestimmter Stoffwechselparameter (C-F, n=7) aufgetragen.
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Die Variabilitidt der DIOZ-Genexpression ldsst sich zu einem sehr geringen Teil mit dem Einfluss
von TG erkldren (Abbildung 15-C). Dem Bestimmtheitsmaf$ von 0,27 steht jedoch eine Fehler-
wahrscheinlichkeit von 0,19 gegentiber. Insofern ist auch hier ein Riickschluss auf die Grundge-

samtheit nicht zulassig.

>
=
(@]

DIo2 bIoz DIo2

= = =
o Py Py
< < <
= = =
< < <
] s s
s 1501 = 1507 ) = 1507
- - R2=0,04 e 2_
H R?=0,01 H 5 R%=0,27
E P=0,79 £ P=0,54 = P=0,19
= ° = ° = .
5 s 5
E 1004 E 1001 =100
= = =
] = =
S 3 3
= = =
2 2 2
2
S s0q ° S 507 . S 509 .
™ L I— R ™ \ x °
= < ® = o® ’ = ® W .
s s s
3 o0 ° 3 o0 ° H . N
S o T T T 1 S 0 T T T 1 S 0 T T 1
= 50 60 70 80 90 = 20 25 30 35 40 = 0 100 200 300
2 Alter (Jahre) 2 BMI (kg/m?) M Triglyceride (mg/dl)
5 ° 5
< < <
= = =
P = s
< < <
= ploz = pIoz = pIoZ
E ] s
=150 s 1501 s 1501
: R?=0,03 H R?=0,13 £ R*=0,00
E P=0,69 = N 2 _
£ . = P=0,38 = P=0,88
E 5 ® B °
Z 100 =100 5100
= = z
B = z
= N N
@ = =
= ° 2 2
s 50 S s0 ° S 507 °
< e %
z ® . = . 2 S —
s . = . = °
K ° hd 2 ® ° e ° °
A > . @ .
S ot T T T r T 1 e @
2 120 140 160 180 200 220 240 g 0 ' ’ ’ ! g0 T T i !
% ol (ma/dl) & 0 20 40 60 80 = [ 50 100 150 200
Cholesterin (mg
H 2 HDL (mg/dl) M LDL (mg/dl)
S ° S
< <

Abbildung 15 | DIOZ-Expression in mediastinalem Fettdepot in Korrelation zum Alter und zu metabolischen

Merkmalen

Die Expression von DI02 unter Normothermie wurde mittels Tagman quantifiziert und auf das ,housekeeping gen“
TAF1 normiert. Die erhaltene, auf TAF1 normierte Kopienzahl wurde in Abhédngigkeit von Alter und BMI (A und B;

n=11) sowie am Tag vor der Operation bestimmter Stoffwechselparameter (C-F, n=8) aufgetragen.

Insgesamt muss konstatiert werden, dass die im Forschungsumfeld etablierten Annahmen hin-
sichtlich der Beeinflussung der Genexpression in braunem Fettgewebe nicht geeignet sind, die

Variabilitiat der Genexpression in der untersuchten Stichprobe zu beschreiben. Es muss davon
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ausgegangen werden, dass diese Ergebnisse mafdgeblich durch bisher nicht diskutierte Faktoren

beeinflusst wurden.
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4 Diskussion

Um die Moglichkeit einer Identifizierung und Lokalisierung braunen oder beigen Fettgewebes im
menschlichen Korper zu eruieren, wurden in dieser Studie Fettgewebe fiinf verschiedener huma-
ner Depots auf molekularer Ebene analysiert. Schwerpunktmafdig wurde die etwaige Aktivierung
thermogener Fettgewebe durch eine intraoperativ angewendete Hypothermie untersucht. Dazu
erfolgte die Bestimmung von Expressionsraten von Markern klassischer brauner und beiger Adi-
pozyten unter Hypothermie und Normothermie. Im Sinne eines Vorher-Nachher-Vergleichs
wurde die Expression von Genen, welche die funktionelle und transkriptionelle Aktivitat ther-
mogener Adipozyten beeinflussen, bewertet. Durch radiologische Untersuchungen gibt es ausrei-
chend Hinweise fiir eine Aktivierbarkeit brauner und beiger Fettgewebe durch einen Kaltereiz
beim Menschen (Lichtenbelt et al., 2009, Saito et al., 2009a). Es ist davon auszugehen, dass in ther-
mogenen Fettgeweben durch einen Kaltereiz die Transkription induziert wiirde und die mRNA

der bestimmten Gene dann vermehrt nachweisbar ware.

Die Genexpression unter Hypothermie verhalt sich zwischen den Patienten einerseits und den
Geweben andererseits sehr unterschiedlich. Wahrend die Expression der Gene PRDM16, PGC-1«a
und FABP4 unter Kalteexposition nicht verdndert ist, zeigen die Gene UCP1 und DIOZ veranderte,
unterschiedlich gerichtete Expressionsraten. Eine statistische Signifikanz ergibt sich allerdings in
nur einem Fall. In retrosternalem Gewebe wird die Genexpression von UCP1 unter Kalteexposi-
tion signifikant vermindert detektiert. Dass statistische Tests bei kleinen Stichproben konservativ
sind, ist bekannt (Biihner and Ziegler, 2009). Daher interessiert ein Blick auf die individuellen
UCP1-und DIO2-Expressionen der einzelnen Patienten. Bei dieser patientenspezifischen Analyse
zeigen einige Patienten keine Anderung der Genexpression, andere weisen eine Abnahme oder
eine Zunahme der Genexpression auf. Die Analyse der Genexpressionsraten zeigt dabei keinerlei
Abhédngigkeit in Bezug auf die Dauer der Hypothermie. Eine Abnahme der Genexpression lasst
sich mit der Dauer der Hypothermie keinesfalls erklaren, sondern kénnte durch andere Faktoren
hervorgerufen worden sein. Diese sollen an spaterer Stelle noch erldutert werden. Aber auch eine
mehr oder weniger starke Zunahme der Genexpression kann durch die Variabilitit der Dauer der
Hypothermie in dieser Studie nicht erklart werden. Die gewonnene, sich nicht eindeutig darstel-
lende Ergebnislage sollte jedoch nicht als Beleg einer fehlenden Kalte-Aktivierbarkeit beiger und
brauner Fettgewebe gewertet werden. Vielmehr ist die Beantwortung der Frage nach dem Ein-
fluss der intraoperativen Hypothermie auf die untersuchten Fettgewebe schwierig, weil der fiir
die Gewebegewinnung gewahlte Kontext der Operation ebenso wie die damit ausgewahlte Stich-
probe strukturelle Merkmale aufweisen, welche zu einer Verzerrung der Ergebnisse gefiihrt ha-

ben.
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Auch wenn eine Induktion durch die intraoperative Hypothermie nicht nachweisbar ist, wurden
in den Fettdepots der in dieser Arbeit untersuchten Patienten auf molekularer Ebene dennoch

Gene nachgewiesen, welche zur Genausstattung brauner und beiger Adipozyten gehoren.

