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1 Einleitung

1.1 Das metabolische Syndrom

Das metabolische Syndrom (MetS) beschreibt eine Konstellation verschiedener
metabolischer Dysfunktionen, welche sich gegenseitig bedingen, beeinflussen oder
nebeneinander bestehen. Diese gehen mit einem gesteigerten kardiovaskuléren
Risiko sowie einer erh6hten Wahrscheinlichkeit fir die Entstehung eines Diabetes
mellitus Typ 2 (DMT2) einher, wodurch letztendlich eine erh6hte Morbiditat und
Mortalitdt der Betroffenen und eine steigende weltweite finanzielle Belastung

resultieren [1]-[3].

Das MetS betrifft laut der weltweiten Definition der International Diabetes Federation
von 2005 ein Viertel der Weltbevolkerung [2]. Die Pravalenz hangt jedoch stark
davon ab, wie das MetS definiert wird und wie die genetischen Einflisse,
Umweltfaktoren und die Zusammensetzung der untersuchten Population aussehen,
sodass es zur Generierung unterschiedlicher Daten kommen kann. Einen
entscheidenden Beitrag zur Pravalenz des MetS leisten Lebens- und
Ernahrungsstil, aber auch die Familienanamnese und der genetische Hintergrund.
Besonders eine vor allem ,sitzende Lebensweise mit reduzierter kdrperlicher
Aktivitat® und ein ,hoher sozio6konomischer Status“ beglnstigen das vermehrte
Auftreten des Syndroms [4]-{7]. In der National Health and Nutrition Examination
Survey des Adult Treatment Panel Ill, in welcher die Daten von mehr als 8000
Mannern und Frauen mit einem Alter Gber 20 Jahren von 1988-1994 im Rahmen
einer Querschnittsstudie ausgewertet wurden, betrug die Pravalenz des MetS
21.8%. Es zeigte sich dort ein deutlicher Pravalenzanstieg mit steigendem Alter.

Geschlechterspezifische Unterschiede zeigten sich keine [7], [8].

Mit zunehmender Pravalenz [9] und als wichtiger Risikofaktor fur die Entwicklung
eines DMT2 mit einem 5-fach gesteigerten Risiko zu erkranken [10], kommt dem
MetS, seiner weiteren Erforschung, Vorsorge und Therapie eine groBe
Okonomische Bedeutung zu. Im Jahr 2017 waren auf der Welt bereits 425 Millionen
Menschen zwischen 20 und 79 Jahren an Diabetes erkrankt. Bis zum Jahr 2045

wird mit einer Zunahme auf 629 Millionen erkrankte Menschen gerechnet und damit
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mit einem Anstieg um 48% der Ausgangszahl [11]. Vor allem in Landern, in welchen
ein Anstieg von geringem zu mittlerem Einkommen in der Gesamtbevdlkerung
nachweisbar ist, ist aufgrund struktureller und demographischer Veranderungen mit
einer deutlichen Zunahme der Erkrankung zu rechnen. Pro Jahr werden
schatzungsweise 727 Milliarden US-Dollar (USD) von Menschen, die an Diabetes
erkrankt sind, fir Gesundheitsversorgung ausgegeben. Durch eine Zunahme der
Erkrankung auch in der arbeitenden Bevdlkerung, also bei Menschen zwischen 20
und 64 Jahren, soll die dkonomische Belastung durch Diabetes aufgrund von
Kosten sowie durch Arbeitsausféalle bis 2045 um 104 Milliarden USD steigen [11].
Nach einer epidemiologischen Studie von Dall et. al. 2014 lag die 6konomische
Belastung im Jahr 2012 bereits bei insgesamt 322 Milliarden USD. Einbezogen in
diese Studie wurden auch die Kosten durch nicht diagnostizierten Diabetes [12].
Laut Diabetes Atlas 2017 handelt es sich dabei um beinahe 50% der
Erkrankungsféalle, womit sich fir die Erkrankung eine extrem hohe Dunkelziffer

ergibt.

Durch eine chronisch hyperglykdme Stoffwechsellage bei einem Diabetes mellitus
kommt es im Verlauf der Erkrankung zu einer Reihe von Komplikationen. Die
Hyperglykdmie flhrt unter anderem Uber ein Herunterregeln der Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (NO), eine vermehrte Produktion reaktiver
Sauerstoffverbindungen (ROS) und die vermehrte  Produktion von
Vasokonstriktoren zu einer Fehlregulation und strukturellen Schéadigung der
GefaBe. Besonders betroffen sind davon Augen und Nieren, auBerdem kommt es
Uber atherosklerotische Veradnderungen zu kardiovaskuléaren Ereignissen wie
Myokardinfarkten oder Verschlissen von Arterien des Gehirns und der Extremitaten
[13]. Diese fuhren zu ko&rperlichen Einschrdnkungen und zum frihzeitigen
Versterben der betroffenen Patienten, was einen GroBteil der Kosten und
Arbeitsausfalle bewirkt [11]. Hinzu kommt finanzieller Aufwand fir kardiovaskulare
Erkrankungen auf dem Boden eines MetS, bei welchem sich ein DMT2 noch nicht

manifestiert hat [2].

Die genaue Atiologie des MetS bleibt weiterhin unklar. Es handelt sich um ein
multifaktorielles Geschehen, bei dem kein einzelner Faktor als Ursache

beschrieben werden kann [14]. Neben dem entscheidenden Risikofaktor Adipositas
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scheint ursachlich eine Insulinresistenz von Bedeutung zu sein, welche vor allem
durch ein erhéhtes Vorkommen freier Fettsauren begunstigt wird [9], [15], [16]. Den
ersten Hinweis hierzu lieferte 1988 Reaven mit der Beschreibung des Syndrom X,
unter welchem er Risikofaktoren fur kardiovaskuldre Erkrankungen
zusammenfasste [17]. Auch die Resistenz gegeniber dem Sattigungshormon
Leptin [18] und Einflisse durch das Mikrobiom des Darms [19] stehen als mogliche

Ursachen in der Diskussion.

Nach Reaven nannte Kaplan das Syndrom 1989 , The Deadly Quartet”und zielte
damit insbesondere auf die Kombination aus Adipositas, gestorter Glucose-
Toleranz, erhdhter Triglyzeride und arterieller Hypertonie ab und kam damit der
heutigen Definition bereits sehr nahe. Im weiteren Verlauf erschienen immer wieder
neue Definitionen flr &hnliche Symptomkonstellationen. Mit den WHO-Kriterien von
1998 wurde das MetS erstmals als solches definiert [20]. Aktuell gehéren zum MetS
nach den Kriterien der International Diabetes Federation von 2005 die in Tabelle 1
aufgefuhrten Kriterien, wahrend weitere &hnliche Definitionen anderer
Organisationen bestehen [21]. Entscheidend fir die klinische Diagnosestellung
eines MetS sind daher vor allem die Messung des Taillenumfangs und des
arteriellen Blutdrucks. Hinzu kommt die laborchemische Bestimmung der Nlchtern-

Fettwerte und der Nuchtern-Glucose.

Begleitend kdénnen eine nicht-alkoholisch bedingte Fettleber, ein polyzystisches
Ovarialsyndrom bei Frauen und ein obstruktives Schlafapnoesyndrom auftreten,
welche weitere Komplikationen bedingen und die Betroffenen zusatzlich
einschranken [21]. Dartber hinaus steigt durch das Bestehen eines MetS mit oder
ohne manifestem DMT2 die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten kardiovaskularer
Ereignisse an. Es wird vermutet, dass es dabei durch eine subklinisch verbleibende
chronische Entziindung zu kardiovaskuldren Erkrankungen kommt [22], [23]. Das
Risiko einen Schlaganfall zu erleiden ist bei Vorliegen eines MetS 2 bis 4-fach
erhdht, das Risiko fur einen Myokardinfarkt 3- bis 4-fach. Zudem besteht ein doppelt
so hohes Risiko an einem der oben genannten Ereignisse zu versterben, verglichen
mit Patienten ohne MetS [21]. Auch gibt es Hinweise darauf, dass ein MetS das

Auftreten bestimmter Karzinome férdert [9].



Tabelle 1: Die neue Definition des Metabolischen Syndroms

nach der International Diabetes Federation 2005

Kriterien fiir das Bestehen eines Metabolischen Syndroms nach der IDF

stammbetonte Adipositas mit erhéhtem Taillenumfang (=80 cm bei Frauen bzw. 294 cm
bei Mannern) oder BMI > 30 kg/m?

plus zwei der folgenden Faktoren:

erhdhte Triglyzeride =150 mg/dL (1.7 mmol/L) oder

eine entsprechende Therapie

erhohter Blutdruck systolisch = 130 oder
diastolisch = 85 mmHg oder

eine entsprechende Therapie

erniedrigtes HDL <40 mg/dL (1.03 mmol/L) bei
Ménnern bzw. < 50 mg/dL
(1.29 mmol/L) bei Frauen oder

eine entsprechende Therapie

erhéhter Nuchternblutzucker =100 mg/dL (5.6 mmol/L)
bzw. ein manifester Diabetes

mellitus

Begleiterscheinungen Hyperurikémie
gestorte Blutgerinnung
Mikroalbuminurie

Uberschuss mannlicher Geschlechtshormone bei Frauen

(Hyperandrogenamie)

Zunahme proinflammatorischer Zytokine und des C-reaktiven
Proteins (CRP)

Die Therapie des MetS widmet sich derzeit zumeist der Behandlung der einzelnen
Komponenten. Im Vordergrund steht die Abnahme von Kérpergewicht, welche
zunachst durch eine Anderung der Erndhrungsgewohnheiten und Verhaltensweisen

mit Zunahme an korperlicher Aktivitat erzielt werden sollte [24].
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Unterstitzend finden sich medikamentése Behandlungsoptionen. Da
physiologische Adaptationen bei Ubergewicht nach erfolgreicher Abnahme oft zu
einer Wiederzunahme von Kérpergewicht fihren (als ,Jojo-Effekt* bekannt), kann
ein effizienter Gewichtsverlust durch alleinige Lebensstil-Anderung schwierig sein
[25]. Es kénnen z.B. Medikamente wie der Lipasehemmer Orlistat zur Behandlung
einer Adipositas eingesetzt werden, welcher die Verdauung von Fetten hemmt,
jedoch dabei ein wenig akzeptiertes Nebenwirkungsspektrum mit fetthaltigen
Stihlen und Meteorismus verursacht. Die Kombination aus dem Appetitzlgler
Phentermin mit Topiramat bewirkt neben einer Gewichtsreduktion auch eine
Verbesserung der Insulinsensitivitat. Sie ist aber aufgrund eines risikoreichen
Nebenwirkungsspektrum in Europa nicht zugelassen und findet vor allem in den
USA Anwendung [24], [26], [27]. Daneben wird in den USA das Glucagon-like
Peptide 1 (GLP-1)-Analogon Liraglutid zur Gewichtsreduktion eingesetzt [28]. Auch
Fett- und Glucose-Stoffwechsel lassen sich jeweils wirksam pharmakologisch
beeinflussen. Hierbei zeigen insbesondere Medikamente, welche die
Insulinsensitivitat verbessern, einen positiven Effekt auf weitere mit dem MetS
assoziierten Merkmale [26]. Dazu zahlen zum Beispiel die Antidiabetika Exenatid,
Glitazone und Metformin [26], [29], [30]. Ein ebenfalls wichtiger Aspekt im Rahmen
des MetS ist die medikamentdése Therapie der arteriellen Hypertonie. Aktuell
empfohlen sind laut den europaischen Richtlinien von 2018 Diuretika,
Kalziumantagonisten, B-Blocker sowie ACE-Hemmer und Angiotensini-Rezeptor-
Blocker (ARB) als Hemmer des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS)
[31]. Dabei konnte den ARB in mehreren Studien ein positiver Effekt auf weitere mit
dem MetS vergesellschaftete Symptome wie Ubergewicht und Stérung der

Glucosetoleranz nachgewiesen werden [15], [32]-[35].

1.2 Adipositas

Adipositas wird definiert als das Vorhandensein einer Fettmasse, die einen
bestimmten Anteil des Kérpergewichts Ubersteigt. Als MaB dient in diesem Fall der
Body-Mass-Index (BMI), welcher sich aus dem Kérpergewicht in kg dividiert durch

die KérpergrdBe in Metern zum Quadrat errechnet und damit GréB8e und Gewicht in
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Relation setzt [36]. Es ergibt sich fir Europa und die USA die in Tabelle 2
abgebildete Gewichtsklassifikation. Neben der zentralnervds, genetisch oder
endokrin bedingten sekundéaren Adipositas ist Adipositas in einem GroBteil der Félle
primarer Natur und wird durch soziales Umfeld, eine den Energieverbrauch
Ubersteigende Nahrungsaufnahme, einen inaktiven Lebensstil und/oder psychische
Aspekte verursacht oder begulnstigt. Problematisch ist dabei insbesondere eine
kalorien-, zucker- und fettreiche Ernahrung [37], [38]. Die Pravalenz der Erkrankung
ist in den westlichen Industriestaaten steigend und betrifft zunehmend bereits
Kinder [38]-[41]. In Deutschland waren in den Jahren 2008-2011 67% der Manner
und 53% der Frauen Ubergewichtig [41], ca. 23% sowohl der Manner als auch der
Frauen waren zwischen 2009 und 2011 adipds, das heiBt ihr BMI tGberstieg 30 kg/m?
[39]. Schwerwiegender als das klinische Bild von kérperlicher Eingeschrénktheit
durch das Ubergewicht wiegen Morbiditdt und erhdhte Mortalitdt. Bei den
Komorbiditaten handelt es sich nach der S3 Leitlinie Prdvention und Therapie der
Adipositas 2014 neben vielen weiteren insbesondere um kardiovaskulare
Erkrankungen, die Entwicklung von DMT2 oder eines MetS und das verstérkte

Auftreten bésartiger Tumoren [24], [36], [38].

Tabelle 2: Gewichtsklassifikation bei Erwachsenen anhand des BMI (WHO 2000)
Tabelle der Deutschen Adipositas Gesellschaft (DAG e.V. 2012)

Kategorie BMI Risiko fiir
Begleiterkrankungen

des Ubergewichts

Untergewicht <18,5 niedrig
Normalgewicht 18,5 -24,9 durchschnittlich
Ubergewicht >25.0
Praadipositas 25-29,9 gering erhoht
Adipositas Grad | 30-34,9 erhéht
Adipositas Grad I 35-39,9 hoch
Adipositas Grad lll =40 sehr hoch
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1.3 Insulinresistenz

Insulin ist ein Peptidhormon, welches in den Langerhans-Inseln des Pankreas
synthetisiert wird. Dort wird in den sogenannten B-Zellen aus der Vorstufe, dem
Proinsulin, eine Aminosaurekette abgespalten, welche selbst als Connecting
Peptide (C-Peptid) bezeichnet wird. Insulin und C-Peptid werden beide aus den B-
Zellen ins Blut abgegeben [42], [43]. Wé&hrend Insulin daraufhin seine Wirkung
entfaltet, ist das C-Peptid vor allem aus diagnostischer Sicht relevant. Zum Beispiel
bliebe bei einer externen Zufuhr von Insulin das C-Peptid unbeeinflusst, wahrend
Insulin erhéht ware. Es dient damit als diagnostischer Marker der B-Zell-Funktion
[43]. Die Sekretion von Insulin ist abhéngig vom Blutzuckerspiegel im Plasma,
Uberschreitet dieser eine gewisse Schwelle wird Insulin freigesetzt. Verstarkt
werden kann die Freisetzung unter anderem durch die Inkretine GLP-1 und Glucose

Dependent Insulinotropic Peptide (GIP) aus dem Gastrointestinaltrakt [42].