Verglichen zum subkutanen Fettdepot, welches das typische weifde Fettgewebe reprasentiert,
wird sowohl in epikardialem als auch in mediastinalem Fettgewebe signifikant mehr UCP1 nach-
gewiesen. Es wird dort ein 18 Mal hoherer UCP1-Gehalt detektiert als in subkutanem Fettgewebe,
wo es an der Nachweisgrenze liegt. Ebenfalls wurde in perikardialem und retrosternalem Fettge-
webe UCP1 nachgewiesen. UCP1 befihigt die thermogenen Adipozyten zur zitterfreien Thermoge-
nese, da es den entkoppelten Elektronenfluss iiber die Mitochondrienmembran erméglicht und
damit Energie in Warme umwandelt (Golozoubova et al., 2004, Cannon and Nedergaard, 2004).
Ebenfalls nachweisbar sind die Gene PGC-1a, PRDM16 und DIOZ, welche eine wichtige Rolle in der
Entwicklung thermogener Zellen und Zellkomponenten und der Regulierung der Proteinbiosyn-
these von UCP1 spielen. Es sind jedoch unterschiedliche Expressionsraten von UCPI auf der einen
und PGC-Ia und PRDM16 auf der anderen Seite nachweisbar. Obwohl die Gene PGC-1a und
PRDM16 ebenso wie UCP1 in der Regel eine stabile Induktion bei Kélteaktivierung zeigen, waren
diese zwei Gene in dem Gewebe mit dem hochsten UCPI-Gehalt am geringsten nachweisbar. Es
fand sich in epikardialem Fettewebe signifikant weniger PGC-1a@ und PRDM16 als in perikardia-
lem, retrosternalem und mediastinalen Fettewebe, im Falle von PRDM16 auch signifikant weniger
als in subkutanem Fettgewebe. Nichtsdestotrotz deutet der Nachweis der genannten Gene die An-

wesenheit thermogener Adipozyten in den beschriebenen Fettdepots an.

Insgesamt zeigen sich die Expressionsraten der Marker braunen und beigen Fettgewebes auf sehr
niedrigem Niveau. So sind beispielsweise die UCP1-Expressionsraten deutlich niedriger als dieje-
nigen, welche von murinen Studien verdéffentlicht wurden. Cheung et al. fanden nicht nur in muri-
nem BAT um den Faktor 1000, sondern auch in murinem weifden Fettgewebe 30 Mal hohere
UCP1-Expressionsraten als im mediastinalen humanen Depot. Eine artefakte Detektion kdnnte bei
so geringer mRNA-Ausbeute diskutiert werden. Da die UCP1-Ct-Werte der quantitativen PCR die-
ser Arbeit mit denen der Cheung-Studie vergleichbar sind (mittlerer Ct-Wert fiir UCPI im medi-
astinalen Depot: 33 bei Cheung et al. verglichen zu 33,8 in dieser Arbeit), 1asst sich ein Experiment
dieser Arbeitsgruppe zur Verifizierung der gemessenen Werte heranziehen. Humane Leberpro-
ben, welche der Negativkontrolle dienten, wiesen dort keine UCPI-Expression auf (Cheung et al,,
2013). Somit kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei der Detektion des UCP1-Gehalts
in dieser Arbeit um eine wahre Detektion handelt. Die Ursachen einer nur minimalen Auffindbar-
keit thermogener Adipozyten kénnten wiederum in strukturellen Merkmalen der Stichprobe zu

finden sein.
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Diese konnten ebenfalls eine Erklarung fiir die in dieser Arbeit von anderen Studien abweichen-
den, erhaltenen Ergebnisse der Korrelationsanalysen der Genexpression von UCPI und DIOZ bie-
ten. Die Variabilitiat der UCP1-und DIO2-Expression in epikardialem und mediastinalem Gewebe
lassen sich nicht durch Unterschiede in den Parametern Alter, BMI, Triglyceride, Cholesterin, HDL

und LDL erklaren.

Die Beantwortung der Frage nach der Prasenz und Aktivierbarkeit thermogener Fettgewebe muss
vor dem Hintergrund getroffen werden, dass es sich bei der untersuchten Stichprobe um 15 Ein-
zelfalle handelt. Diese sind durch eine jeweils spezifische Zusammensetzung beeinflussender Fak-
toren gekennzeichnet, die im Rahmen dieser Arbeit nicht kontrolliert werden konnten. Zu den
wichtigsten gehdren die Medikation, das Alter, der BMI und die fiir jeden Patienten spezifischen
Operationsbedingungen. Die in der vorliegenden Studie nicht eindeutig sichtbare Aktivierbarkeit
der Vorlauferzellen beiger und brauner Adipozyten durch Kalte muss im Kontext dieser Faktoren

beurteilt werden.

4.1 Faktoren im Kontext der Stichprobe

Alle Patienten der Untersuchungsgruppe unterzogen sich einer Operation am offenen Herzen, die
im Allgemeinen eher eine Patientengruppe betrifft, welche multimorbide und zudem élter ist. So
gehorten die untersuchten Patienten einer relativ homogenen Gruppe eher édlterer Personen an.
Das durchschnittliche Alter betrug 71 Jahre. Aufderdem waren die meisten untersuchten Patien-
ten libergewichtig. Es ist bekannt, dass die Menge und Aktivitat braunen und beigen Fettgewebes
mit zunehmendem Alter und BMI abnimmt (Cypess et al., 2009, Saito et al., 2009a, Lichtenbelt et
al,, 2009). Gegeniiber jungen, schlanken Menschen war die Méglichkeit, die ohnehin kleinen Men-
gen thermogenen Fettgewebes in der Untersuchungsgruppe zu aktivieren, also durch das hohere
Lebensalter und den BMI beeintrachtigt. Daher sind die Ergebnisse fiir diese spezifische Gruppe

von Menschen eingeschrankt giiltig.

Abgesehen von den beschriebenen Voraussetzungen des Alters und BMI in der Stichprobe, bringt
jeder Patient ein spezifisches Genom mit. In 8F-FDG-PET /CT-Studien variierte die Intensitat des
Signals unter den Individuen, welche eine 18F-Flouro-Deoxy-Glukose-Aufnahme zeigten, signifi-
kant (Nedergaard et al., 2010). Schon in den 90er Jahren wurde ein Einzelnukleotid-Polymorphis-
mus im Promotor des humanen UCP1 beschrieben, welcher mit einem unterschiedlichen Ausmaf3
der UCP1-Expression in humanem Fettgewebe sowie einer unterschiedlichen altersabhingigen
Abnahme thermogenen Fettgewebes assoziiert ist (Yoneshiro et al., 2013b, Oppert et al., 1994,

Esterbauer et al., 1998). Daher kann angenommen werden, dass eine genetische Variabilitiat im
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regulatorischen Element der UCP1-Gensequenz auch in dieser Studie fiir die zwischen den Pati-
enten unterschiedlichen UCP1-Expressionsraten sowie deren Aktivierbarkeit mitverantwortlich

ist.

Wahrend letztgenannte Aspekte beim Menschen recht gut erforscht und breit akzeptiert sind, ist
die Rolle vieler Arzneimittel in der Funktion und Entwicklung thermogener Adipozyten weitge-
hend unklar. Gerade diese haben in der vorliegenden Studie jedoch einen bedeutenden Einfluss.
Die Operation erfolgt bei der Therapie einer koronaren Herzkrankheit mehr noch als bei der The-
rapie eines Klappenvitiums als letzter Schritt in einem Therapieplan, dem eine oft langjahrige Be-
handlung mit Medikamenten vorausging. Alle Patienten nahmen taglich Medikamente ein, die al-
lermeisten mehr als ein Praparat. Hinzu kommt die notwendige Gabe einer Reihe von Arzneimit-
teln, die den operativen Eingriff moglich machen. Die Auswirkung einiger dieser Medikamente
konnte fiir die Funktion und Regulation thermogener Adipozyten eher unerheblich sein, da sie
zum bisherigen Forschungsstand jeglicher, pharmakologischer Angriffspunkte entbehren. Fiir an-

dere gibt es jedoch Hinweise fiir eine Auswirkung auf thermogene Fettgewebe.

An erster Stelle sollen hier -Adrenozeptor-Antagonisten genannt werden, welche von der tliber-
wiegenden Mehrheit der Patienten tdglich eingenommen wurden (Tabelle 11). Diese Medika-
mente schirmen das Zielorgan durch einen Antagonismus an [3-Rezeptoren von sympathischer
Stimulierung ab. Eben diese Rezeptoren sind jedoch maf3geblich an der Genese und der Funktion
thermogener Adipozyten beteiligt. Der -Blocker Propranolol wurde in radiologischen Studien als
Agens, welches in der Lage ist, die Aktivitit brauner Adipozyten zu inhibieren, identifiziert
(Parysow et al., 2007, Tatsumi et al., 2004). Damit iibereinstimmend fanden Cypess et al. bei der
Auswertung von 18F-FDG-PET/CT-Untersuchungen eine zehnmal niedrigere Wahrscheinlichkeit
wesentliche Mengen braunen Fettes zu besitzen, wenn 3-Blocker eingenommen wurden (Cypess
etal., 2009). Interessanterweise gibt es in der vorliegenden Arbeit eine Gruppe von vier Patienten,
welche in epikardialem Fettgewebe im Durchschnitt sechsmal hohere basale UCP1-
Expressionsraten aufweisen als die anderen Patienten. Drei dieser vier Patienten nahmen keinen
[-Blocker ein. Auch bei der Untersuchung der UCP1-Expression in mediastinalem Gewebe gibt es
drei Patienten, welche durch hohere basale Expressionsraten gekennzeichnet sind. Zwei dieser
Patienten nahmen ebenfalls keinen (3-Blocker ein. Es ist also denkbar, dass sich die tdgliche Ein-
nahme von (3-Blockern in der Untersuchungsgruppe negativ auf die Zahl thermogener Adipozyten
in mediastinalem und insbesondere epikardialem Fettgewebe auswirkte. Untersuchungen zu die-
sem Sachverhalt durch humane Studien sind kaum dokumentiert. Die Relevanz dieses Aspektes
istjedoch grofs. B-Rezeptorenblocker zahlen in Deutschland zu den am haufigsten verschriebenen
Arzneimitteln. Im Jahr 2015 wurden rund 2,26 Milliarden definierte Tagesdosen -Blocker ver-

ordnet (Schwabe and Paffrath, 2016). Die am weitaus meisten verschriebenen Wirkstoffe sind
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Metoprolol gefolgt von Bisoprolol (Schwabe and Paffrath, 2016, Lemmer, 2016). Diese sogenann-
ten kardioselektiven Praparate kommen bei kardiovaskuldaren Indikationen, wie denen der Un-
tersuchungsgruppe, zum Einsatz. Sie kdnnten in zweierlei Weise eine Bedeutung fiir die unter-

suchten thermogenen Fettgewebe haben.

Kardioselektive (-Rezeptorenblocker besitzen eine hohere Affinitit zum [;-Rezeptor, dessen
Dichte am Herzen besonders grof? ist. Doch auch braunes Fettgewebe ist von der intakten Funk-
tion dieses Rezeptortyps abhingig. Uber B1-Rezeptoren reagiert braunes Fettgewebe von Mdusen
mit einer erhohten Proliferation von Vorlauferzellen auf Kalte (Bronnikov et al., 1992, Lee et al,,
2015). Eine Antagonisierung der Rezeptoren wiirde also in einer verminderten Rekrutierung von
Vorlauferzellen brauner Adipozyten - auch in der Untersuchungsgruppe - resultieren und letzt-
endlich zu einer verminderten Menge braunen Fettgewebes fithren. Eine kiirzlich veréffentlichte
Studie zeigt zudem, dass BAT-ansadssige (3-Rezeptoren in bestimmten Mausmodellen fiir die
adaptive Thermogenese entbehrlich sind und wirft neben der Moglichkeit einer nicht-adrenergen
Aktivierung auch eine Aktivierung brauner Adipozyten iiber andere 3-Rezeptoren auf (de Jong et
al,, 2017). Ginge man hypothetisch von einer Aktivierung liber :-Rezeptoren aus, wiirde die Ein-
nahme von B-Adrenozeptor-Antagonisten somit neben der Proliferation auch die Aktivierung
brauner Adipozyten hemmen. Zudem ist iiber die Wirkung von kardioselektiven Adrenozeptor-
Antagonisten an humanen 33-Rezeptoren, die lange Zeit als die primaren Vermittler der Aktivie-
rung thermogener Adipozyten galten, wenig bekannt (Golozoubova et al., 2004). Denn in héherer
Dosierung verschwindet die [1-Selektivitat der kardioselektiven Adrenozeptor-Antagonisten und
es gibt ebenfalls eine Wirkung an 3,-Rezeptoren (Mutschler, 2013). Auch ist eine antagonistische
Wirkung am (3-Rezeptor und eine damit verbundene Inaktivierung thermogener Adipozyten
denkbar. In beiden genannten Fallen ware es moglich, dass sich eine Hemmung der adaptiven
Thermogenese durch die fehlende Verbrennung von Fettsdauren und Glukose metabolisch in einer
Gewichtszunahme &dufderte. Tatsdchlich gibt es Studien an den B-Adrenozeptor-Antagonisten
Atenolol, Metoprolol und Propranolol, welche eine Assoziation zwischen der Einnahme dieser Me-
dikamente und einer Gewichtszunahme beschreiben (Sharma et al., 2001). Unklar ist, ob diese
Gewichtszunahme durch eine abnehmende Menge braunen und beigen Fettgewebes verursacht
ist. Zusammengefasst ist es wahrscheinlich, dass durch die Einnahme bestimmter (3-Adrenozep-
tor-Antagonisten ein wichtiger Schalter in der Aktivierung thermogener Adipozyten blockiert
wird. Dies konnte sich negativ auf das Vorhandensein und die Aktivierbarkeit thermogener Adi-

pozyten bei der Mehrheit der untersuchten Patienten ausgewirkt haben.