In der Peripherie bindet Insulin dann an den Insulin-Rezeptor und I6st darlber
verschiedene Signalkaskaden aus, wie z. B. den Phoshoinositid-3-Kinase/Akt
(PI3K/Akt)-Signalweg. Der PI3K/Akt-Signalweg ist fur einen GroBteil der Wirkungen
von Insulin verantwortlich, insbesondere auch fur die Translokation von GLUT4-
Transportern aus dem Zytoplasma in die Zytoplasmamembran sowie die Produktion
von NO mit vasodilatorischem Effekt [13], [44], [45]. GLUT4-Transporter sind
entscheidend flr die Glucoseaufnahme in die Zellen von Fettgewebe, Skelett- und
Herzmuskel. In Zellen des Fettgewebes hemmt Insulin die Lipolyse und damit die
Freisetzung freier Fettsduren. Desweiteren wird z. B. die Glykogensynthese in der
Leber als Antwort auf eine Insulinbindung aktiviert und die Freisetzung von Glucose
gehemmt, auch Very Low Density Lipoprotein (VLDL) wird vermindert produziert
[16].

Eine Insulinresistenz liegt vor, sobald die peripheren Zellen nicht mehr oder nichtim
normalen MaB auf Insulin ansprechen, sodass die beschriebenen Insulinwirkungen
herabgesetzt sind. In der Folge kommt es vor allem zur mangelnden Utilisierung
von Glucose mit einer Ansammlung von Glucose im Plasma, einer Hyperglykamie,
und zum Risiko der Ausbildung eines DMT2 [44]. Durch den fehlenden Effekt auf

die Dilatation von GefaBwéanden wird ein Hypertonus begunstigt. Zudem werden

-11 -



vermehrt freie Fettsduren ins Blut freigesetzt, die wiederum eine Insulinresistenz
fordern. Zusammengenommen  beschreiben diese  Folgeerscheinungen
pathophysiologische Grundlagen eines MetS, womit das Vorliegen einer
Insulinresistenz neben der Adipositas als entscheidender atiologischer Faktor
bewertet wird [16].

Fir die Entstehung der Insulinresistenz scheinen vor allem die freien Fettsauren
von entscheidender Bedeutung [16]. Daneben wirken sich erhdhter oxidativer
Stress im Gewebe und die Sekretion weiterer Adipokine negativ auf die
Insulinsensitivitat aus. Oxidativer Stress entsteht als Folge einer Funktionsstérung
in den Mitochondrien, die zu einer Uberproduktion von Sauerstoffradikalen
(Reactive Oxygen Species = ROS) fuhrt [44]. Adipokine sind vom Fettgewebe
freigesetzte Botenstoffe, zu denen unter anderen Leptin, Resistin und Adiponektin
zahlen, sowie die Zytokine Interleukin 6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-a (TNFa).
Davon ist Adiponektin ein Insulin-verstarkendes Adipokin, welches invers bei
Zunahme des Fettgewebes freigesetzt wird. Hingegen wird bei Resistin eine
verstarkte Sekretion mit der Entwicklung einer Insulinresistenz in Zusammenhang
gebracht. TNFa, IL-6 und weitere proinflammatorische Zytokine verursachen den
Zustand einer chronischen Subinflammation [23], [46] und tragen zur

Insulinresistenz bei, indem sie mit dem Insulin-Signal interferieren [16], [44].

In selteneren Fallen kénnen Mutationen des Insulin-Rezeptor-Gens als genetische

Ursache fUr eine Insulinresistenz beschrieben werden [44].

1.4 Leptinresistenz

Das ,Sattigungshormon“ Leptin wird Uberwiegend aus den Zellen des weiBen
Fettgewebes sezerniert. Bei der Zunahme von Fettgewebe oder einer Steigerung
der Nahrungsaufnahme steigt auch die Leptin-Produktion an [46]. Codiert wird
Leptin Uber das lep-Gen. Beim Ausfall des Gens kommt es zu massivem
Ubergewicht, was in den lep-defizitaren ob/ob-Mé&usen sowie in einigen betroffenen
Menschen beobachtet werden konnte [47]. Dies rUhrt daher, dass Leptin die

Nahrungsaufnahme und den Energieverbrauch reguliert. Uber hypothalamische
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Wirkungen an Leptinrezeptoren induziert es Sattigung, die Nahrungsaufnahme wird

folglich reduziert und der Energieverbrauch gesteigert [48].

Da trotz massiv vermehrtem Fettgewebe bei Adipositas mit resultierenden hohen
Spiegeln von Leptin (Leptindmie), die Leptinwirkung in Gbergewichtigen Individuen
nachlasst, wird von einer sogenannten Leptinresistenz ausgegangen. Gegenstand
der Diskussion und Forschung bleibt die genaue Atiologie einer solchen Resistenz
[47]. Anhand von C57B1/6J-Mausen konnte gezeigt werden, dass eine Futterung
mit einer stark fetthaltigen Diat iber 19 Wochen eine Leptinresistenz induzierte, eine
exogene Leptinzufuhr zeigte in diesen Tieren keine Wirkung mehr [49]. Damit ist
eine Leptinresistenz ein entscheidender Faktor fur die Aufrechterhaltung einer
Adipositas. Es gibt weiterhin Hinweise, dass eine Leptinresistenz bzw. chronische
Leptindmie Uber verschiedene Mechanismen zu einem Hypertonus, einem
gestérten Glucosestoffwechsel und einem Atherosklerose begtinstigenden Zustand

fhrt, also die Kardinalsymptome des MetS férdert [18].

1.5 Das RAAS und seine metabolische Relevanz

Das RAAS (s. Abbildung 1) ist ein System, welches im urspriinglichen Verstandnis
vor allem der Regulation von Blutdruck, Elektrolyt- und Wasserhaushalt dient [50].
In jingerer Zeit wird dem System aber immer h&ufiger auch eine Rolle in der
Entstehung und Behandlung von MetS und DMT2 zugeschrieben [51]-[54].

Aus dem Prohormon Angiotensinogen (AOGEN) entsteht mithilfe des Enzyms
Renin Angiotensin |. Mittels des Angiotensin Converting Enzyme (ACE) wird
Angiotensin | zu Angiotensin Il (Ang Il) gespalten [50]. Ang |l bindet dann als Ligand
an die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren Angiotensini- und Angiotensinz-Rezeptor
(AT1R und AT2R) [55]. Uber den AT1R vermittelt Ang Il vor allem eine Konstriktion
von GefaBen und eine vermehrte Ausschittung des Mineralocorticoids Aldosteron
in der Nebennierenrinde [50]. Aldosteron verursacht eine Retention von Natrium und
Wasser in der Niere, sodass das im Korper verbleibende Flissigkeitsvolumen
ansteigt. In der Konsequenz kommt es also zu einer Steigerung des systemischen

Blutdrucks [56]. Im Gegensatz zum Menschen, findet man in Nagern die zwei
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Unterformen von AT+R, die AT1a-Rezeptoren und die AT1s-Rezeptoren, mit gleicher
Affinitdt zu Ang Il aber unterschiedlicher Expression in verschiedenen Geweben
[55]. Den AT2R wird zugeschrieben, dass eine Bindung von Ang |l zu gegenteiligen
Effekten flhrt. Da sie im Vergleich zu AT1R aber weniger stark exprimiert werden,
Uberwiegen die Wirkungen von Ang Il iber AT1R [50], [53].

Angiotensinogen
Renin v ACE2
Angiotensin | »  Angiotensin (1-9)
ACE-Hemmer —— | ACE v XPEP/NEP
Angiotensin Il
ACE2 / PEP / PCP ACE/NEP
APN
- - Angiotensin lll —» Angiotensin IV Angiotensin (1-7)
l ARB r/ l / l
MR AT AT2 AT4 Mas —— A-779
v ACE2

Angiotensin A’ ——— |Alamandine — MrgD

Abbildung 1: Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Abb. erstellt nach Huber et al. 2017, te Riet u. a. 2015 und R. A. S. Santos u. a. 2013., schwarze
Pfeile beschreiben eine Ligand-Rezeptor-Bindung, graue Pfeile den Syntheseweg der
nachfolgenden Komponente. Durch T wird eine pharmakologische Blockade dargestellt.
Angiotensini-, Angiotensinz- und Angiotensins-Rezeptor (AT1, AT2 und AT4); Mineralokortikoid-
Rezeptor (MR); Mas-Rezeptor (Mas); MrgD-Rezeptor (MrgD); Aminopeptidase A (APA);
Aminopeptidase N (APN); Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACE2); Prolylendopeptidase (PEP);
Prolylcarboxypeptidase (PCP); Neutrale Endopeptidase (NEP); Decarboxylase (DC); Angiotensin;-
Rezeptorblocker (ARB)

Neben der ACE/Angll/ATiR-Achse wurden in den letzten Jahren weitere
Spaltprodukte, Rezeptoren und Signalwege entdeckt, die dem RAAS angehdren (s.
Abbildung 1). So entstehen beispielsweise aus Ang Il die Spaltprodukte Angiotensin
[l und Angiotensin IV [56]. Ein weiteres Spaltprodukt, das mittels Angiotensin
Converting Enzyme 2 (ACE2) gebildet wird, ist Angiotensin (1-7) (Ang(1-7)). Es

bindet an den Rezeptor Mas und scheint gegenregulatorische Eigenschaften zur
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ACE/Ang lI/AT1R-Achse zu besitzen [57]-[60]. Diese kurzlich immer mehr in den
Fokus der Forschung rickende Achse des RAAS soll auch Schwerpunkt dieser

Arbeit darstellen und wird im Verlauf genauer beschrieben.

Eine weitere Achse des RAAS stellt Angiotensin A/Alamandine/MrgD dar [59], [61]—
[64]. Ala1-Ang(1-7), auch als Alamandine bekannt, eine decarboxylierte Form von
Ang(1-7), gilt als Ligand far den MrgD-Rezeptor [65], [66]. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass auch Ang(1-7) neben seinem Rezeptor Mas als Ligand am MrgD-
Rezeptor funktioniert [67]. Im Vergleich zu Mas welcher im Hinblick auf seine
Rezeptor-Eigenschaften bereits umfassend untersucht wurde, ist MrgD nicht
vollstandig erforscht. Er zahlt ebenfalls zur Gruppe der Mas-related G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren [68]. Kurzlich konnte gezeigt werden, dass ein genetisches
Ausschalten des MrgD-Rezeptors in 12 Wochen alten Mausen Kardiomyopathie
induzierte [69].

Entscheidend fur seine Vielzahl an Einflissen ist, dass das RAAS sowohl
systemisch vorliegt, die entsprechenden Komponenten also im Plasma zu finden
sind, als auch lokal. Lokal bedeutet, dass sich das RAAS auch in einzelnen
Geweben wiederfindet, wo es entweder vor Ort sezerniert oder aus dem Plasma
aufgenommen wird [56], [70]. Die jeweils lokale Wirkung des aktivierten RAAS und
damit vor allem von Ang Il hangt von dem entsprechenden Gewebe ab. So finden
sich beispielsweise im Fettgewebe alle Komponenten des RAAS und auch eine
entscheidende Produktion von systemisch wirksamem AOGEN (s. Abbildung 2)
[51], [71], dessen eigentlicher Syntheseort fir seine systemische Wirkung die Leber
ist [50]. Auch Aldosteron kann neben der Produktion in der Nebennierenrinde vom
Fettgewebe sezerniert werden [72] (s. Abbildung 2). Eine Zunahme an Fettgewebe
bei Adipositas aktiviert also das RAAS. Besonders deutlich ist dieser Effekt im
viszeralen Fettgewebe, sodass vor allem die stammbetonte Adipositas eine RAAS-
Aktivierung bedingt [73]. Gleichzeitig konnte beobachtet werden, dass Ang Il AT1R-
abhéangig die Lipolyse in subkutanem und viszeralem Fettgewebe antreibt [74].
Erhdhte Spiegel von AOGEN, Aldosteron und Ang Il bei Gbergewichtigen Nagern
und Menschen, weisen darauf hin, dass das RAAS Anteil an der Verbindung von
starkem Ubergewicht und Steigerung des Blutdrucks hat, wie man sie auch beim
MetS findet [51], [75], [76]. Eine Beteiligung des RAAS an der Entwicklung einer
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mikrovaskuléaren Dysfunktion, unterstitzt diese Vermutung. Durch die lokale Ang II-
Wirkung tber AT+1R wird ein kontrahierter Zustand der GefaBmuskulatur wesentlich

geférdert. Uber AT2R zeigt das Hormon kontrare Wirkung [72].

)

AGT1
Cathepsin D
Angl1
Chymase/ | qe—
Cathepsin G
Anglit | _
\\‘ ~—— -
AN R £ 3
N =1 ~ -
Ang1-71 bR el
\\ e
.

Mineralocerticoid-
releasing factors
{leptin, CTRP1)

Abbildung 2: Interaktion des Fettgewebs-RAAS und des systemischen RAAS

Abb. aus Schiitten u. a. 2017. Extrazelluldre Enzyme, welche dem Fettgewebe entstammen, sind
grin markiert, intrazelluldre Enzyme, die in der Entstehung von Ang | und Ang Il beteiligt sind, rot.
Die in blauer Schrift dargestellten RAAS-Enzyme, sind die des systemischen RAAS. AGT =
Angiotensin, (P)RR = (pro)renin receptor; CTRP1 = complement-C1q TNF-related protein 1. Das
RAAS des Fettgewebes interagiert mit dem systemischen RAAS.

Zusatzlich begunstigt Ang Il Gber AT1R einen inflammatorischen Status, oxidativen
Stress und eine Fibrosierung von GefaBwéanden und damit eine Schadigung
gesunder Gewebe, besonders von GefaBen [72]. Auf diesem Wege wird das

aktivierte RAAS zum Risikofaktor fir sowohl kardiovaskuladre als auch renale
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Erkrankungen. Es konnte gezeigt werden, dass es an der Entstehung
kardiovaskularer Komplikationen als Folge eines Diabetes mellitus beteiligt ist [51],
[77].