Die Relevanz der Erforschung unterschiedlicher Wirkstoffe zeigt sich am Beispiel von Nebivolol,
einem weiteren [-Adrenozeptor-Antagonisten. Dieser ist ebenfalls ein [3;-selektiver Antagonist
und zeichnet sich durch eine zusatzliche vasodilatierende Wirkung aus. Eine Studie an humanen

Adipozyten zeigt, dass der Wirkstoff Nebivolol in vitro liber $3-Rezeptoren die Induktion der Li-
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polyse und der Gene UCP1 und PGC-1q initiiert und aufderdem zu einer Reduktion der Lipidtrop-
fengrofie fiihrt (Bordicchia et al., 2014). Eine im Vergleich zum weifen Fettgewebe kleine Lipid-
tropfengrofie ist kennzeichnend fiir thermogene Fettgewebe (Bartelt and Heeren, 2013). Ein A-
gonismus des Wirkstoffes Nebivolol am (35-Rezeptor wurde auch fiir humane Endomyokardzellen
beschrieben (Rozec etal., 2009). Eine andere Arbeitsgruppe beschreibt zudem eine durch Nebivo-
lol induzierte mitochondriale Biogenese in murinen Adipozyten (3T3-L1) (Huang et al., 2013).
Somit konnte dieser Adrenozeptor-Antagonist neben seiner erwiinschten hemmenden Wirkung
am [3;-Rezeptor sogar begiinstigende Effekte auf die Funktion und Genese thermogener Adipozy-
ten und infolgedessen auf den Metabolismus haben. In der Untersuchungsgruppe dieser Studie
gibt es einen Patienten, der Nebivolol taglich einnahm. Dieser unterscheidet sich in der Genex-
pression nicht von den anderen Patienten, zeigt aber bezliglich seines Stoffwechselprofils interes-
sante Aspekte. Der Cholesterinwert zeigte sich ebenso wie das LDL im unteren Normbereich, das
HDL oberhalb und die Triglyceride unterhalb des Referenzbereiches. Der Patient ist normgewich-
tig. Im Vergleich zum Gruppendurchschnitt zeigt dieser Patient ein durchweg giinstigeres Fett-
stoffwechselprofil. Ein solches ist wiederum assoziiert mit einer hoheren Aktivitat thermogener
Fettgewebe (Bartelt et al,, 2011, Berbee et al,, 2015). In Anbetracht der Tatsache, dass es sich hier
um einen einzigen Patienten handelt, konnen diese Ergebnisse bestenfalls als Hinweis fiir eine
forderliche Auswirkung des Medikamentes Nebivolol auf die Aktivitat thermogener Fettgewebe

gewertet werden.

Neben den (-Adrenozeptor-Antagonisten gibt es eine weitere Medikamentengruppe unter den
taglich eingenommenen Medikamenten, die in der Untersuchungsgruppe quantitativ eine Rolle
spielt. Insgesamt nahmen zehn der untersuchten Patienten einen ACE-Hemmer oder AT;-
Rezeptorantagonisten ein (Tabelle 11). Diese Arzneimittel greifen in das Renin-Angiotensin-Sys-

tem (RAS) ein, welches den Salz- und Wasserhaushalt und den Blutdruck reguliert.

Zunehmend ist jedoch auch die Rolle des RAS in der Regulierung der Energie- und Glukosehomo-
ostase anerkannt. Gegenstand derzeitiger Forschung ist die Frage nach einer Assoziation der Dys-
regulation des RAS mit der Pathogenese der Adipositas und der Dysfunktion von Fettgewebe.
Komponenten, welche fiir die Vermittlung der Effekte des RAS bedeutsam sind, konnten in huma-
nen und murinen weifden Fettgeweben nachgewiesen werden (Karlsson et al., 1998, Pinterova et
al,, 2000, Engeli et al., 1999). Zudem wurde eine erhohte Aktivitat des mit dem Fettgewebe ver-
bundenen RAS bei adipdsen Mausen und Menschen nachgewiesen (Boustany et al., 2004, Cooper
et al,, 1998, Rahmouni et al., 2004). Die lokale Wirkung des RAS im Fettgewebe ist die Lipidsyn-
these und die Einlagerung der Lipide ins Fettgewebe (Jones et al., 1997). Dementsprechend redu-
ziert die periphere Inhibition des RAS durch ACE-Hemmer und AT,-Rezeptorantagonisten das
Koérpergewicht und Adipositas (de Kloet et al., 2009, Shimabukuro et al., 2007, Weisinger et al,,

2009). Auch in UCP1-exprimierendem, perivaskularem Fettgewebe von Ratten wurden wichtige
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RAS-Komponenten, wie Hormone, Enzyme und Rezeptoren detektiert (Galvez-Prieto et al., 2008).
Zudem wurde erstkiirzlich gezeigt, dass im weifsem Fettgewebe AT14-Rezeptor-defizienter Mause
vermehrt Browning registriert werden kann (Tsukuda et al., 2016). AT1a-Rezeptoren vermitteln
die Wirkung des Schliisselhormons Angiotensin Ilim RAS und geh6ren zu den Rezeptorsubtypen,
welche durch AT,-Rezeptorantagonisten gehemmt werden. Es kdnnte aus diesen Untersuchun-
gen eine den thermogenen Fettgeweben zutragliche Wirkung der Einnahme von Medikamenten,
welche das RAS hemmen, abgeleitet werden. Dem entgegen stehen Untersuchungen zur zentralen
Wirkung des Hormons Angiotensin II. Denn eine erhdhte Aktivitidt des RAS im Gehirn fordert eine
negative Energiebalance (de Kloet et al., 2009, Porter and Potratz, 2004). Die permanente zereb-
rale Gabe von Angiotensin II fithrt bei Ratten zu einer Erhohung des Energieumsatzes und zu ei-
ner wahrscheinlich sympathischen Aktivierung von braunem Fettgewebe (de Kloet et al,, 2011).
Dies deutet einen negativen Feedback-Mechanismus, der regulierend in die periphere Angioten-
sin [I-Wirkung einwirkt, an. Die Relevanz des RAS fiir das Vorhandensein und die Aktivierbarkeit
thermogenen Fettgewebes ist daher noch ungewiss und bedarf weiterer Forschung. Somit lasst
sich eine Auswirkung der Einnahme von ACE-Hemmern und AT,-Rezeptorantagonisten auf die
untersuchten Fettgewebe bei den betroffenen Patienten zwar vermuten, deren Einfluss auf die

Messergebnisse jedoch schwer definieren.

Hinweise fiir einen Einfluss auf braunes Fettgewebe gibt es auch fiir Cholesterinsenker. Soge-
nannte Statine wurden von sieben Patienten tiglich eingenommen (Tabelle 11). Deren Hauptin-
dikationen sind die Hypercholesterinamie und, bedeutend in der Untersuchungsgruppe, die Pri-
mar- und Sekundadrprophylaxe der Arteriosklerose zur Verhinderung kardiovaskuldrer Ereig-
nisse. In einer murinen Studie wurde gezeigt, dass der Wirkstoff Lovastatin in braunem Fettge-
webe zu einer Aktivierung der lodothyronine Deiodinase 2 und zu einem erhéhten DioZ2- und
Ucp1-mRNA-Gehalt fiihrt (Miller et al., 2012). Eine Interpolation dieser Ergebnisse auf die in die-
ser Untersuchungsgruppe relevanten Wirkstoffe Simvastatin, Atorvastatin und Fluvastatin lief3e

eine vermehrte DIO2-und UCP1-Expression vermuten.

Diabetesmedikamente wurden von einem Patienten eingenommenen und fallen daher quantitativ
nicht ins Gewicht (Tabelle 11). Erwahnenswert ist dennoch, dass diese eine begiinstigende Aus-
wirkung auf die Aktivitat thermogenen Fettgewebes haben. So vermittelt Metformin seine positi-
ven Stoffwechseleffekte auch iiber eine BAT-Aktivierung (Geerling et al., 2014). Sitagliptin wirkt
sich bei Erndhrungs-induziert, adipdésen Mausen positiv auf den Proteingehalt von u.a. UCP1 und

PGC-1a aus (Shimasaki et al,, 2013).
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4.2 Faktoren im operativen und methodischen Kontext

Abgesehen von den diskutierten patientenspezifischen Faktoren, welche sich durch die Auswahl
der Patientengruppe ergeben, sind auch Faktoren zu nennen, welche aus dem Operationskontext
resultieren und unweigerlich den Versuchsaufbau priagen. Neben der Handhabung der Variablen
Hypothermie, sind hier die hormonelle Adaption des Organismus auf perioperative Stressoren

und die Auswirkungen der perioperativ verabreichten Medikation von Bedeutung.

Wahrend die tagliche Medikation in ihrer Zusammensetzung und Dosierung zwischen den Pati-
enten variierte, lassen sich in der perioperativen Medikation nur geringfligige Unterschiede fest-
stellen. Diese sind vor allem durch die Verwendung unterschiedlicher Praparate innerhalb einer
Medikamentenklasse gekennzeichnet. Der Zeitpunkt der Verabreichung ist hier ausschlaggebend
in der Beurteilung der Moglichkeit einer Einflussnahme auf die Aktivitdt thermogener Fettge-

webe.

Bedeutsam im Hinblick auf eine negative Auswirkung im Sinne einer Hemmung der Aktivitat ther-
mogener Fettgewebe sind die volatilen Andsthetika. Wegen ihrer hypnotischen und muskelre-
laxierenden Wirkung wurde allen Patienten zur Vorbereitung auf den operativen Eingriff Sevoflu-
ran verabreicht. Dies ist ein volatiles Andsthetikum, welches zur Gruppe der Flurane gehort. Eine
hohe Empfindlichkeit gegeniiber einer Hypothermie wahrend der Andsthesie bei Kindern fiihrte
zur ndheren Auseinandersetzung mit dem Einfluss der Andsthetika auf braune Adipozyten. Tat-
sdachlich wurden volatile Anasthetika, anders als Injektionsandsthetika, als Hemmer der Ther-
mogenese an braunen Adipozyten von Hamstern identifiziert. Die Inkubation der Zellen mit anas-
thetisch relevanten Konzentrationen volatiler Andsthetika fiihrte zu einer signifikanten Hem-
mung des Sauerstoffverbrauchs der mit Noradrenalin stimulierten Zellen (Ohlson et al., 1994). Im
Fokus der Experimente stand der Wirkstoff Halothan, welcher inzwischen obsolet ist. Eine ebenso
potente Wirkung riefen aber auch die ebenfalls zur Gruppe der Flurane gehdrenden Stoffe Enflu-
ran und Isofluran hervor (Ohlson et al., 1994). Die enge chemische Verwandtschaft dieser Stoffe
mit dem in der Untersuchungsgruppe eingesetzten Wirkstoff Sevofluran fiihrt zu der Annahme,
dass die Thermogenese auch in den untersuchten Gewebeproben durch die Gabe des volatilen
Anasthetikums gehemmt worden sein konnte. Inwiefern sich dies auf molekularer Ebene gezeigt
haben koénnte, ist unklar. Wahrend fiir den Wirkstoff Halothan eine Hemmung der Adenylatzyk-
lase mit daraus resultierender reduzierter cAMP-Konzentration nachgewiesen wurde, blieb die
Gruppe der Flurane hinsichtlich des Wirkmechanismus im braunen Adipozyten unerforscht
(Ohlson et al,, 2004). Auch wenn eine Hemmung der Thermogenese in den untersuchten Gewebe-
proben angenommen werden kann, bleibt somit offen, ob die verwendeten volatilen Anasthetika
auch in der Lage sind, die Expression der gemessenen Gene zu beeinflussen. Die Kenntnis des

Wirkmechanismus wére auch insofern bedeutsam, da wahrend der Operation allen Patienten
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kontinuierlich Noradrenalin verabreicht wurde. Dies ist ein potenter Aktivator der Thermoge-
nese, der seine Wirkung durch die Aktivierung der Adenylatzyklase entfaltet. Bei einer der des
Halothans dhnlichen Wirkweise der Flurane, konnte Noradrenalin keine Wirkung an thermoge-

nen Adipozyten mehr auslésen.

Ein weiteres Medikament, welches negative Auswirkungen auf die Aktivierbarkeit der untersuch-
ten Fettgewebe gehabt haben koénnte, ist Heparin. Dieses Medikament betraf alle untersuchten
Gewebeproben in unterschiedlicher Weise. Zum einen ist hier die niedrigdosierte Heparin-Gabe
zu nennen, welche zur Thromboseprophylaxe im Vorfeld der Operation erfolgte. AufRerdem wa-
ren alle der unter Hypothermie gewonnenen Gewebeproben sowie auch ein Teil der unter
Normothermie gewonnenen Gewebeproben von einer hochdosierten Heparin-Gabe betroffen.
Weil Heparin moéglicherweise indirekt zu einer Beeintrachtigung der transkriptionellen Aktivitat
in den thermogenen Adipozyten fiihrt, konnten die Untersuchungsergebnisse der betroffenen

Proben verzerrt worden sein.