Auch in Gehirn, Herz, Niere, Pankreas und Skelettmuskel findet sich ein lokales
RAAS-System. Diese Systeme sind neben dem systemischen RAAS und
demjenigen in GefaBwand und -endothel nicht nur an der Entwicklung von
Hypertonus und kardiovaskularer Pathologien, sondern auch an der Regulation von
Nahrungsaufnahme und Gewicht und der Entstehung eines DMT2 beteiligt [62],
[70], [78]. Entscheidend flr die Férderung eines DMT2 durch ein aktiviertes RAAS
ist die Beeinflussung der Insulin-Sekretion in den B-Zellen des Pankreas und die
Beeintrachtigung der Insulin-Sensitivitat verschiedener Zellen durch die Wirkung
von Ang Il [78]-[81]. Zunachst wirkt Ang Il hemmend auf die mikrovaskulare
Durchblutung von Skelettmuskel und schrankt damit die Insulin-Wirkung vor Ort ein
[82], [83]. Es kann des Weiteren mit der intrazellularen Insulin-Signallbertragung
interferieren, wobei es die Aktivitat des Signalweges PI3K/ Akt vermindert [84], [85].
Hinzu kommt eine Verstarkung der Aktivitat des Signalwegs Uber die Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAPK), welcher zur Inhibierung der Expression von
Insulin-Rezeptoren fuhrt [45]. Auch Uber eine Ang ll-induzierte Erhéhung von
oxidativem Stress im jeweiligen Gewebe wird die Insulin-Signallibertragung
eingeschréankt [78], [79], [86]. Daneben gibt es Hinweise, dass ein hohes Ang Il zu
einer akuten sowie langfristigen Insuffizienz der B-Zellen des Pankreas fuhrt, indem
es lokal den oxidativen Stress steigert und auBerdem die Proliferation der B-Zellen
hemmt und deren Apoptose férdert [87], [88]. In einer Studie mit Gbergewichtigen
Zucker Ratten mit Diabetes konnte eine Verbesserung der Zellmorphologie der
Langerhans-Inseln des Pankreas durch medikamentése RAAS-Blockade
beschrieben werden, welche umgekehrt auf eine Verstarkung lokaler
Zellschadigung durch eine RAAS-Aktivierung schlussfolgern Iasst [80]. Auch eine
verstarkte Produktion von Glucocorticoiden in der Nebennierenrinde getriggert
durch Ang Il wird als Ursache fur eine Verschlechterung des Glucosemetabolismus
bei Adipositas diskutiert [89]. Eine Blockade des Systems durch ACE-Hemmer oder
ARB schitzt bei dauerhafter Gabe vor der Ausbildung eines DMT2 [32], [78], [79].
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1.6 ATi-Blocker und Gewichtsregulation

Die ARB gehoren zu den 5 Hauptgruppen von Medikamenten in der Therapie des
arteriellen Hypertonus. Neben den ACE-Inhibitoren finden sie haufig Anwendung

als Mono- oder Kombinationstherapie zum medikamentdsen Therapieeinstieg [31].

In experimentellen Studien waren die ARB Telmisartan (TEL), Candesartan und
Olmesartan in der Lage eine Zunahme an Kérpergewicht zu verhindern, wenn sie
in entsprechender Indikation praventiv verabreicht wurden [35], [90]-[92]. TEL
schiitzte in normotensiven Ratten vor der Ausbildung von Ubergewicht bei
Fatterung mit einer Cafeteria-Diat [34], [93]. In einer Studie von Midiller-Fielitz et al.
2014 konnte zudem anhand eines Ratten-Models gezeigt werden, dass auch die
Gabe von hohen Dosen TEL in bereits Ubergewichtigen und leptin- und
insulinresistenten Tieren gewichts-reduzierende Effekte zeigte und auBerdem zu
einer Wiederherstellung der Leptin-sensitivitat fihrte. Der Gewichtsverlust unter
ARB-Gabe trat nur nach entsprechend hohen Dosierungen auf und war von der
Reduktion des Blutdrucks unabhéngig [32], [94], [95]. Eine signifikante Abnahme
des Taillenumfangs erzielte auch eine Irbesartan-Therapie Uber 9 Monate in
Patienten mit MetS und erbrachte damit Hinweise flir ein vergleichbares
Wirkspektrum im Menschen [96]. AuBerdem konnte beobachtet werden, dass ARB
sich positiv auf die Sekretion von Insulin und die Insulinsensitivitat auswirken und
bei langfristiger Gabe vor der Ausbildung von Insulinresistenz und DMT2 schitzen
[78]. Auch eine Fettgewebshypertrophie kann durch ARB-Behandlung verhindert

werden [71].

Als Ursache der Auswirkungen einer AT1R-Blockade in sowohl Nagern als auch

Menschen kommen verschiedene Alternativen in Frage.

In Studien der AG Raasch zeigten sich Hinweise auf einen Leptin-abhéngigen
Mechanismus, da eine Wirkung in Ubergewichtigen Zucker-Ratten mit Defekt im
Leptin-Gen durch Candesartan nicht ausgelést werden konnte [94]. AuBerdem
konnte in Ratten nachgewiesen werden, dass eine Therapie mit ARB die
Leptinsensitivitdt trotz gleichzeitiger Futterung der Tiere mit hochkalorischer
Cafeteria-Diat aufrecht erhielt [91]. Diese Beobachtungen untermauernd wurde

kirzlich durch die AG Raasch an Mausen gezeigt, dass eine TEL-Behandlung die

-18 -



Leptin-Penetration Gber die Bluthirn-Schranke trotz einer High-Fat-Diet (HFD)
aufrechterhalt und eine Leptinresistenz verhindert. Es konnte jedoch keine direkte
Wirkung von Ang Il oder TEL auf den Leptin-Transport Uber die Bluthirnschranke
nachgewiesen werden, sodass dieser Effekt als Konsequenz und nicht als Ursache

der Gewichtsabnahme interpretiert wurde [33].

Auch die Moglichkeit, dass eine Reduktion von Stressreaktionen, im Sinne einer
Abschwéachung der Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Achse mit
verminderter Corticosteron-Ausschuttung, durch ARB eine Normalisierung der
hyperglykdmen Stoffwechsellage bewirkt, konnte durch die AG Raasch bereits
gezeigt werden [95]. Dass Ang Il in Nagern bei Glucose-Belastung zu einer
vermehrten Ausschittung von Corticosteron in der Nebenniere flhrt, unterstreicht
diese Hypothese zuséatzlich [89]. Zwar konnte akut die stressbedingte gesteigerte
Aufnahme von hochkalorischer, wohlschmeckender Schoko-/Keksriegel in TEL-
behandelten Ratten beobachtet werden, lieB sich dieser Akuteffekt bezlglich
stressinduzierter Mehraufnahme von hochkalorischer Diat in Langzeitstudien nicht
mehr bestatigen [97], womit dieser Effekt eine eher untergeordnete Rolle in diesem

Kontext einzunehmen scheint.

Allerdings muss generell ein vom ZNS ausgehender Effekt mit Einfluss auf den
ARB-bedingten Schutz vor Ubergewicht nach weiteren Studien der AG Raasch als
zumindest teilweise urséchlich betrachtet werden. Dies zeigte sich anhand von
transgenen Sprague Dawley(SD)-Ratten mit reduzierter Expression von AOGEN im
Gehirn und ebenso in Mausen, in welchen unter TEL-Therapie und HFD ein
antiinflammatorischer Effekt im Hypothalamus gegenlber einem reinen HFD-

Regime beobachtet werden konnte [93], [98].

Weiterhin wurde auch ein Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor y (PPARYy)-
abhéngiger Mechanismus diskutiert, ein zytosolischer Steroidrezeptor und
Transkriptionsfaktor. PPARYy ist beteiligt an der Adipozyten-Differenzierung sowie
Glucose-Homobostase und spielt auBerdem eine Rolle in der Regulierung von
Immunantworten. Er ist damit potentiell von Nutzen in der pharmakologischen
Therapie nicht nur von DMT2 sondern auch der Adipositas-bedingten

generalisierten Entztiindung [99]. Da auch TEL als selektiver Modulator von PPARYy
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beschrieben wurde und auBerdem in braunem und weiBem Fettgewebe
Ubergewichtiger Mause zu einer erhdhten Expression von pan-PPAR-Genen und
darlUber zu einer Verbesserung der Insulinsensitivitat fihrte, schien auch in diesem
Kontext eine PPARy-induzierte Wirkung logisch [92], [100]. Da jedoch auch ARB,
welche PPARYy nicht beeinflussen kdnnen, die Insulinsensitivitat beglnstigen, ist ein

solcher Mechanismus fraglich [101].

Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass der gesuchte Mechanismus zumindest
teilweise unabhéngig vom AT+R verlauft, da auch in AT1R-defizitaren Mausen die
Behandlung mit TEL eine gesteigerte Zunahme von Korpergewicht durch eine
hochkalorische Diat verhindern konnte [102]. Verstarkt wird die Annahme eines
solchen Mechanismus auch dadurch, dass Ang Il selbst eine Reduktion von
Koérpergewicht bewirken kann [103]. Diese beruht neben der Aktivierung des
Sympathikus mit Thermogenese und Lipolyse im Fettgewebe [74] auch auf einer
verminderten Nahrungsaufnahme bei reduzierter Expression der Neuropeptide
Neuropeptid Y (NPY) und Orexin im Hypothalamus und einer vermehrten Leptin-
Sekretion [104]-[106]. AuBerdem bewirkt Ang Il Uber verschiedene Wege eine
Muskelatrophie, welche ebenfalls zu Gewichtsverlust beitragt [107]-[109]. Somit
beobachten wir einen analogen Wirkeffekt von Rezeptor-Ligand und Rezeptor-
Inhibitor. Damit ricken der oben beschriebene Ang IlI-Metabolit Ang(1-7) und die
Ang(1-7)/ACE2/Mas-Achse in den Interessenfokus — bei einer Akkumulation von
Ang Il unter einer AT1R-Blockade kommt es, wie im Weiteren naher erlautert, in der
Folge zum Anstieg der Ang(1-7)-Konzentration. Der ,neue“ Arm des RAAS, mit
kontraren Wirkungen zur altbekannten ACE/Angll/AT1-Rezeptor-Achse, scheint
zudem malBgeblich involviert zu sein in der Pathophysiologie kardiovaskulérer,
renaler und metabolischer Erkrankungen [57]. Es handelt sich bei Ang(1-7) um ein
Heptapeptid, welches vor allem an den G-Protein-gekoppelten Rezeptor Mas bindet
[64]. Neben seinen zu Ang Il gegenséatzlichen Wirkeffekten, wird auch eine direkte
antagonistische Funktion von Ang(1-7) gegen Ang Il vermutet, die genaue Ebene
dieser Interaktion bleibt allerdings weiterhin unsicher, diskutiert wird die Mdglichkeit
von Ang(1-7) mit dem AT+R zu interagieren [57], [110].

Ang(1-7) zeigte in verschiedenen Studien zunachst vor allem eine kardioprotektive
Wirkung [59], [60]. In transgenen Ratten (TGR(A1-7)), die durch ca. 4-5-fach
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erhdhte Plasmakonzentrationen von Ang(1-7) charakterisiert sind, konnte eine
gesteigerte Kontraktilitdt des Herzens, eine Resistenz gegenuber der Entwicklung
einer kardialen Hypertrophie und eine verbesserte postischdmische Herzfunktion
beobachtet werden [111]. Anders als fir Ang Il wurden fur Ang(1-7) vasodilatorische
und antioxidative Eigenschaften beschrieben, welche vor der Entwicklung eines

arteriellen Hypertonus schitzen [58], [59] (s. Abbildung 3).

Neben kardiovaskularen Vorteilen zeigten die TGR(A1-7) Ratten in weiteren
Studien zudem eine Verbesserung metabolischer Funktionen. Ein hd&herer
Energieumsatz, eine erhaltene Leptinsensitivitadt unter einer hochkalorischen Diat,
eine gesteigerte Lipolyse, eine reduzierte Fettmasse und verbesserte Lipid-Spiegel
im Plasma, waren Folge der hohen Ang(1-7)-Spiegel [34], [112]. AuBerdem
bevorzugten ebensolche Ratten das gewodhnliche ,chow“-Futter einer fettreichen
Diat, bestehend aus verschiedenen Schokoladenriegeln [34]. Durch die orale Gabe
oder die Uberexpression von Ang(1-7) konnte auch die Entwicklung einer Diat-
bedingten Adipositas eingeschrankt werden [34], [113], [114]. In weiteren
Versuchen konnte gezeigt werden, dass Ang(1-7) das weil3e Fettgewebe vor der
Ausbildung eines proinflammatorischen Status schiitzt [115] und die Insulin-
Sensitivitat sowie die Glucose-Homdbostase in sowohl Ratten als auch Mé&usen
verbessert [112], [116]-[120]. Es konnte nachgewiesen werden, dass Ang(1-7) die
Phosphorylierung von PIK3 und Akt induziert und damit den Signalweg aktiviert
[117], [121], [122], welcher wiederum die Glucose-Aufnahme in die Zielzellen und
damit die Insulinsensitivitat steigert. Neben der Steigerung der Glucose-Aufnahme
schitzt Ang(1-7) vor oxidativem Stress, welcher die Insulinresistenz férdert [118] (s.
Abbildung 3). Nach experimentellen Studien in Zellkultur, ACE2-knockout(ko)-
Mausen und db/db-Mausen (Diabetes-Mause) bestehen Hinweise, wonach die
ACE2/Ang(1-7)/Mas-Achse Uberleben und Funktion von B-Zellen des Pankreas
fordert [79], [81]. Ein Mas-Rezeptor-Defizit in FVB/N-Mausen bewirkte in
vorausgegangenen Studien einen Zustand mit Dyslipidamie, reduzierter Insulin-
Sensitivitdt mit Hyperglykdmie und Hyperinsulindmie, Hyperleptindmie und eine
verringerte Adiponektin-Ausschittung und damit einen Zustand &hnlich dem MetS

[119], [123]. Des Weiteren zeigten Mas ko-Mause in weiteren Studien eine gestérte
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Blutdruckregulation sowie reduzierten Blutfluss bei erhdhtem vaskuldrem
Widerstand [124]-[126].

Ang(1-7) ist unter einer ATiR-Inhibition erhdht [127], [128]. Durch eine ATR-
Blockade kommt es zu einem Anstieg der RAAS-Komponenten Angiotensin | und
Ang |l Gber feedback-Mechanismen, beide sind Ausgangssubstrate fir ACE, ACE2
und die Neutralendopeptidase, was unter anderem zu einer vermehrten Umsetzung
der Substrate zu Ang(1-7) fahrt [57], [129]. Diese vermehrte Ang(1-7)-Produktion
durch den Einfluss von ARB kdnnte also der wesentliche Effektor metabolischer
Wirkungen einer AT1R-Blockade durch TEL darstellen. Die AG Raasch konnte
kirzlich bereits herausstellen, dass die ACE2/Ang(1-7)/Mas-Achse am TEL
bedingten Schutz vor Diat-induzierter Adipositas zumindest anteilig beteiligt sein
muss, da in Cafeteria-Diat-gefutterten SD-Ratten der TEL-getriggerte
Gewichtsverlust durch den Mas Antagonisten A-779 verhindert werden konnte [34].
Ebenso wie die ARB fiihrte auch eine Behandlung mit dem ACE-Hemmer Captopril
zu einem Anstieg von Ang(1-7) im Plasma, was mdglicherweise durch eine
Inhibition des Abbaus von Ang(1-7) durch ACE begriindet ist [130]-[132]. Der durch
Captopril bewirkte Gewichtsverlust in Ratten konnte ebenfalls durch die Gabe von
A-779 aufgehoben werden [132]. Diese Beobachtung stitzt die Bedeutung von
Ang(1-7) fir gewichtsreduzierende Wirkungen unter RAAS-Blockade. Die
gewichtsreduzierenden Wirkungen sind allerdings durch ACE-Hemmer deutlich
geringer ausgepragt als durch ARB [95] und in Behandlung schlanker Ratten zeigte
sich durch Gabe verschiedener ACE-Inhibitoren keinerlei Auswirkung auf das
Kdrpergewicht [130], [133].
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Abbildung 3: Protektive Effekte durch Ang(1-7) hinsichtlich Diabetes mellitus

Abb. aus R.A.S. Santos et al. 2018. Ang(1-7) verbessert die Insulinsensitivitdt Uber die
Phosophorylierung von Akt, férdert Uber denselben Signalweg die Vasodilatation durch NO-
Freisetzung und wirkt auBerdem antiinflammatorisch und antioxidativ. Die klinischen Konsequenzen

sind im unteren Teil der Abb. dargestellt. [54]

1.7 Motivation und Fragestellung

Im Rahmen der pharmakologischen Behandlung eines MetS fallen ARB als
besonders glnstig flr die positive Beeinflussung des gesamten Syndroms auf. Auch
die Ang(1-7)/Mas-Achse ist als potentieller Ausgangspunkt fir die Entwicklung
neuer Medikamente in den Fokus gertckt [134]. Damit kommt dem RAAS System

in diesem Kontext groBe Bedeutung zu.