Heparine flihren durch das Abwaschen der Lipoproteinlipase (LPL) von der Endothelzelle zu ei-
nem Entzug von freien Fettsduren im thermogenen Adipozyten (Chevreuil et al., 1993). An muri-
nen Kardiomyozyten wurde gezeigt, dass freie Fettsduren eine wichtige Rolle in zelluldren Signal-
prozessen spielen. Durch die Aktivierung von Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs)
und eine stromabwarts verursachte Induktion von Targetgenen, wie unter anderem Pgc-1a, wer-
den intrazelluldre Prozesse reguliert (Haemmerle et al., 2011). Dies sind Gene, die auch in der
adaptiven Thermogenese des Adipozyten regulativ beteiligt sind. Unter physiologischen Bedin-
gungen wird die LPL kélteinduziert vermehrt vom Adipozyten sezerniert und zur Endothelzelle
verlagert (Bartelt et al., 2011). Damit wird eine ausreichende Versorgung des Adipozyten mit dem
Brennstoff freie Fettsduren gewahrleistet. Durch die von Heparin vermittelte Ablosung zirkulie-
ren LPLs nun im Blut und spalten dort Triglyceride zu freien Fettsdauren, welche dann nicht von
Adipozyten, sondern vorrangig von der Leber aufgenommen werden (Schlein et al., 2016). Eine
eventuelle transkriptionelle Aktivierung durch freie Fettsauren in den thermogenen Adipozyten
konnte daher vermindert sein. Dies wiirde sich in den betroffenen Gewebeproben auf molekularer
Ebene in einer verminderten Induktion des Gens PGC-1a mit negativer Auswirkung auf die UCP1-
Induktion zeigen. Ebenso wire auch die Mitochondriogenese, fiir die PGC-1a ein Hauptregulator
ist, eingeschrankt aktiviert. Da ein Effekt mehr noch bei der High Dose-Heparin-Gabe als bei der
Low-Dose-Gabe zu erwarten ware, betrife das insbesondere die unter Hypothermie gewonnenen

Proben.

Um eine gute Vergleichbarkeit der Genexpression zwischen den Patienten zu gewahrleisten, ist

ein standardisiertes Protokoll beziiglich der Dauer und des Ausmafies der Hypothermie notwen-
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dig. Dauer und Starke der Hypothermie unterlagen in dieser Arbeit den Erfordernissen der Ope-
ration. Folglich war es nicht moglich, vergleichbare Bedingungen zwischen den einzelnen Proban-
den sicherzustellen. Grundsatzlich jedoch ist die gewahlte Methode der Kiihlung des Organismus
durch die Herz-Lungen-Maschine der Kiihlung des Koérpers iiber die Raumluft, kaltes Wasser oder
Eis derzeit iiberlegen. Aktuell diskutiert wird ein méglicher Isolierungseffekt durch die subkutane
Fettschicht, welche im Zustand der Adipositas ausgepragter ist als bei schlanken Menschen
(Nedergaard et al., 2010). Eine etwaige Isolierung resultierte einerseits in einer verminderten
BAT-Aktivierung mit daraus folgenden Konsequenzen fiir den Metabolismus (vgl. 1.4). Anderer-
seits bedeutete diese im methodischen Kontext eine schlechte Vergleichbarkeit von normgewich-
tigen mit iibergewichtigen Individuen. Zumindest fiir adipése Mause konnte keine stirkere Isolie-
rung im Vergleich zu nicht-adiposen Tieren festgestellt werden (Fischer et al., 2016). Humane
Studien stehen noch aus. Die Kiithlungsmethode in der vorliegenden Arbeit schlief3t eventuelle
Isolierungseffekte durch die subkutane Fettschicht aus. Patienten wiirden im Falle eines standar-

disierten Kiihlungsprotokolls unabhéngig ihres BMIs gleich stark durch die Kalte aktiviert.

Methodisch interessant ware zudem die Bestimmung der Expression thermogener Gene als Funk-
tion der Zeit. Damit konnte verifiziert werden, ob die Zeitspanne von der Aktivierung thermoge-
ner Fettgewebe durch die intraoperative Hypothermie bis zur Gewebegewinnung ausreichend ist,

um eine verdanderte Genexpression nachweisen zu kénnen.

Nicht zuletzt muss auch der Aspekt der endogenen Stressreaktion des Korpers als Antwort auf die
perioperativen Reize beachtet werden. Die perioperative Stressreaktion ist ein multifaktorielles
Geschehen, zu der die mitunter starke Reizung von Nozizeptoren ebenso beitragt wie periopera-
tive Hypovolamie, Hypoxamie und Azidose (Bauer et al., 1998). Wenn auch teilweise kompensiert
durch andsthetische Medikamente, reagiert der Organismus letztendlich mit einer erhéhten Sek-
retion von katabol aktiven Hormonen, wobei Glukagon, Cortison und Katecholamine maf3geblich
sind. Gleichzeitig kommt es zu einer Abnahme von anabolen Hormonen wie dem Insulin (Holte
and Kehlet, 2002). Dies zeigt ein weiteres Mal, dass die Gewebegewinnung in einem fiir den Orga-

nismus speziellen, unphysiologischen Zustand stattfand.

4.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammengefasst wird durch die vorangegangene Diskussion deutlich, dass der Versuchsaufbau
in dieser Form nicht geeignet ist, die Aktivierung thermogener Fettgewebe durch Kalte zu unter-

suchen. Letztendlich ist es auf Basis dieser relativ kleinen und heterogenen Stichprobe kaum mog-
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lich, aufgrund der jeweils unterschiedlichen spezifischen Einflussfaktoren und der nicht vollstan-
dig erklarbaren Wechselwirkungen zwischen diesen Einflussfaktoren, verallgemeinerbare

Schlussfolgerungen zu ziehen.

Die Erorterung der moglichen Einflussnahme verschiedener Medikamente zeigt deutlich, dass die
Ursachen der fehlenden Aktivierbarkeit der thermogenen Fettgewebe in dieser Studie auf unter-
schiedlichen Ebenen zu finden sind. Dazu gehort das hemmende Eingreifen von 3-Adrenozeptor-
Antagonisten in die Entwicklung thermogener Adipozyten. Weiterhin ist die etwaige Hemmung
von Rezeptoren und Enzymen, welche maf3geblich an der Aktivierung der Thermogenese beteiligt
sind, durch -Adrenozeptor-Antagonisten und volatile Anédsthetika zu nennen. Eine Reduzierung
der Funktion sowie die eventuelle Reduzierung der transkriptionellen Aktivierung thermogener
Adipozyten konnte durch den Heparin-vermittelten Entzug freier Fettsauren stattgefunden ha-

ben. Der intraoperative Kéltereiz scheint bei dieser Fiille an Einflussfaktoren trivial zu sein.