Fraglich bleibt weiterhin, welcher Mechanismus hinter dem Einfluss einer AT1R-

Blockade auf Kérpergewicht und Stoffwechsel steckt und ob dieser nicht durch die
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metabolisch gunstigen Auswirkungen von Ang(1-7) begrindet ist. Mit dieser Frage

soll sich auch diese Arbeit auseinandersetzen.

FVB/N-Méause mit ubiquitdrem Mas ko sollen mit einer kommerziellen HFD oder

einer entsprechenden Kontrolldidt geflttert werden. Einige Tiere, welche die

fetthaltige Diat erhalten, werden zusatzlich mit dem ARB TEL behandelt. Anhand

dieses Models soll folgendes gezeigt werden:

1.

Mas ko-Méause entwickeln aufgrund des Mas-Rezeptor-Defizits im Vergleich
zu Wildtyp(wt)-Kontrollen ein starkeres Ubergewicht sowie begleitende
metabolische Dysfunktionen, wenn sie mit der stark fetthaltigen Diat gefuttert
werden. Wir erwarten die Ausbildung einer Insulin- und Leptinresistenz, einer
Hyperglyk&mie und Dyslipidamie sowie einer stammbetonten Fettverteilung
bei insgesamt gesteigerter Fettmasse mit entsprechend veranderter
Adipokin-Sekretion.

Aufgrund der vorausgegangenen Erkenntnisse und unter der Hypothese
eines ACE2/Ang(1-7)/Mas-abhéangigen bedingten Mechanismus der TEL-
induzierter Gewichtsreduktion erwarten wir, dass eine Behandlung mit TEL
in Mas ko-M&ausen keinen oder einen nur geringflgigen Einfluss zeigt, in wt-
Kontrollen jedoch die HFD-induzierten Veranderungen auf das Level der

Kontrolltiere normalisiert sind.
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2 Material und Methoden

Die Auflistung tUber verwendete Materialien ist im Anhang zu finden.

2.1 Versuchstiere und Haltung

In den nachfolgend beschriebenen Versuchen wurden ménnliche Mause des
Stammes FVB/N verwendet. Zur Etablierung der Diaten wurden FVB/N-wt-Mé&use
des Unternehmens Charles River (Sulzberg, Deutschland) genutzt. Fir die
eigentliche Versuchsreihe wurden wt- und transgene Mause mit einem ubiquitaren
ko fir den Rezeptor Mas durch Prof. Dr. M. Bader im Max Delbriick Centrum fir
Molekulare Medizin (MDC) in Berlin gezuchtet und fir die Behandlung und

Untersuchung nach Libeck versendet.

Die Mause wurden den GroBteil der Zeit in Gruppen von 3-5 Tieren in Typ Il long
Kéfigen in klimatisierten Tierhaltungsraumen gehalten. Eine Auseinzelung erfolgte
fir einzelne Versuche in ebensolche Kafige bzw. Messkéfige des PhenoMaster
Systems (TSE, Deutschland). Die Haltung erfolgte bei Raumtemperatur mit einem
12h/12h Hell/Dunkel-Zyklus (06.00-18.00 Uhr/18.00-06.00 Uhr Sommerzeit bzw.
05.00-17.00 Uhr/17.00-05.00 Uhr Winterzeit). Die M&use hatten jederzeit freien

Zugang zu Leitungswasser.

Haltung und Experimente erfolgten in Ubereinstimmung mit den NIH (National
Institutes for Health) Richtlinien far die Haltung und Nutzung von Versuchstieren
(Guide for the care and use of laboratory animals). Der Durchfihrung wurde durch
die Ethik-Kommision far Tierversuche des Ministeriums flr Energiewende,
Landwirtschaft, Umwelt, Natur und Digitalisierung des Bundeslandes Schleswig-
Holstein zugestimmt. Unter dem Aktenzeichen 68-5/12 wurden alle im Verlauf
beschriebenen Tierversuche genehmigt. Die Ergebnisse aller Tierversuche werden
im Sinne der ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments)

Richtlinien dokumentiert.
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Tabelle 3: Tierversuchsantrag und Genehmigungsdatum

Tierversuchsantrag Genehmigungsdatum
68-5/12 30. Juli 2012, verlangert am 13.
Februar 2015

2.2 Diaten und Gewichtsentwicklung von FVB/N-wt-Mausen bei chow-Diét
oder HFD

Vor Beginn der eigentlichen Versuchsreihe erfolgte die Untersuchung der
Gewichtsentwicklung von FVB/N-Mausen auf einer kommerziellen HFD. Mit dieser
Untersuchung sollte festgestellt werden, ob die M&use unter einem
Futterungsregime mit der HFD im Vergleich zu ebensolchen Mé&usen unter einer
Kontroll-Diat (im Folgenden als chow bezeichnet), mit geringem Fett- und
Kohlenhydratanteil, signifikant mehr an Gewicht zunehmen und die Diaten damit fir
Folgeversuche geeignet sind. Dies war insofern notwendig, als dass in allen
vorausgegangenen tierexperimentellen Studien der AG Raasch mit Ratten statt
Mausen und mit einer Cafeteria-Diat (zusammengesetzt aus unterschiedlichen

Schokolade-Keks-Riegeln plus chow-Futter) gearbeitet wurde.

Es wurden FVB/N- wt-Mause von Charles River verwendet, die bei Ankunft in der
Gemeinsamen Tierhaltung der Universitat zu Libeck (GTH) 25+0.3 g (n = 22)
wogen und 6 Wochen alt waren. Diese wurden randomisiert auf zwei
Versuchsgruppen (die Versuchsgruppen wurden entsprechend der Diaten als chow
und HFD bezeichnet) verteilt und nach einer Eingewdhnungszeit von 10 Tagen tber
4 Monate mit einer der oben genannten Diaten (s. Tabelle 4) geflttert. In der
Eingewdhnungszeit erhielten die Mause das Haltungsfutter (= chow) der GTH. Zum
jeweiligen Futter und Leitungswasser hatten die Tiere zu jeder Zeit freien Zugang.
Das Koérpergewicht wurde im Anschluss an die Eingewdhnung einmal pro Woche

bestimmt und dokumentiert.

- 26 -



Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Disten mit Nahrstoff- und Energiegehalt

Die Versuchsgruppen fiir die Etablierung der Didten wurden nach der gefitterten Diat benannt. HFD:
High-Fat-Diat, chow: Kontroll-Diat

Diat Bezeichnung Fett Kohlehydrate umsetzbare Hersteller
Energie
(ME)
chow ssniff® EF 51 % 48,3 % 15,1 kcal/kg ssniff
D12450B * mod. (13% durch Spezialdiaten
LS Fett) GmbH, Soest
Experimental diet for
rats and mice, low fat
and sugar content
(soybean oil) / DIO
series — control
HFD ssniff® EF acc. 34,6 % 9,5 % 21,6 kcal/kg ssniff
D12492 (I) mod. (60% durch Spezialdiaten
Experimental diet for Fett) GmbH, Soest

rats and mice, very
high fat content
(LARD) / DIO series

2.3 Versuchsprotokoll: Auswirkung eines ubiquitdren Mas ko in FVB/N-

Mausen auf metabolische Parameter bei HFD und TEL-Behandlung

Der zweite Teil der Studie diente der Untersuchung der Auswirkungen einer

Fatterung mit einer hochkalorischen Diat sowie einer parallel durchgefiihrten

Behandlung mit TEL in Mausen mit einem ubiquitaren Mas ko.

Hierzu wurden FVB/N-wt- und Mas ko-M&ause randomisiert jeweils in 3 Versuchs-

gruppen aufgeteilt und Uber einen Zeitraum von 3 Monaten mit einer der in Protokoll

1 beschriebenen Diaten (s. Tabelle 4) gefittert. Eine der Gruppen unter dem

Futterregime HFD erhielt zudem eine Behandlung mit TEL (s. Tabelle 5).

-27-



Tabelle 5: Ubersicht iiber die Versuchsgruppen
Bezeichnung, Diat und Behandlung. (wt: Wildtyp-FVB/N-M&use; Mas ko: Mas-Knockout-FVB/N-
Mause; chow: Control-Di&t; HFD: High Fat Dit; V: Vehikel; Tel: Telmisartan)

Gruppe wt/ wt/ wt/ Mas ko/ Mas ko/ Mas ko/
chowv HFDv HFDreL chowy HFDv HFDreL

Diat chow HFD HFD chow HFD HFD

TEL-Behandlung - - + - - +

Insgesamt wurden Mause in 10 ,Einschleusgruppen® mit je 6-11 Tieren wdchentlich
aus Berlin nach Libeck versendet. Bei Ankunft in Lubeck hatten die Tiere ein Alter
von 6 Wochen und wt- und Mas ko-M&use wogen gleich viel (27.6+0.2 vs. 27.1+0.3
g, p=0.147). Sie erhielten in der Adaptationsphase von einer Woche vor Beginn des
Studienprotokolls das regulare Futter der experimentellen Tierhaltung der GTH und

vor Versendung nach Libeck das Futter des MDC in Berlin.

Diat und Behandlung wurden nach einer Woche Adaptation begonnen. Die Kontroll-
gruppen beider genetischer Hintergriinde erhielten das chow-Futter und keine
pharmakologische Behandlung. Jeweils eine Behandlungsgruppe bekam die HFD
und ebenfalls keine zusatzliche Behandlung. Die dritte Versuchsgruppe fir beide
Genotypen wurde zusétzlich zum HFD-Futterregime mit TEL behandelt. Aufgrund
der schlechten Léslichkeit von TEL wurde zweimal pro Woche eine TEL-Suspension
hergestellt (s. 2.3.1). TEL wurde in Abhangigkeit vom Korpergewicht (8 mg/kgka)
wie durch Miesel et al. 2012; Mliller-Fielitz et al. 2012 beschrieben dosiert und den
Mé&usen téglich oral verabreicht. Die genaue Durchfihrung wird im Folgenden
erlautert (s. 2.4.1). Entsprechend wurden die Mause taglich gewogen. Méause, die
nicht mit TEL behandelt wurden, erhielten lediglich das Vehikel der Suspension aus

Gummi arabicum und Leitungswasser nach demselben Schema (5 ml/kgka).

Behandlung und Diat sowie tagliches Wiegen erstreckten sich Uber den Zeitraum
von ca. 3 Monaten. Nach 7 Wochen Behandlung wurden die Tiere in ihrer

,Einschleusgruppe® in verschiedenen Funktionstests hinsichtlich metabolischer
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Funktionen und kd&rperlicher Konstitution untersucht. Abbildung 4 gibt eine
Ubersicht Gber den zeitlichen Ablauf der Studie. Die einzelnen Versuchsablaufe

werden im Folgenden ausfuhrlich beschrieben.
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Abbildung 4: Zeitplan Ubersicht

Beginn der gruppenentsprechenden Diat und der Behandlung mit TEL an Tag 1 (d1); Durchfiihrung
Insulintoleranztest (d51); Auseinzelung der Mause zur Gewohnung an die Kalorimetrie-Kéfige und -
Trinkflaschen (d57); Beginn der indirekten Kalorimetrie (d61); Ende der indirekten Kalorimetrie (d68);
Beginn Leptinresistenztest (d70); Niichternblutentnahme (d78); Messung der Fetigewebsmasse im
MRT (d80); Finalversuch mit Blut- und Organentnahme (d88)

2.3.1 Herstellung einer Telmisartan-Suspension

Zur oralen Verabreichung mittels Knopfkantle musste das schlecht I16sliche TEL in
Suspension gebracht und verdiinnt werden, um die erwinschten Dosierungen fir
die Applikation zu erreichen. Angestrebt wurde daher eine Verdinnung von 1,6 mg
TEL/ml Suspension, mit der Applikationsmengen in pl-Gr6B8e mdglich waren (5
ml/kgka). Hierzu wurden 48 mg Telmisartan mit 3 g Gummi arabicum (10%) in einem
Morser vermengt. Der Morser wurde zuvor mit einem Teil der Gummi arabicum-
Menge ausgestrichen. Nach grindlichem Vermengen wurde unter standigem
Zerreiben und Ruhren und schrittweise Hinzufligen kleiner Mengen von insgesamt
30 ml Leitungswasser die Suspension hergestellt. Nach Umfillen in ein 50 ml
Polypropylengefa3 wurde die Suspension auf dem Vortexmischer nochmals
grindlich durchmischt. Unmittelbar vor Verabreichung der Suspension wurde sie
zudem jeweils von Hand geschwenkt. Insgesamt wurde die TEL-Suspension
zweimal pro Woche angesetzt. Die Herstellung der reinen Vehikel-Losung erfolgte

nach demselben Schema ohne das Hinzufligen von TEL.
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2.4 Invasive Methoden: Probengewinnung und Medikamentenapplikation

2.4.1 Orale Applikation

Oral verabreicht wurden TEL und das entsprechende Vehikel. Die orale Applikation
(auch ,Schlunden“ genannt) von Medikamenten wurde mithilfe einer starren
Knopfkanule, der ,Schlundsonde®, durchgefiihrt. Die Knopfkanille wurde auf eine 1
ml Spritze aufgesetzt, welche mit der entsprechenden Ldsung oder Suspension
gefullt war. Die Maus wurde mit der linken Hand Uber die Ricken- und Nackenhaut
sowie am Schwanz fixiert und mit gestrecktem Kopf etwa auf Brusthéhe des
Fixierenden gehalten, sodass mit der rechten Hand die leicht gebogene
Schlundsonde bis etwa auf H6he des Magens in den oberen Verdauungstrakt
eingeflhrt und das Medikament mithilfe der Spritze intradsophageal bzw. -gastral

appliziert werden konnte.

2.4.2 Intraperitoneale Applikation

Intraperitoneal appliziert wurden die Insulin-L6ésung, die Leptin-L6sung sowie das
Narkotikum. Fir die intraperitoneale Applikation von Medikamenten oder L6sungen
wurden 27G Kanulen und 1 ml Spritzen verwendet. Die Maus wurde hierzu mit der
linken Hand tber Nacken- und Ruckenhaut fixiert, wobei auf eine ausreichende
Spannung der Bauchhaut geachtet wurde. Um eine Punktion von Organen zu
vermeiden wurde das Tier etwa im 45° Winkel mit dem Kopf nach unten auf
Brusthbhe des Fixierenden gehalten. Daraufhin wurde mithilfe der Kanile das
Abdomen median auf Hohe der Kniefalte punktiert und die entsprechende Lésung

in die Bauchhdhle abgegeben.

2.4.3 Bestimmung der Plasmaglucosekonzentration

Die Messung der Plasmaglucosekonzentration (auch ,Blutzucker® genannt) erfolgte

im Rahmen des ITT-Protokolls. Die Bestimmung erfolgte aus Vollblut. Es wurden
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handelstbliche Blutzuckermessgerate (Ascensia Elite XL/ Glucometer Elite XL,
Bayer Vital GmbH, Deutschland) mit Teststreifen (Elite Sensor, Bayer Vital GmbH,
Deutschland) verwendet, fir welche nur eine geringe Menge Blut bendtigt wurde.
Zur Blutentnahme wurde mithilfe einer Kanlle die manuell gestaute Schwanzvene
der Maus einmalig punktiert und der Schwanz des Tieres von der Schwanzwurzel
Richtung Schwanzspitze ausgestrichen, sodass sich dort ein Blutstropfen bildete.
Dieser wurde mithilfe der Teststreifen aufgefangen. Das Tier konnte zur Entnahme
im Kafig verbleiben und lediglich am Schwanz fixiert werden. Bei wiederholten
Messungen wurde der Schorf von der Punktionsstelle entfernt und der Schwanz von

Neuem ausgestrichen.