Um eine Aussage lber die Aktivierbarkeit thermogenen Fettgewebes durch Hypothermie treffen

zu konnen, sollten die erlduterten Einflussfaktoren im Experiment kontrolliert werden.

B-Adrenozeptor-Antagonisten waren in dieser Studie scheinbar in der Lage, die basalen Genex-
pressionsraten von UCP1 zu dezimieren und hitten sich damit von den anderen Faktoren als die
potentesten abgegrenzt. Eine Untersuchung an Menschen, welche keine 3-Adrenozeptor-Antago-
nisten zu sich nehmen, konnten zu Erkenntnissen beziiglich der Physiologie und der molekular-

biologischen Eigenschaften des humanen thermogenen Fettgewebes beitragen.

Dennoch ist es lohnenswert, das Augenmerk auch auf die Rolle der $-Adrenozeptor-Antagonisten
in der Regulierung thermogener Fettgewebe zu richten. $-Blocker sind in unserer Gesellschaft
von grofder Bedeutung, denn deren Hauptindikationen zidhlen zu den weitaus hiufigsten Erkran-
kungen in den Industrienationen. Dazu gehoren die arterielle Hypertonie und koronare Herz-
krankheit ebenso wie tachykarde Herzrhythmusstorungen und chronische Herzinsuffizienz. Die
Hauptziele der Erforschung thermogener Fettgewebe sind die Minderung der Adipositas und der
Arteriosklerose. Beide pathologischen Zustinde sind vermehrt auch unter Personen zu finden,
welche B-Adrenozeptor-Antagonisten einnehmen. Eine etwaige Hemmung der adaptiven Ther-
mogenese durch $-Adrenozeptor-Antagonisten wiirde mit einer angestrebten Aktivierung unwei-

gerlich in Konkurrenz treten.

Neben der Auswahl geeigneter Probanden fiir die Untersuchung der Aktivierbarkeit thermogener
Fettgewebe, muss auch der Versuchsaufbau adaptiert werden. Einen fiir die Gewebegewinnung
geeigneten Kontext zu finden, welcher vom klinischen Geschehen mit all seinen implizierten Ein-
flussgrofien, wie Alter, Multimorbiditdt und Medikamenten unabhangig ist und gleichzeitig eine

Hypothermie zur Aktivierung der adaptiven Thermogenese bereitstellt, ist jedoch schwierig. Vola-
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tile Anasthetika und Heparin kénnten die adaptive Thermogenese in dieser Studie gehemmt ha-
ben. Zwar gibt es Operationen, bei denen kein Heparin und anstelle der volatilen Anasthetika In-

jektionsanasthetika eingesetzt werden, jedoch lassen diese eine Hypothermie vermissen.

Sicher liefde aber eine deutlich grofdere Stichprobe die Moglichkeit zu, aussagekraftige Teilgrup-
pen beziiglich der Einflussfaktoren zu bilden. In solchen kdnnten, anders als bei der in dieser Ar-
beit stattgefundenen Auswertung von Einzelfallen, zufallige von signifikanten Ergebnissen abge-

grenzt werden und es liefSen sich moglicherweise verallgemeinerbare Muster erkennen.

Nichtsdestotrotz liefert diese Studie wertvolle Hinweise fiir die Auseinandersetzung mit der adap-
tiven Thermogenese beim Menschen. Die detektierten basalen Genexpressionsraten sollten als
minimal mogliche Expressionsraten gewertet werden. Denn es kann angenommen werden, dass
sowohl Alter und BM], als auch die tagliche Medikation in der Summe zu einem Zustand der Inak-

tivitat thermogener Fettgewebe beigetragen haben.
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5 Zusammenfassung

Adipositas ist das Resultat einer den Energieverbrauch anhaltend tibersteigenden Energiezufuhr.
Sie geht einher mit Stérungen des Glukose-, Lipid- und Lipoproteinstoffwechsels und begiinstigt
die Entstehung von metabolischen, kardiovaskuldren und neoplastischen Erkrankungen. Die an-
teiligen Kosten der Adipositas allein fiir das Gesundheitssystem belaufen sich in vielen Landern
auf bis zu sechs Prozent. Dabei ist nicht nur in Ldndern mit hohem, sondern auch in Lindern mit
mittlerem und niedrigem Einkommen eine steigende Pravalenz zu beobachten. Adipositas wird

zunehmend ein globales Problem fiir die Volksgesundheit.

In der Entwicklung therapeutischer Strategien fiir die Adipositas und damit assoziierte Erkran-
kungen, kommt der Erh6hung des Energieverbrauchs eine besondere Bedeutung zu. Thermogene
Fettgewebe, zu denen braune und beige Fettgewebe gehoren, sind durch eine hohe metabolische
Aktivitat charakterisiert. Eine Aktivierung klassischer brauner Adipozyten resultiert ebenso wie
die Aktivierung der Thermogenese in weifdem Fettgewebe (sog. Browning) in der Umwandlung
chemischer in thermische Energie. Die dabei notwendige Utilisierung von Glukose und insbeson-

dere Fettsduren kommt dem Metabolismus des Organismus zugute.

Ziel dieser Arbeit ist die Identifizierung und Lokalisierung humaner Fettdepots, welche die Fahig-
keit haben kalteaktiviert adaptive Thermogenese zu betreiben. Es werden dazu fiinf humane Fett-
depots einer molekular-biochemischen Analyse beziiglich der Genexpression thermogener Akti-
vitats- und Differenzierungsmarker unterzogen. Die Gewinnung der Gewebeproben aus den epi-
kardialen, perikardialen, mediastinalen, retrosternalen und subkutanen Fettgewebedepots er-

folgte wahrend kardiochirurgischer Eingriffe.

Im Rahmen dieser Arbeit wird in keinem der untersuchten Fettgewebedepots eine auf der Ebene
der Genexpression stattgefundene Aktivierung thermogener Adipozyten durch Kilte ersichtlich.
Die nach Einfluss von Kalte unverdanderten Genexpressionsraten einiger Aktivitats- und Differen-
zierungsmarker sind begleitet von unterschiedlich gerichteten Veranderungen zwei weiterer Ak-
tivitdtsmarker. Dabei ist das Ausmaf3 der Genexpressionsdnderung durch unterschiedliche Wirk-
zeiten der Kalte nicht erklarbar. Das Transkriptionsprodukt des ausschlief3lich in thermogenen
Fettgewebe vorkommenden Uncoupling Protein 1 ist in epikardialem und mediastinalem Gewebe
signifikant hoher nachweisbar als in den tlibrigen Geweben. Die Variabilitdt seiner Expression ist
durch die Variabilitat ausgewahlter physiologischer und metabolischer Marker in dieser Arbeit

nicht erklarbar.
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6 Summary

Obesity arises when energy intake constantly exceeds energy expenditure. Abnormal and exces-
sive fat accumulation is accompanied by impaired glucose, lipid and lipoprotein metabolism and
promotes the development of metabolic, cardiovascular and neoplastic diseases. The costs to the
health services from obesity are estimated to be up to six percent of total health care expenditure
in many countries. Once considered a high-income country problem, overweight and obesity are
now on the rise in low-and middle-income countries. It is a major public health and economic

problem of global significance.