2.4.4 Nuchternblutentnahme zur Triglyzeridbestimmung

Gegen Ende der dreimonatigen Futterungsperiode wurde den Tieren zur
Bestimmung der Triglyzerid-Level im Plasma Nuichternblut entnommen. Die
Entnahme folgte auf eine Fastenperiode Uber 6 h ohne Zugang zu Futter aber mit
allzeit Zugang zu Leitungswasser. Die gestaute Schwanzvene wurde punktiert und
der Schwanz ausgestrichen. Das austretende Blut wurde mit Natrium-
heparinisierten Blutgaskapillaren (Nennvolumen 130 pl; Durchmesser 1,75 mm)
aufgefangen. Die Mause wurden hierzu mithilfe eines Restrainers fixiert. Die GroBe
des Restrainers orientierte sich am Umfang des Tieres. Das entnommene Blut
wurde aus der Kapillaren in 2 ml ReagiergefaBe (SafeSeal Reagiergefal3, Sarstedt)
umgefullt und fur den Zeitraum des Versuchs bei Raumtemperatur gelagert. Nach
Zentrifugieren Uber 4 min bei 14.000 g und 4°C wurde das Plasma mit Mikropipetten

abpipettiert und in 2 ml ReagiergefaBen bei -20°C gefroren.

2.4.5 Blutentnahme durch finale Herzpunktion und Organentnahme

Die offene Herzpunktion in finaler Anasthesie verspricht eine schmerzfreie Tétung
der Maus durch Thorakotomie und Blutentzug mit gleichzeitiger Gewinnung einer

gréBeren Menge Blut (ca. 600-1000 pl) fir weitere Versuchszwecke [135], [136]. Es
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erfolgte  zudem eine sofortige Dekapitation nach Blutentnahme. Eine

Organentnahme konnte im selben Versuchsaufbau angeschlossen werden.

Es wurde eine Narkose mit 10 pl/gka einer 0,14/0,13%igen Xylazin/Ketamin-L6sung
durchgefihrt. Injiziert wurde i.p. und der volle Wirkeintritt mit Schmerzfreiheit wurde
anhand des Zwischenzehenreflexes an den Hinterpfoten Uberprift. Zu Beginn
wurde dann die Schwanzspitze amputiert und im Hinblick auf die eventuelle
Notwendigkeit einer erneuten Genotypisierung der Mause in beschriftete 2 ml
ReagiergefaBe gegeben und schlieBlich in flissigem Stickstoff eingefroren. Mithilfe
von Kanulen wurde das Tier dann auf einer Styroporplatte fixiert und der Bauch mit
einer Schere bis zum Zwerchfell eréffnet. Zur Freilegung des Herzens wurde das
Zwerchfell eingeschnitten und die Rippen wurden beidseitig durchtrennt. Mit einer
23G Kanule wurde daraufhin der linke Ventrikel des schlagenden Herzens an der
Herzspitze punktiert und das Blut in einer 1 ml Spritze aufgezogen. Das gewonnene
Blut wurde in EDTA beschichtete Microvetten von 300 ul (Microvette® CB 300 pul,
K2 EDTA, Sarstedt) geflllt und in einem Eisbad fir die Dauer des Versuchs kiihl

gelagert.

Nach Toétung der Maus durch Herzpunktion und darauffolgende Dekapitation, wurde
zuerst das Gehirn enthommen. Nach Einschneiden der Kopfhaut wurde der Schéadel
aufgespalten und das Gehirn vorsichtig ausgeschélt und nach méglichst minimaler
Manipulation auf Alufolie auf Trockeneis gefroren. Es folgte das Aufsuchen und die
Entnahme der Hypophyse. Diese wurde dann in einem entsprechend nummerierten
2 ml ReagiergefaB in flissigen Stickstoff gegeben. AnschlieBend wurden alle
weiteren Organe (linker Ventrikel, Pankreas, Nebennieren, Nieren, Leber,
viszerales Fett, epididymales Fett, braunes Fett, Muskel, Dickdarm, Dunndarm)
herausoperiert und ebenfalls in ReagiergefaBen im flissigen Stickstoff gefroren.
Einige Organe (Leber, rechte Niere, rechtsseitiges epididymales Fett, Dickdarm,
Dunndarm) wurden auBerdem vollstindig oder anteilig in 20 ml
Szintillationsflaschchen in 4%-iger Formaldehyd-Lsg. konserviert. Das Gewicht des
linken Ventrikels, der Nieren und der Leber wurden zwischen Entnahme und
Einfrieren auf einer Feinwaage bestimmt. Im Anschluss wurde das Gehirn vom
Trockeneis aus in vorgekihlte Probenflaschchen gegeben und sofort bei -20°C

eingefroren. Alle in Stickstoff gegebenen Organen sowie die amputierten
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Schwanzspitzen wurden sortiert und ebenfalls bei -20°C eingefroren. Langfristig
wurden die Proben bei -80°C gelagert. Das gewonnene Blut wurde im Anschluss
fir den Multiplex-Assay wie im Weiteren beschrieben (s. 2.6.3) vorbereitet und

ebenfalls eingefroren.

2.5 Funktionstests

2.5.1 Insulintoleranztest

Der hier beschriebene Insulintoleranztest (ITT) wurde zuvor orientiert an Ayala et
al. 2010 und McGuinness et al. 2009 an FVB/N-wt-Mausen etabliert [137], [138].

Zur Bestimmung der Insulinsensitivitdt und Nichternplasmaglucose-Level wurde in
Woche 8 der Diat und Behandlung der Insulintoleranztest durchgefihrt. Je nach
GruppengréBe der ,Einschleusgruppe“ wurden 6-11 Tiere pro Versuchstag

eingeschleust.

Die Mause wurden hierzu um 07:30 Uhr (Winterzeit 06:30 Uhr) in saubere Kéfige
ohne Zugang zu Futter gesetzt. Leitungswasser stand den Tieren weiterhin zur
freien Verfigung. Nach einer Fastenperiode von 5 h und 30 min wurde Blut aus dem
Schwanz gewonnen und der basale Nichternglucose-Wert aller Mause mithilfe
eines Blutzuckermessergerates mit Teststreifen gemessen. Im direkten Anschluss
an die Blutentnahme wurde den Maé&usen 0.1 LE. Insulin/kgke in L&sung
intraperitoneal gespritzt. Der Injektionszeitpunkt wurde pro Maus als Zeitpunkt O min
definiert. Die Tiere wurden im Abstand von 1 min hintereinander injiziert. Auf die
Injektion folgend wurde der Blutzucker (BZ) fur jede Maus bei 10 min, 20 min, 30
min, 40 min, 60 min und 90 min gemessen. Erst im Anschluss an alle Messungen
wurden die Tiere erneut gefuttert und geschlundet. Bei kritischen BZ-Werten zum
Zeitpunkt 90 min, erfolgte eine orale Applikation von Glucose-Lsg. (50%) und eine

Kontrollmessung im Verlauf.

Die Herstellung der Insulinlésung erfolgte am Vortag des Versuchs. 0.1 ml

Insuman® Rapid mit 40 IL.LE. Insulin human pro ml wurde mithilfe einer
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Verdinnungsreihe mit 9,9 ml und 3 ml 0,9%-iger NaCl-L6sung 1:400 auf 0.1 I.E./ml

verdunnt.

2.5.2 Indirekte Kalorimetrie

Um den Energieumsatz und den Bewegungsumfang der Tiere zu ermitteln, wurde
in Woche 10 uber 7 Tage eine indirekte Kalorimetrie mit paralleler
Lokomotionsmessung durchgefuhrt. Verwendet wurde das PhenoMaster Home
Cage System (TSE, Deutschland).

Vor Beginn der Messung wurden die Tiere Uber 4 Tage an eine Auseinzelung in die
Messkéfige (home cages) und an die verlustarmen Wasserflaschenaufsatze des
Kalorimetrie-Systems gewoéhnt. Dabei wurde regelméBig die Trinkmenge bestimmt,
um die eigenstandige Flissigkeitsaufnahme der Tiere sicherzustellen. Wahrend der
Kalorimetrie wurde jedes Tier flr 7 Tage einzeln in oben genannten Messkéfigen
gehalten. Es erfolgte die Bestimmung der respiratorischen Gasaustauschrate oder
des respiratorischen Quotienten (respiratory exchange rate = RER). Zur Ermittlung
des RER wird gemessen wieviel CO2 in einer bestimmten Zeit ein- und wieviel Oz
in derselben Zeit ausgeatmet wird, hieraus wird der Quotient v(CO2)/v(O2)
berechnet [139]. Der RER ist abhangig von den verfigbaren zu
verstoffwechselnden Substraten, ein RER von 0.7 spricht flr den vollstandigen
Verbrauch von O2 durch die Verstoffwechselung von Fetten, wéhrend ein RER von
1.0 durch eine alleinige Verstoffwechselung von Kohlenhydraten spricht [140].
Entsprechend kénnen hieraus Ruckschlisse gezogen werden. Fir die Bestimmung
des RER dienten spezielle Sensoren im System, die O2 und CO:2 in der in den Kéfig

eingeleiteten und ausstrémenden Luft messen.

Die Futterung mit der gruppenspezifischen Diat wurde wahrend der
kalorimetrischen Messung fortgefiihrt. Mithilfe von speziellen Futterwaagen mit high
precision sensor wurde die von der Maus aus der Futterrbhre entnommene Menge
Futter gemessen. Uber den Energiegehalt pro g Futter der jeweiligen Diat wurde
dann die aufgenommene Energiemenge in kJ berechnet. Uber die gleichen Waagen

erfolgte die Bestimmung der Wasseraufnahme.
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Mit Infrarotstrahlung nutzenden Sensoren konnte auBerdem Uber die Kérperwarme
der Tiere deren Bewegungsumfang ausgemessen werden. Hierzu war der
Messkéfig in Segmente unterteilt, Bewegungen in ein anderes Segment wurden

vom Computer gezahilt.

Gemessen wurde Uber den Zeitraum von 7 Tagen, wobei zur Auswertung nur die
Daten der letzten 5 Tage gemittelt wurden, die ersten 2 Tage wurden als
Adaptationsphase gewertet. Es erfolgte eine separate Auswertung fur Hell- und

Dunkelphase.

2.5.3 Leptinresistenztest

Ebenso wie der ITT wurde auch der Leptinresistenztest (LRT) zunachst an FVB/N-
wt-M&ausen orientiert an Lin et al. 2000, Glavas et al. 2010 und Mori et al. 2008
erprobt.

Der Leptinresistenztest (LRT) erfolgte Uber einen Zeitraum von 4 Tagen in der 11.
Behandlungswoche. Je nach Eingangsgruppe wurden bis zu 11 Mause in einen
Versuchsablauf eingeschlossen. Die Tiere verblieben flir diesen Versuch einzeln,
sodass die aufgenommene Futtermenge pro Tier zuverldssig bestimmt werden
konnte. Am ersten Tag wurden die Mause mittags in saubere Kéafige ohne Zugang
zu Futter und mit freiem Zugang zu Leitungswasser umgesetzt und fir 3 h gefastet.
Im Anschluss daran wurden sie gewogen und mit 2 pg Leptin/gka intraperitoneal
injiziert (17:00 Uhr). Die Injektionsmenge orientierte sich zur Erleichterung der
Versuchsdurchfuhrung am Koérpergewicht des Vortags. Es folgte die Futterung der
Tiere mit einer ausgewogenen Menge Futter der entsprechenden Diat. Jedes Tier
hatte dabei Zugang zu &hnlich groBen und gleich frischen Futtermengen. An Tag 2
und 3 wurden die Mause jeweils morgens um 09:00 Uhr und abends um 17:00 Uhr
mit der genannten Dosis Leptin injiziert. Bei der abendlichen Injektion wurden
sowohl Koérpergewicht als auch das Gewicht der verbliebenen Futtermenge
bestimmt. An Tag 4 wurde um 09:00 Uhr die letzte Leptin-Gabe durchgefiihrt,
sodass sich eine Gesamtzahl von 6 Injektionen pro Tier ergab. Das Wiegen der

Tiere und des Futters erfolgte wie zuvor am Abend.
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Aus der Differenz zwischen den Futtermengen wurde die Nahrungsaufnahme in g
Futter pro Tier bestimmt und zusammen mit dem Korpergewicht tGber die Versuchs-

dauer verfolgt.

In Vorbereitung auf den Versuch wurde Recombinant Murine Leptin von
PEPROTECH® mit PBS-Puffer angesetzt und verdinnt. Mit dem Ziel einer
Injektionsmenge von 0.01 ml/gke mit einer Dosis von 2 pg Leptin/gke wurde eine
1:5 Verdinnung von 200 pug/ml hergestellt. Hierzu wurden zunéchst 5 x 5 mg Leptin
jeweils in 2.5 ml sterilem PBS-Puffer geldst. 12.5 ml der Leptin-Lsg. (2 mg/ml)
wurden dann mit 12.5 ml sterilem PBS-Puffer versetzt und in Aliquots von 500 pl
mit einer Konzentration von 1 mg/ml eingefroren. Pro durchgefuhrtem LRT wurde
ein Aliquot aufgetaut und mit 2 ml PBS-Puffer auf die finale, injektionsfertige

Konzentration verdinnt.

2.5.4 Magnetresonanztomographie

Eine Untersuchung mittels Magnetresonanztomographie (MRT) wurde
durchgefuhrt, um die viszerale und subkutane Fettgewebsmasse und -verteilung
der Mause auszumessen. Fir die Messung wurde das MRT-Gerat (Philips, Achieva,
1,5 Tesla, 8-Kanal SENSE) der Klinik fir Radiologie und Nuklearmedizin des UKSH
Campus Lubeck zur Verfigung gestellt. Die Versuchsdurchfihrung wurde von

Mitarbeitern der Klinik betreut.

Um Bewegungen der Maus wéhrend der Messungen zu vermeiden, erhielten diese
eine Narkose mit 0,14/0,13%iger Xylazin/ Ketamin-Lésung (10 ul/ gks). Das
Narkotikum wurde i.p. verabreicht. Zum Schutz vor Austrocknung wurde Augen- und
Nasensalbe (Bepanthen®) auf die Augen der Tiere aufgetragen. Nach dem
Wirkeintritt wurde jede Maus unter Verwendung einer humanen Handgelenksspule
im MRT-Gerat positioniert. Eine Messung dauerte in etwa 10 bis 20 min je nach
GroBe des Tiers. Im Anschluss wurden die Tiere bis zum Erwachen aus der Narkose

auf einer Warmeplatte mit ca. 40°C warmgehalten und Uberwacht.
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Im Rahmen einer Messung wurden im Schnitt 23 Schichtbilder produziert, die den
K&rper der Tiere zwischen den Lungen und dem Beginn der unteren Extremitat in
einem Sichtfeld (Field of View; FOV) von 320x320 Pixel abbildeten (Acquired matrix:
200x160 / Percent Sampling: 83,5% / Phase encoding steps: 165). Die Schichtdicke
der Bilder betrug 2 mm und der Ubergang zwischen den Schichtbildern 0 mm. Die
Konvertierung der DICOM-Einzelschichtbilder ins HDR-Format erfolgte mit dem
Programm MRiIcro (Version 1.4 build 1 USA). Ausgemessen wurde anschlieBend
jeweils die subkutane und die viszerale Fettmasse mithilfe von Vitom for Windows,
einem in der Klinik fur Radiologie des UKSH Lubeck speziell hierfir entwickelten

Programm.

Gemessen wurde von Leberbeginn bis zur ersten Abbildung des Hiiftkopfes flr das
subkutane und bis zum Ende des Hodens fir das viszerale Fett. Die Messung
erfolgte, indem die Flachen einer bestimmten Graustufe, die zudem aufgrund ihrer
anatomischen Position als Fett einzuordnen waren, markiert wurden. Um
Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten wurden alle Messungen durch dieselbe Person
vorgenommen. Begonnen wurde mit der Markierung des viszeralen Fettes, welches
dann um die Markierungen des subkutanen Fettes zur Markierung des insgesamt
vorhandenen Fettes erganzt wurde. Die GroBe der markierten Flache wurde durch
das Programm berechnet. Die Flache ,viszerales Fett® wurde dann von der
insgesamt ausgemessenen Flache subtrahiert, um die Flache far das subkutane
Fett zu ermitteln. Zur Berechnung des Fett-Volumens wurde die GréBe der Flachen
nachfolgend mit der Schichtdicke der einzelnen Bilder multipliziert. Die
Unterscheidung von viszeralem und subkutanem Fett erfolgte aufgrund
anatomischer Gegebenheiten und fir jedes Tier auf dieselbe Art und Weise. Fir die
Berechnungen wurde die Software Excel (Microsoft) hinzugezogen. Das
beschriebene Vorgehen orientiere sich an vorausgegangenen Studien der AG
Raasch. [32], [35], [95], [143]
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2.5.5 Messung von Korperlange und -umfang

Im Rahmen der Kernspintomographischen Untersuchung wurde jede Maus nach
Wirkeintritt der Narkose zunachst bezuglich Kérperlange und Bauchumfang ver-
messen. Die Messung erfolgte mit einem MaBband in cm. Gemessen wurde der
Abstand von Nasenspitze zu Schwanzwurzel am ausgestreckten Tier als
Kérperlange und der Umfang des Bauchs mittig zwischen dem Ansatz der vorderen

und hinteren Extremitéaten in derselben Position.

2.6 Analytische Methoden

2.6.1 Genotypisierung

Eine Genotypisierung der Tiere erfolgte vor Versendung und anhand der

enthommenen Schwanzspitzen nach Versuchsende jeweils im MDC in Berlin.

2.6.2 Triglyzeridbestimmung

Die Bestimmung der Triglyzeride aus dem Plasma erfolgte mittels Roche/Hitachi
Modular P Chemistry Analyser (Mannheim, Deutschland) aus dem Nichternplasma
der Tiere (s. 2.4.4) im Institut fir Klinische Chemie des UKSH Campus Libeck.

2.6.3 Multiplex-Assay

Im Anschluss an die Studie wurde mittels Immunoassay das Plasma der Mause auf
eine Reihe im Rahmen des MetS relevanter Proteine untersucht. Hierzu wurde das
MILLIPLEX® MAP Versuchskit (Merck) und die zugehdérige Magnet-bead-Platte
verwendet, welche eine zeitgleiche Bestimmung von bis zu 20 Analyten ermoglicht.

Bestimmt wurden die Analyte C-Peptid, GIP, GLP-1, Glucagon, Insulin, Leptin,
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Pankreatisches Polypeptid (PP), Peptid YY (PYY) und Resistin. Der Versuch basiert

auf der Luminex xMAP® Technologie.

Das Prinzip der Untersuchung stellt ein Immunoassay dar, welcher mithilfe von
fluoreszenz-kodierten Magnet-beads (MagPlex®-C microspheres), das heiBt unter-
schiedlich fluoreszierend geférbten Klgelchen (bead), durchgefuhrt wird. Jedes
Kigelchen ist mit einem spezifischen AntikGrper Gberzogen, der den
entsprechenden Analyten aus der hinzugefligten Probe aufgrund der Antigen-
AntikOrper-Reaktion bindet, und hat eine zugehdrige farbliche Kodierung. Dieser
Analyt kann daraufhin mittels Biotin-gekoppelten Antikérpern, die ebenfalls
aufgrund der Antigen-Antikdrper-Reaktion binden, wie bei einem ELISA detektiert
und seine vorhandene Menge gemessen werden. Unterschiedlich zum ELISA
ermoglicht die  Fluoreszenz-Kodierung der beads ein  zusatzliches

Unterscheidungsmerkmal und damit die parallele Auswertung mehrerer Proteine.

Verwendet wurde das im Finalversuch durch Herzpunktion gewonnene Blut. Zur
Vorbereitung wurde dieses kurz nach der Entnahme zentrifugiert (10 min, 10.000 g,
4°C), das Plasma abpipettiert, mit einem zuvor angesetzten Mix aus den
Stabilisatoren (Tabelle 6) DPP-IV Inhibitor und Aprotinin versetzt und anschlieBend

bei -20°C eingefroren und gelagert.

Tabelle 6: Stabilisatoren fiir den Multiplex-Assay

Stabilisator Finale Konzentration Bestimmung von
DPP-IV Inhibitor (DPP4) 20 pl/ml Plasma Glucagon-Like-Peptide
von EMD Millipore (GLP-1)
Aprotinin (A-6279) von 250 KIU/ml Plasma - 40 Glucagon
Sigma pl/ml Plasma

Nach dem Auftauen am Versuchstag wurden die Plasmaproben entsprechend der

Herstellervorgaben mithilfe von MILLIPLEX® MAP Versuchskit und Magnet-bead-
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Platte untersucht. Nach dem Zusammenfihren von Plasmaproben, Magnet-beads
und biotinylierten Antikérpern, dem Starten und Beenden der Enzymreaktion
erfolgte die Ausmessung mithilfe des Luminex 200™ Systems im Heinrich-Pette-
Institut in Hamburg, welches dort freundlicherweise von Prof. Marcus Altfeld zur
Verfugung gestellt wurde. Die sichere Fixierung der Magnet-beads erfolgte bei
jeglicher Notwendigkeit unter Verwendung eines starken Magneten. Die

nachfolgende Berechnung fiihrte die Gerate-Software xPONENT® durch.

2.6.4 Quantifizierung von mRNA

Im Herzmuskel des linken Ventrikels, im Fettgewebe und im Hypothalamus wurden
die mRNA-Level der RAAS-Komponenten ATias-Rezeptor, Mas-Rezeptor, ACE,
ACE2 und AOGEN quantifiziert.

Die Gewebe wurden dazu an das MDC in Berlin versendet, wo zunachst eine
Préaparation der Gewebe bzw. Organe und eine mRNA-Extraktion erfolgten. Mittels
Standart Kits Reverse Transcription System (Promega, Deutschland) wurde die
cDNA synthetisiert und die mRNA mittels gqPCR mit Fluoreszenz-Farbstoff (SYBR
green 1) im GeneAmp 7000 sequence detection system (Perkin-Elmer Applied

Biosystems, Weiterstadt, Germany) quantifiziert.

2.7 Statistische Methoden und Auswertung

Die Energieaufnahme der Tiere wurde berechnet, indem die Menge an nicht
gefressenem Futter von der totalen Futtermenge in g subtrahiert wurde. Die sich
ergebende Differenz wurde mit dem Energiegehalt des entsprechenden Futters in

kJ (s. Tabelle 4) multipliziert, um die aufgenommene Energiemenge zu erhalten.

Fir die Auswertung des Insulintoleranztests wurde die Area Under The Curve
(AUC) fur jedes einzelne Tier bestimmt und damit der Gesamteffekt auf die
Plasmaglucosekonzentration Uber die Beobachtungszeit erfasst. Um eventuelle
Schwankungen und Anstiege nach oben auszublenden und die Flache nicht

falschlicherweise zu vergréBern, wurde die Netto-Area des A(10 min - 90 min)
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bestimmt. Nach logarithmischer Transformation der Glucose-Konzentration wurde
die Halbwertszeit von Glucose zwischen 10 und 60 min nach der Insulingabe durch

Bestimmung der Steigung der Regressionsgeraden berechnet.

Fir die Auswertung der kalorimetrischen Daten (EE, EI, Lokomotion) in
Abhéngigkeit der Licht- und Dunkelphase wurde intraindividuell ein Mittel Gber eine
8 h lange Kernzeit in dieser Periode berechnet, um so falsch hohe oder niedrige
Werte zu vermeiden indem die auf- und absteigenden Flanken beim Lichtwechsel

nicht in die Auswertung mit eingehen.

Far alle statistischen Berechnungen wurde Graph Pad® Prism 8 (Graph-Pad®
Software, Inc., La Jolla, USA) genutzt. Unterstitzend wurde Excel (Microsoft, USA)
verwendet. Alle Daten wurden auf eine GauB’sche Normalverteilung und
Varianzhomogenitat Uberpruft. Hierzu wurden der Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung und der D’Agostino-Pearson Omnibus-Test verwendet.
Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit einer einfachen 1way oder 2way-
ANOVA mit Bonferroni-Korrektur fir multiple Vergleiche ermittelt. Dabei wurde der
einfache ANOVA nur bei gegebener GauB-Verteilung und Varianzhomogenitét
angewendet, die Bonferroni-Korrektur erfolgte im Fall, dass p<0.05 war. Im Falle
einer fehlenden GauB’schen Normalverteilung oder Varianzhomogenitat wurde

mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s Post-hoc-Test getestet.
Es wurde ein Signifikanzniveau von p<0.05 festgelegt.

In linearen Graphen und Tabellen sowie Balkendiagrammen wurden die Daten als
Mittelwert und Standardfehler (SEM) dargestellt. Einige Daten wurden aufgrund
einer fehlenden Normalverteilung als Mediane und oberes und unteres Quartil in
Form eines Boxplot abgebildet. Durch die Antennen des Boxplot wird die durch

Tukey definierte Variabilitat angezeigt.
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3 Ergebnisse

3.1 Gewichtsentwicklung von FVB/N-wt-Mausen bei chow-Diat oder HFD

Zur Etablierung der Diaten wurden FVB/N-wt-M&use mit chow oder HFD Uber einen
Zeitraum von ca. 4 Monaten gefuttert. Hierbei entwickelten die HFD-Mause im
Vergleich zu den chow-Kontrollen ein signifikant hdéheres Koérpergewicht (s.
Abbildung 5 A-B).

A Gewichtszunahme B Koérpergewicht Woche 9
151 501 p<0.0001 & chow
. » = HFD
C D 407 —_
£ 10- kS X
2 o I
= s 301 r
(0] [
o >
g s g 20-
:B 1!6
X < 10
o 1 1
0
& <
Wochen & <

Abbildung 5: Kérpergewicht von chow- und HFD-gefiitterten wt-Méausen
Gewichtsentwicklung (Kérpergewicht in g Uber die Zeit in Wochen) (A), Képergewicht (in g) Woche
9. Darstellung der Daten im Balkendiagramm als Mittelwert + SEM. n=11, *p<0.0001 vs. chow
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3.2 Wachstum

3.2.1 Gewicht

Im Hauptversuchsprotokoll wurden die Mause entweder mit chow oder HFD
gefuttert. Die FVB/N-M&use unterschieden sich auBerdem hinsichtlich ihres
Genotyps (wt oder Mas ko) und ihrer Behandlung mit TEL oder Vehikel. Das

K&érpergewicht wurde in diesem Protokoll Gber 3 Monate taglich bestimmt.

Zu Beginn waren wt- und Mas ko-Mausen hinsichtlich des Kdrpergewichts gleich
(27.6+0.2 vs. 27.1+0.3 g, p=0.147). Am Ende der Futterungsperiode (d70) waren
wt-Mause, die nur mit chow gefuttert wurden und Vehikel erhielten, schwerer als die

Mas ko-M&use unter dem gleichen Regime (33.1+0.6 vs. 30.5+0.6 g, p<0.01).

Die Futterung mit der HFD flihrte zu einer verstarkten Gewichtszunahme sowohl in
wt- als auch in Mas ko-Mausen (s. Abbildung 6 A-B). Tiere unter HFDv nahmen Gber
70 Tage etwa 10 g mehr zu als die entsprechende chow-Gruppe (s. Abbildung 6 C).
Diese Zunahme war in der TEL-behandelten wt/HFD-Gruppe ebenfalls zu
beobachten, fiel jedoch geringer aus. Wi/HFDreL.-Mause nahmen Uber die Zeit von
70 d im Schnitt 3,5 g weniger zu als ihre fettreich gefltterten Kontrollen ohne TEL-
Therapie. Dieser Unterschied war ersichtlich, erreichte jedoch keine statistische
Signifikanz. In Mas ko-Mausen hingegen zeigte sich keine signifikant verstarkte
Gewichtszunahme der HFDteL-Gruppe gegeniber der chow-Gruppe. Im Schnitt
nahmen die HFDreL-Tiere Uber den beobachteten Zeitraum ca. 7,5 g weniger zu als
die HFDv-Tiere (s. Abbildung 6 A-C). Damit beobachten wir einen deutlich starker

ausgepragten Einfluss durch TEL auf die Gewichtszunahme in den Mas ko-Tieren.

Méause mit einer HFD-Futterung entwickelten erhéhte BMI im Sinne eines diat-
induzierten Ubergewichts. Die BMI-Erhéhung konnte durch zusétzliche Gabe von
TEL in Mas ko-Mausen verhindert werden, nicht jedoch in wt-M&usen (s. Abbildung
6 D). TEL-behandelte wt-Mause entwickelten signifikant héhere BMI-Werte als die
chow-gefutterten Kontrollen, wahrend sie sich zur HFDv-Gruppe nicht
unterschieden. Zwischen TEL-behandelten Mas ko-M&use und der Mas ko-chow-
Gruppe ergab sich hinsichtlich des BMI kein Unterschied, sie entwickelten trotz HFD

geringer BMI-Werte als die entsprechende HFDv-Gruppe (s. Abbildung 6 D).
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Abbildung 6: Wachstum (Kdérpergewicht, Gewichtszunahme, BMI)

von chow- und HFD-gefitterten wt- und Mas ko-Mausen nach chronischer Behandlung mit TEL.
Gewichtsentwicklung (Kérpergewicht in g Uber die Zeit in d) (A-B), Gewichtszunahme (in g) bis d70
(C, FBehandung=64.5, pBehandiung<),0001; Finteraktion=3 5  pinteraktion=0,035), BMI (in kg/m2) (D,
FBehandung=22 6.5, pBehandiung<(.0001; Finteraktion=3.2,  pinteraktion=0.045). Analyse des Einflusses von
Stamm und Behandlung durch zweifache ANOVA. Darstellung der Daten im Balkendiagramm als
Mittelwert + SEM. Darstellung der Daten in linearen Graphen als Mittelwert + SEM. n=12-14, *p<0.05

vs. chowy. T p<0.05 vs. HFDy nach Bonferroni-Korrektur

3.2.2 Korperlange und Bauchumfang

K6perlange und Bauchumfang wurden an Tag 80 gemessen. In wt- und Mas ko-

Mé&usen war die durchschnittliche Korperlange von chowv-Tieren signifikant kirzer
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als die Koérperlange der HFDv-Tiere (s. Tabelle 7). TEL flhrte in den HFDteL-Tieren
mit beiden genetischen Hintergrinden zu einer normalisierten Korperléange (s.

Tabelle 7) die sich von der der chow-Gruppe nicht unterschied.