In the development of therapeutic strategies against obesity and associated diseases, the increase
in energy expenditure is of high interest. Thermogenic adipose tissues, such as brown and beige
adipose tissues, are characterized by a high metabolic activity. Both the activation of classical
brown adipocytes and the activation of thermogenesis in white adipose tissue (so called Brown-
ing) result in the transformation of chemical energy to heat. Required in this process is the utili-
zation of glucose and particularly fatty acids, which positively affects the whole-body’s metabo-

lism.

The purpose of this work is to identify and locate human fat depots, which are capable of cold-
activated adaptive thermogenesis. Five human fat depots are put on a biochemical and molecular
analysis concerning the gene expression of thermogenic activity and differentiation markers. The
adipose tissue samples from epicardial, pericardial, mediastinal, retrosternal and subcutaneous

depots were obtained from patients undergoing cardiac surgery interventions.

In this work, adaptive thermogenesis is not activated upon short term cold exposure in any of the
examined adipose tissue depots. Patient specific gene expression rates under cold exposure vary
among different activity and differentiation markers, though the magnitude of gene expression
alterations is not dependent on the duration of cold exposition. The transcription product of the
unique Uncoupling protein 1 is significantly more abundant in epicardial and mediastinal adipose
tissue compared to the other fat depots. The variability of its expression is not dependent on the

variability of a set of physiological and metabolic markers.



Kapitel 7 Anhang Seite | 72

7 Anhang

Anhang A | Ubersicht iiber Mittelwerte und Mediane der Genexpression aller Gewebe und Gene

Die Gewebe aus flinf Fettdepots wurden prépariert und die Expression der Gene mittels Tagman®-Technologie be-

stimmt. Aufgelistet sind die Mittelwerte und Mediane der absoluten, auf TAF1 normierten Kopienzahlen.

Gen TAF1 ucpr1 FABP4 PGC1A PRDM16 DIO2
normotherm Mittelwert 384 360 741.777 963 157 24
Epikardial Median 386 173 465.099 605 172 17
P Mittelwert 295 283 785.329 1.086 212 22
hypotherm )
Median 315 174 782.852 940 161 16
Mittelwert 333 49 1.682.746 1.943 553 29
normotherm .
Perikardial Median 335 30 1.839.742 1.989 514 27
Mittelwert 243 284 1.732.331 1.923 717 62
hypotherm )
Median 253 68 1.788.458 1.841 739 40
normotherm Mittelwert 372 119 1.022.587 2.770 696 27
Median 391 74 980.865 2.184 545 26
Retrosternal -
hvpotherm Mittelwert 329 21 970.021 2.814 569 69
P Median 396 17 809.862 2.396 494 42
normotherm Mittelwert 446 364 763.728 2.428 425 37
Mediastinal Median 351 57 807.153 2.480 456 32
Mittelwert 339 87 654.191 2.157 314 37
hypotherm )
Median 342 35 497.834 1.621 361 27
normotherm Mittelwert 312 18 1.454.748 1.388 460 24
Subkutan Median 299 11 1.208.142 1.333 372 22
ubku
Mittelwert 299 14 1.026.128 741 346 17
hypotherm

Median 254 12 965.529 794 353 13
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Anhang B | Expressionsanalyse der Housekeeping-Gene

Die gewonnenen Gewebe aus fiinf Fettdepots wurden prapariert und die Genexpression der housekeeping gens TAF1
(A) und 36B4 (B) mittels Tagman®-Technologie bestimmt. Aufgetragen ist die absolute Genexpression. Darstellung
der Daten als Mittelwert + SEM. Multipler t-Test, post-hoc: Holm-Siddk- Test, 95% Konfidenzintervall.
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Anhang C | RNA-Ausbeute der Gewebeproben

Die RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte am NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Peqlab). Aufgefiihrt sind
die RNA-Konzentrationen pro Fettdepot, Patient und Zustand (normo-normotherm/hypo-hypotherm). Nicht reali-

sierte Gewebeabgaben sind folgendermafien gekennzeichnet: n.v. - nicht vorhanden.

Patient Nr. RNA-Ausbeute (ng/pl)

= 2 E P -

=5 % 5%

25 [ = a4 7}
1 normo nv. i116,12{ 65,35 | 49,57 | 14,32
1 hypo 17,24 { 59,35 { 107,92 42,29 | 81,61
2 normo 36,94 | nv. {11472} nv. | 53,74
2 hypo 2421 nv. (12424 nwv. 8,78
3 normo 2492 i 41,81 | nwv. 36,22 | 36,64
3 hypo 16,58 | 3571 { n.v. 28,92 | 12,45
4 normo 54,11 | 27,46 { 119,71 36,74 | 13,99
4 hypo 46,17 | 26,31 { 135,60} 35,42 { 31,32
5 normo 25,38 { 25,33 | 85,08 | 32,31 | 13,58
5 hypo 21,68 | 28,31 | 87,02 | 29,74 | 13,43
6 normo nv. 47,48 nv. 20,25 | 19,21
6 - n.v. n.v. n.v. n.v. n.v.
7 normo 24,09 | 30,76 { 157,45 n.wv. 30,80
7 - 10,56 | 36,15 {360,98! n.v. | 29,37
8 normo 2391 { 41,71 1 105,12} nv. | 29,80
8 hypo 52,16 { 4455 | 2509 | n.v. 21,84
9 normo 22,24 { 69,35 | 71,18 | 67,29 | 27,64
9 hypo 20,83 i 40,09 401,11 n.v. 12,68

10 normo nv. 46,61 | 70,40 nv. 18,53
10 hypo 30,46 | 32,62 | 83,44 | nv. | 24,50
11 normo 24,76 { 28,11 | 54,56 | n.v. 10,40
11 hypo 56,11 | n.v. 45,34 | nwv. 14,01
12 normo 37,38 | 83,44 {318,85 60,54 | 21,16
12 hypo 35,26 {472,131 nv. | 43,29 | 19,80
13 normo 18,01 {102,48 61,53 nv. 169,3
13 hypo 45,40 {20391 51,23 | 53,86 | 25,22
14 normo 63,75 1109,77 33,79 | 56,32 | 16,39
14 hypo 74,08 { 67,50 | 45,59 | 32,77 | 12,65
15 normo 98,38 | 69,48 | 48,41 | 46,34 | 21,54
15 hypo 29,87 | 66,55 | 70,50 | 28,47 | 19,88
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