Auch der Bauchumfang stieg in wt- und Mas ko-Mausen durch die Fltterung einer
HFD signifikant an, wobei Mas ko M&use generell einen geringeren Bauchumfang
aufwiesen als wt. TEL fihrte auch hier bei beiden Genotypen zu einer Reduktion

des Umfangs (s. Tabelle 7).

Tabelle 7: Kérperldnge und Bauchumfang (in cm)
Mittelwert + SEM, n=12-14, *p<0.05 vs. chowy. T p<0.05 vs. HFDy

Gruppe Képerlange Bauchumfang

chowy 9.5+0.1 8.1+£0.1

wt HFDy 10.2+0.1* 9.2+0.1*
HFDrel 9.8+0.1% 8.5+0.21

chowy 9.5+0.1 75+0.1

Mas ko HFDy 10.1 £0.1* 8.9+0.2¢
HFDrel 9.7+0.1% 7.7+01%
Stammunterschied p=0.8089 p<0.0001

3.2.3 Fettmasse

Mittels MRT-Untersuchung wurde an Tag 80 die Fettverteilung des subkutanen und

viszeralen Fetts beurteilt (s. Abbildung 7) und das jeweilige Volumen berechnet.
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Abbildung 7: Verteilung der subkutanen und viszeralen Fettmasse

in chow- oder HFD-gefutterten wt- und Mas ko-M&ausen, mit oder ohne Behandlung mit TEL. MRT-
Schnittbilder. Die Bilder wurden auf H6he des unteren rechten Nierenpols aufgenommen. Sie sind
nicht maBstabgetreu und dienen lediglich der Veranschaulichung. In den T1 gewichteten Bildern
erscheint das Fettgewebe hyperintens. Das subkutane Fettgewebe befindet sich auBen zwischen
Haut und Bauchfell (Peritoneum), welches als dunkler Rahmen erscheint. Das viszerale Fettgewebe

liegt innerhalb des Peritoneums und umgibt die inneren Organe.

Bezuglich des viszeralen Fettgewebes bestand kein genereller Unterschied
zwischen den gemessenen Volumina basierend auf dem genetischen Hintergrund.
Bei beiden Genotypen bewirkte die HFD im Durchschnitt einen verstarkten Aufbau
von Fett im Vergleich zu chowv. Diese Auswirkung konnte durch die Behandlung
mit TEL verringert jedoch nicht vollstandig aufgehoben werden. Die HFDreL-Tiere
beider Linien zeigten kleinere Fettvolumina als die HFDv-Tiere, wobei sie im
Vergleich zur chow-Gruppe weiterhin vermehrt Fettgewebe aufbauten. In Mas ko-
Mausen zeigte sich dieser Effekt deutlicher, im Vergleich zur HFDv-Gruppe wiesen
die Tiere der HFDreL-Gruppe ca. 2.0 ml kleinere Fett-Volumina auf. Dieser

Unterschied belief sich in den wt-Tieren nur auf ca. 0.6 ml (s. Abbildung 8 A).

Die subkutane Fettgewebsmasse unterscheidet sich in wt- und Mas ko-Mé&usen.
Mas ko-Mause weisen insgesamt kleinere Volumina an subkutanem Fettgewebe
auf. Die beiden chow-Gruppen unterscheiden sich gegeneinander um etwa 0.5 ml

subkutaner Fettmasse. Das HFD-Fitterungsregime bewirkte in beiden Stammen
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einen signifikanten Mehraufbau von subkutanem Fettgewebe, welcher jeweils durch
die TEL-Behandlung abgeschwéacht werden konnte. In beiden Linien wurde durch
die TEL-Gabe jedoch keine Normalisierung der Fettgewebsmenge erreicht, ein
signifikanter Unterschied zwischen den HFDreL- und den chowv-Tieren stellte sich
weiterhin dar (s. Abbildung 8 B).

A Viszerales Fettgewebe B Subkutanes Fettgewebe
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Abbildung 8: Subkutane und viszerale Fettmasse (in ml)

in chow- oder HFD-gefltterten wt- und Mas ko-Méausen, mit oder ohne Behandlung mit TEL.
Volumen des viszeralen Fettgewebes (in ml) (A), Volumen des subkutanen Fettgewebes (in ml) (B).
Analyse des Einflusses des Stammes durch zweifache ANOVA. Darstellung der Daten im

Balkendiagramm als Mittelwert + SEM. n=12-14, *p<0.05 vs. chowy. T p<0.05 vs. HFDy nach
Bonferroni-Korrektur

3.2.4 Organgewichte

Bei der finalen Organentnahme an d88 wurden die Nieren, die Leber und der linke
Ventrikel gewogen. Die durchschnittlichen Gewichte der verschiedenen Organe
finden sich in Tabelle 8. In wt/HFDv wurden im Vergleich zu wt/chowv hdhere
Organgewichte festgestellt. In Mas ko wogen unter HFD nur die Nieren schwerer
als bei den chow-Tieren (s. Tabelle 8). Ein Stammesunterschied ergibt sich nur fir
die Gewichte der Leber und des linken Ventrikels, beide wiegen in wt-Mausen mehr
(s. Tabelle 8).
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Die Behandlung mit TEL fuhrte zu einer Reduktion des Gewichts von Leber und

linkem Ventrikel in beiden Stdmmen, das Gewicht der Nieren &nderte sich im

Vergleich zu den HFDv-Tieren nicht (s. Tabelle 8)

Tabelle 8: Organgewichte (in mg)

von wt- und Mas ko-Mé&usen bei Organentnahme. Bei den Gewichtsdaten unter ,Niere” handelt es

sich um den Mittelwert aus dem durchschnittichen Gewicht der linken und rechten Nieren.

Darstellung der Daten in linearen Graphen als Mittelwert + SEM. n=11-14, *p<0.05 vs. chowy. T

p<0.05 vs. HFDy

Niere Leber Linker Ventrikel

chowy 194+6 1545 £ 45 92 +1
wt HFDyv 222 + 5* 2208 + 118* 109 £ 3*
HFDreL 225+ 6" 1824 + 64*T 84 + 3*T

chowy 187+6 1570 £ 31 89+3

Mas ko HFDyv 215+ 7* 1820 + 118 97 +3
HFDreL 198+ 6 1278 + 58*T 65+ 2T
Stammunterschied p=0.0053 p<0.0001 p<0.0001
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3.3 Energieumsatz

3.3.1 Energie- und Wasseraufnahme

Die Energie- und Wasseraufnahme wurde mithilfe von Futterwaagen mit ,High-
Precision“-Sensoren im Rahmen der Kalorimetrie bestimmt. Hell- und Dunkel-
Phase wurden in der Auswertung separat betrachtet. Die Messwerte wurden Uber
einen Zeitraum von 5 Tagen gemittelt. Die Messperiode schloss sich an eine

Adaptationszeit von 2 Tagen an.

In den wt-Mausen fuhrte die HFD unter Placebobehandlung zu einer erhéhten
Energieaufnahme in der Licht-Phase, wéhrend sie dies unter simultaner TEL-
Behandlung nicht induzierte (s. Abbildung 9). In der Dunkelphase war die
Energieaufnahme hingegen in den wt-Kontrollen unter HFD-Futterung gegenuber
der chow-Gruppe reduziert, nicht jedoch in den TEL-behandelten Tieren (s.
Abbildung 9). In Mas ko-Mausen war die Energieaufnahme generell hdher. In der
Licht-, nicht jedoch in der Dunkelphase war diese zudem durch die HFD-Futterung
gesteigert (s. Abbildung 9). Dieser HFD-bedingte Anstieg der Energieaufnahme in
der Lichtphase konnte durch TEL vermieden werden. In der Dunkelphase war kein

TEL-Einfluss in den Mas ko-Mausen zu beobachten (s. Abbildung 9).

Insgesamt zeigten Mas ko-Mause im Vergleich zu den Wildtypen eine hohere
Wasseraufnahme zu jeder Zeit. Die Wasseraufnahme war wahrend der
Dunkelphase in beiden Stdmmen durch die HFD im Vergleich zu chow-gefitterten
Kontrollen vermindert und konnte durch die TEL-Behandlung normalisiert werden
(s. Abbildung 10). In der Lichtphase zeigte sich eine héhere Wasseraufnahme durch
Mas ko/HFDteL (s. Abbildung 10). Abgesehen davon waren keine weiteren

behandlungsbedingten Unterschiede zu erkennen.
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Energieaufnahme

Hell-Phase Dunkel-Phase
p=0.0028 (F=9.6) p=0.0002 (F=15.7
400+ — ( ) |:| ChOerh
300 I:I I_”:Dveh
) HFD,y
W 200- .
*
100 7
|_1x1—||-:‘ 13 1]12 13 13]12
C T 2/% T T
wit Mas ko Mas ko

Abbildung 9: Durchschnittliche Energieaufnahme (XEl in kJ) pro Tag

wahrend der indirekten Kalorimetrie von chow- oder HFD-gefltterten wt- und Mas ko-Mausen, mit
oder ohne Behandlung mit TEL (FBehandung, =9 .8, pBehandung,,,=0.002; FBehandungp . .=4.6,
pBehandiungp, . =0.013). Der ausgewertete Messzeitraum betrug 5 Tage. Analyse des Einflusses von
Stamm und Behandlung durch zweifache ANOVA. Darstellung der Daten im Balkendiagramm als

Mittelwert + SEM. n=11-13, *p<0.05 vs. chowy. T p<0.05 vs. HFDy nach Bonferroni-Korrektur

Wasseraufnahme
Hell-Phase Dunkel-Phase
<0.0001 (F=33.6 p<0.0001 (F=69.9)
= 20 p'#' [ chow,,
é 15' D |-”:Dveh
5  E HPD,
"'5 *
©
[0]
2
=
1 13 |12
Mas ko

Abbildung 10: Durchschnittliche Wasseraufnahme (in ml) pro Tag

wahrend der indirekten Kalorimetrie von chow- oder HFD-geflitterten wt- und Mas ko-Mausen, mit
oder ohne Behandlung mit TEL (FBehandung,=4.0, pBehandung,,=0.022; FBehandungp .\ =17.4,
pBehandlungp, . 0<0.0001). Der ausgewertete Messzeitraum betrug 5 Tage. A) Durchschnittliche
Wasseraufnahme in der Hell-Phase, B) Durchschnittliche Wasseraufnahme in der Dunkel-Phase.
Analyse des Einflusses von Stamm und Behandlung durch zweifache ANOVA. Darstellung der Daten
im Balkendiagramm als Mittelwert + SEM. n=11-13, *p<0.05 vs. chowy. 1 p<0.05 vs. HFDy nach
Bonferroni-Korrektur
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3.3.2 Energieumsatz und Lokomotion

Uber die indirekte Kalorimetrie wurden der Energieverbrauch und der
respiratorische Quotient (RER) bestimmt. Die Lokomotion wurde mithilfe von
Infrarotstrahlen gemessen. Hell- und Dunkel-Phase wurden in der Auswertung
separat betrachtet. Die Messwerte wurden Uber einen Zeitraum von 5 Tagen

gemittelt. Die Messperiode schloss sich an eine Adaptationszeit von 2 Tagen an.

Energieverbrauch, Lokomotion und RER waren insgesamt und zu jeder Tageszeit
gréBer in Mas ko-Mausen. Zwischen den Gruppen chowy, HFDv und HFDTeL
bestand bezlglich des Energieverbrauchs und der Lokomotion kein signifikanter

Unterschied (s. Abbildung 11/ Abbildung 12).

Die HFD fuhrte bei beiden Mausstdmmen zu reduzierten RER von ~ 0.75. Die TEL-
Behandlung zeigte darauf keinen Einfluss, die RER von HFDv und HFDreL waren
jeweils gleich. Der Unterschied zwischen den Genotypen und zwischen den Diaten

chow und HFD war deutlicher in der Dunkelphase (s. Abbildung 13).

Energieverbrauch

Hell-Phase Dunkel-Phase
601 <0.0001 (F= =
p<0. (F=22.5) p<0.0001 (F=14.3) [] chow, X
— Vel
,9 40 I:I I-”:Dveh
D) -
s HFDy,
w
(&)
=<
w 20'
w
0 13 1.3 7% 13 1.2 7 13 1.2
wt Mas-ko Mas ko

Abbildung 11: Energieverbrauch (in kcal-1-h-1-kgke1) pro Tag

wahrend der indirekten Kalorimetrie von chow- oder HFD-geflitterten wt- und Mas ko-Mausen, mit
oder ohne Behandlung mit TEL (FBehandung, =13, pBehandung, =0 737; FBehandungp . 0=1.3,
pBehandlungp, . 0=0.289). Der ausgewertete Messzeitraum betrug 5 Tage. Analyse des Einflusses von
Stamm und Behandlung durch zweifache ANOVA. Darstellung der Daten im Balkendiagramm als

Mittelwert + SEM. n=12-13, *p<0.05 vs. chowy. T p<0.05 vs. HFDy nach Bonferroni-Korrektur

-51 -



Lokomotion

Hell-Phase Dunkel-Phase
p=0.0007 (F=12.7) p=0.0026 (F=9.9)
3000' I:I veh
[ HFD,,
= 20001 HFD,,
5
Q
(@]
1000
0 |_51E||$| 1 1|1 1
wt Mas ko

Abbildung 12: Lokomotion (in Zdhlungen) pro Tag

wahrend der indirekten Kalorimetrie von chow- oder HFD-geflitterten wt- und Mas ko-Mausen, mit
oder ohne Behandlung mit TEL (FBehandung, =03, pBehandung,,,=0.779; FBehandungp . 0=1.1,
pBehandlungp, . 1=0.328). Der ausgewertete Messzeitraum betrug 5 Tage. Analyse des Einflusses von
Stamm und Behandlung durch zweifache ANOVA. Darstellung der Daten im Balkendiagramm als
Mittelwert + SEM. n=11-13, *p<0.05 vs. chowy. T p<0.05 vs. HFDy nach Bonferroni-Korrektur

Respiratorischer Quotient

Hell-Phase Dunkel-Phase
117 p=0.005 (F=8.4) =0.0001 (F=16.8)
SOOBEEY p=0. 8§ [ chowg,
1.0 HFD
. == I:I veh
r 091 HFD,
|
V4
0.8+ * % * *
0.71
13 13 1|12 13 13 1|12
0.6 T -
Mas ko Mas ko

Abbildung 13: Respiratorischer Quotient

in chow- oder HFD-gefitterten wt- und Mas ko-M&ausen, mit oder ohne Behandlung mit TEL
( [Behandlung He, ”=95_ 2, pBehandlung He ”<0_ 0001 ; [FBehandlung Dunke I=696, pBehandlung Dunke /<0_ 0001 ) ) Der
ausgewertete Messzeitraum betrug 5 Tage. Analyse des Einflusses von Stamm und Behandlung
durch zweifache ANOVA. Darstellung der Daten im Balkendiagramm als Mittelwert + SEM. n=12-13,
*p<0.05 vs. chowy. T p<0.05 vs. HFDy nach Bonferroni-Korrektur
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3.4 Glucosehomoostase

3.4.1 Plasmaspiegel von Glucose, Insulin und C-Peptid

Der Plasmaspiegel von Glucose wurde als Nuchternblutzucker (Nichtern-BZ) zu
Beginn des ITT gemessen. Zwischen wt/chowv und Mas ko/chowv bestand
diesbezlglich kein Unterschied, jedoch zeigten wt-Mause insgesamt hdhere
Nichtern-BZ-Werte. Die HFD fihrte in beiden Maus-Stdmmen zu erhdhten
Plasmaglucose-Spiegeln im Vergleich zu den chow-Tieren. Dieser Effekt war
jedoch geringer ausgepragt in Mas ko-Tieren. TEL hatte keinen Effekt auf den BZ
der wt-Mause. In Mas ko bewirkte TEL eine Reduktion der Plasmaglucose, sodass
zwischen chowv und HFDrteL kein signifikanter Unterschied mehr bestand (s.
Abbildung 14).

Nuchternblutzucker

300- p<0.0001 (F=255) [ chow,,
[ HFD,,,
g *a:_ * I-”:Dtel
)} 7
2 200 7 ]
- %
g 100 /
oLl % 10|12
wit Mas ko

Abbildung 14: Niichternblutzucker (in mg/dl)

in chow- oder HFD-gefitterten wt- und Mas ko-M&ausen, mit oder ohne Behandlung mit TEL
(FBehandiung=18,0, pBehandung<0,0001). Der Niichternblutzucker entspricht dem Plasmaglucosespiegel
(in mg/dl) gemessen zum Zeitpunkt t = 0 min im Rahmen des Insulintoleranztests (ITT) nach 5.5 h
Fasten. Analyse des Einflusses von Stamm und Behandlung durch zweifache ANOVA. Darstellung
der Daten im Balkendiagramm als Mittelwert + SEM. n=10-14, *p<0.05 vs. chowy. T p<0.05 vs. HFDy

nach Bonferroni-Korrektur

Insulin und C-Peptid im Plasma wurden im Rahmen des Multiplex-Assay gemessen.

Insgesamt waren die Insulin- und auch die C-Peptid-Level in den wt-M&usen héher.
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Insulin war durch die HFD nur in wt-Tieren erhdht. Eine TEL-Behandlung zeigte
keinen Einfluss (s. Abbildung 15 A). C-Peptid war selektiv in wt/HFDreL erhéht (s.
Abbildung 15 B). In Mas ko ergab sich zwischen den drei Diat-Gruppen kein
Unterschied, weder flr Insulin-Spiegel noch fiir C-Peptid-Spiegel (s. Abbildung 15
A-B).

A Insulin B C-Peptid
61 p<0.0001 (F=11.1) [ chow,, 8- p=0.016 (F=6.2) ] chow,,
I:I HFDveh * I:I I-”:Dveh
3 HFDtel 04 o HFDteI
4- } } L7

Insulin (ng/L)
C-Peptid (ng/L)
i

2-
2-
‘ \ , | | 131112
0 11110177 12|10 0

wt Mas ko

NN

ZA

Abbildung 15: Plasmaspiegel von Insulin und C-Peptid (in ng/l)

in chow- oder HFD-gefiitterten wt- und Mas ko-M&usen, mit oder ohne Behandlung mit TEL. Insulin
(A, FBehandung=7 8 pBehandiing<(.0001), C-Peptid (B, FBehandiung=4 7 pBehandung=0.013). Analyse des
Einflusses von Stamm und Behandlung durch zweifache ANOVA. Darstellung der Daten im
Balkendiagramm als Mittelwert + SEM. n=9-13, *p<0.05 vs. chowy. T p<0.05 vs. HFDy nach

Bonferroni-Korrektur

3.4.2 Insulinsensitivitat

Im ITT wurde nach Injektion von 1 I.E. Insulin/kgka die Insulinsensitivitat bestimmit,
indem die BZ-Werte in Reaktion auf die Insulingabe zu 6 verschiedenen Zeitpunkten
gemessen wurden. Bestimmt wurde die Halbwertszeit (HWZ) von Glucose, sowie

die Area under the curve (AUC) des Glucose-Konzentration-Zeit-Verlaufs.

In wi/HFDv war die HWZ der Glucose-Ultilisation durchschnittlich héher und die AUC
kleiner als in der entsprechenden Kontrollgruppe. Eine geringere AUC und eine
erhdhte HWZ indizieren eine Einschrankung der Insulinsensitivitdt. Unter dem
Einfluss von TEL war weder die AUC noch die HWZ im Vergleich zu HFD-Kontrollen
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verandert, weshalb geschlossen werden kann, dass TEL in diesem Modell keine
protektive Wirkung bezlglich der Glukosekontrolle besitzt. In Mas ko konnte in
Abhéngigkeit von HFD-Futterung oder TEL-Behandlung keine Verédnderung der
Insulinsensitivitdt nachgewiesen werden. Zudem ist ein Stammunterschied fir die

HWZ und tendenziell auch die AUC nachweisebar (s. Abbildung 16).

A
s 0
{®)]
£ 25
8
S 501 .
% _75_ O ChOWVEh ¢
-~ HFD,,
-100- -&- HFD,,
0 30 60 90 0 30 60 90
Zeit (min) Zeit (min)
C AUC D Halbwertszeit
~ ~ wt Mas ko
p=0055(F=38) [ chow,, 0
6' D HFI:)veh
7] HFD, =
./E\ tel E _100_
E =
(0]
E) 2 200
g :
< % -300- _— [ chowy,
I I:I HFDveh
p=0.0004 (F=3.2) HFDyg

-400-

Abbildung 16: Insulintoleranztest (ITT)

Entwicklung der Glucosekonzentration (in mg/dl) Gber die Zeit (in min) nach Insulin-Gabe in chow-
oder HFD-gefitterten wt- und Mas ko-Mausen, mit oder ohne Behandlung mit TEL (A-B). Die
Darstellung der AUC dient als Ausdruck der Insulinsensitivitdt der Insulin-Gabe auf die
Plasmaglucosekonzentration Uber die Beobachtungszeit bis 90 min (C, FBehandung=3 2,
pBehandiung=0.047). Auch die Halbwertszeit der Glukoseverschwinderate (in min) dient als Parameter
fur die Insulinsensitivitat und wurde intraindividuell nach logarithmischer Konvertierung durch lineare
Regression im Zeitintervall 10 bis 60 min berechnet (D, FBehandlung=4.2, pBehandlung=0.019). Analyse
des Einflusses von Stamm und Behandlung durch zweifache ANOVA. Mittelwert + SEM. n=9-14,

*p<0.05 vs. chowy. T p<0.05 vs. HFDy nach Bonferroni-Korrektur
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3.4.3 Plasmaspiegel der insulinotropen Hormone GIP und GLP-1

Die Spiegel der insulinotropen Hormone GIP und GLP-1 wurden aus dem Plasma
der finalen Blutenthahme bestimmt. Sie unterschieden sich weder zwischen den
verschiedenen Genotypen noch unter den verschiedenen Diaten und
Behandlungen (s. Abbildung 17 A-B).

A GIP B GLP-1
800- _ [] chow,, 600- _ ~ [] chow,,
p=063 (F=0.2) ve p=0.594 (F=0.6) vel
I:I HFDveh I:I I-”:Dveh
600- HFDy _ HFDy
= 54001
g g
§400- T
© B 200
200+
oLl 7R

o
L

wt Mas ko

Abbildung 17: Plasmaspiegel von GIP und GLP-1 (in pg/l)

in chow- oder HFD-gefitterten wt- und Mas ko-M&ausen, mit oder ohne Behandlung mit TEL. GIP (in
pg/l) (A, FBehandung=19, pBehandung=(),153; Finteraktion=0.9, plnteraktion=0.421), GLP-1 (in pg/l) (B,
[FBehandlung=(Q), 1, pBehandung=(0.947 Finteraktion=( 3, pinteraktion=0, 738). Analyse des Einflusses von Stamm
und Behandlung durch zweifache ANOVA. Darstellung der Daten im Balkendiagramm als Mittelwert

+ SEM. n=7-12, *p<0.05 vs. chowy. T p<0.05 vs. HFDy nach Bonferroni-Korrektur
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3.5 Adipozytokine

Die Adipozytokine Leptin, Resistin, PYY und PP wurden im Rahmen des Multiplex-

Assay bestimmit.

A B
Leptin PYY
- - chow,
40 0<0.0001 (F=18.8) E ;hFOI;Nveh 500 p<0.0001 (F=58.8) % HED V:h
h vel
HFD,, 4001 HFDyg
E 2300- *
£
s ; Ezoo-
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C Resistin D PP
p<0.0001 F=106.2) E ah;)l;vveh 100+ p=0.0006 (F=13.6) E ;hFOE\;V veh
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ko) ] =
s 0 tpp 2
& x|
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Abbildung 18: Plasmaspiegel der Adipozytokine/ gastrointestinalen Hormone (in ng/l und
pg/l)

in chow- oder HFD-gefitterten wt- und Mas ko-M&usen, mit oder ohne Behandlung mit TEL. Leptin-
Spiegel (in ng/l) (A, FBehandung=19.9, pBehandung<(,0001; Finteraktion=2. 2 pinteraktion=0, 122), PYY-Spiegel
(in pg/l) (B, FBehandiung=11.6, pBehandung<(.0001; Finteraktion=8.0), plnteraktion=0,0008), Resistin-Spiegel (in
ng/l) (C, FBehandung=28,9, pBehandung<(.0001; Finteraktion=9.9, pinteraktion=0,0007), PP-Spiegel (in pg/l) (D,
[FBehandlung=1.4, pBehandung=(0 245 Finteraktion=1 4, pinteraktion=0,263). Analyse des Einflusses von Stamm
und Behandlung durch zweifache ANOVA. Darstellung der Daten im Balkendiagramm als Mittelwert
+ SEM. n=9-13, * p<0.05 vs. chowy, 1 p<0.05 vs. HFDy nach Bonferroni-Korrektur
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Leptin war in wt/chowv durchschnittlich héher als in Mas ko/chowv, dagegen waren
das anorektische Peptid PYY in chow-gefltterten Mas ko-Mausen hdher.
Hinsichtlich Resistin und PP zeigte sich zwischen diesen beiden Gruppen kein
Unterschied, jedoch war Resistin insgesamt hdher in wit-Mausen, wahrend PP
insgesamt in Mas ko héher war als in wt (s. Abbildung 18). Die Leptin-Konzentration
war in wt/HFDv und auch in Mas ko/HFDv im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht
(s. Abbildung 18 A-B), wobei der Anstieg in wt deutlicher war. Eine erhdhter
Leptinspiegel bei simultan erhdhtem Korpergewicht ist hinweisend auf eine
mdgliche Leptinresistenz. Die TEL-Therapie verhinderte den Leptin-Spiegel-Anstieg
nur in Mas ko-Mausen. Ein Anstieg von Resistin unter HFD konnte in den wit-
Méausen, nicht jedoch in der Mas ko-Gruppe beobachtet werden. Hier kam es zu
einem zusatzlichen Anstieg unter Behandlung mit TEL. In den Mas ko-Mausen
veranderten sich die Resistin-Spiegel durch Diat und TEL-Gabe nicht. Daneben
blieben die weiteren Adipozytokine durch TEL, neben einer selektiven Zunahme des
PYY-Levels in Mas ko-Mausen unter TEL-Behandlung, unbeeinflusst (s. Abbildung
18).

3.5.1 Leptinresistenz

Zur Ermittlung einer mdglichen Leptinresistenz wurde die Entwicklung von

Kérpergewicht und Energieaufnahme nach exogener Leptin-Stimulation bestimmt.

Die Energieaufnahme von wt-Mause war hoher als die von Mas ko-Mausen (s.
Abbildung 19 C). Unter HFD zeigten die Mause beider Genotypen trotz Leptin-
Injektionen eine erhdhte Energieaufnahme (s. Abbildung 19 A-C), was eine
Leptinresistenz indiziert. Nur in den Mas ko-Tieren bewirkte TEL eine
Normalisierung der aufgenommenen Energiemenge, was den Ruckschluss
nahelegt, dass nur in diesen Tieren TEL eine Rekonstitution der Leptinsensitivitat
bedingt (s. Abbildung 19 B-C). Das Kdérpergewicht blieb durch die Leptin-Applikation

und die veranderte Energieaufnahme unbeeinflusst (s. Abbildung 19 D-F).
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Abbildung 19: Leptinresistenztest (LRT)

Energieaufnahme (in kJ) im Verlauf als Reaktion auf eine repetitive Leptinapplikation in chow- oder
HFD-gefltterten wt- und Mas ko-Mausen, mit oder ohne Behandlung mit TEL. Injektionszeitpunkte:
d1:17.00 Uhr; d2-3: 09.00 Uhr, 17.00 Uhr; d4: 09.00 Uhr (A-B). Kumulative Energieaufnahme (in kJ)
d2-4 (C, FBehandiung=1(0.8, pBehandung<(0.0001). KOrpergewicht (in g) im zeitlichen Verlauf (D-E). delta
des Korpergewichts (in g) d4-d0 (F, FBehandung=3 7, pBehandung=0 03). Analyse des Einflusses von
Stamm und Behandlung durch zweifache ANOVA. Mittelwert + SEM. n=12-14, * p<0.05 vs. chowy;
T p<0.05 vs. HFDy nach Bonferroni-Korrektur
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3.6 Lipide

Die Lipid-Spiegel wurden mittels Roche/Hitachi Modular P Chemistry Analyser

(Mannheim, Deutschland) bestimmt.

Im Gegensatz zu HDL und LDL bestand zwischen wt und Mas ko kein Unterschied
bezlglich ihrer TG-Spiegel (s. Abbildung 20 C). HDL war niedriger und LDL war
héher in wt-chow-Mausen als in Mas ko (s. Abbildung 20 A-B). Die TG waren
signifikant niedriger in sowohl beiden HFDv als auch in beiden HFDreL-Gruppen als
in den entsprechenden chowv-Gruppen, es zeigte sich hier demnach kein Einfluss
der TEL-Therapie (s. Abbildung 20 C). HDL stieg in beiden Stdmmen nach HFD-
Fatterung an, LDL blieb unbeeinflusst. Die zuséatzliche TEL-Behandlung flhrte zu
einer Erhéhung von LDL in HFDreL beider Stamme, die HDL-Spiegel beeinflusste
sie nicht (s. Abbildung 20 A-B).

A HDL B LDL C TG
7- p<0.0001 (F=25.7) 15 p=0.015 (F=6.2) 2.0- p=0.465 (F=0.5)
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Abbildung 20: Lipid-Plasmakonzentration (in mmol/l) im Niichternblut

von chow- oder HFD-gefitterten wt- und Mas ko-M&ausen, mit oder ohne Behandlung mit TEL. HDL-
Konzentration im Plasma (in mmol/l) (A, FBehandung=159, pBehandung<0,0001; Fnteraktion=12,
pinteraktion=0.317), LDL-Konzentration im Plasma (in mmol/l) (B, FBehandung=73, pBehandung=0.001;
Finteraktion=3,8,  pinteraktion=0,026), TG-Konzentration im Plasma (in mmol/l) (C, F[Behandung=72 4,
pBehandung<(),0001; Finteraktion=0,5 pinteraktion=0.591). Analyse des Einflusses von Stamm und
Behandlung durch zweifache ANOVA. Darstellung der Daten im Balkendiagramm als Mittelwert +

SEM. n=11-13, * p<0.05 vs. chowy, T p<0.05 vs. HFDy nach Bonferroni-Korrektur
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3.7 mRNA der RAAS-Komponenten

Quantifiziert wurde die mRNA von ATias- und AT2-Rezeptoren, Mas- und MrgD-
Rezeptor, ACE, ACE2 und AOGEN in Herz, Fettgewebe und Hypothalamus der

Mause.

Die mRBRNA von Mas war in den untersuchten Organen der Mas ko-Mause Null, was
den knockout nachhaltig bestatigt (s. Abbildung 25). Im linken Ventrikel zeigte sich
bei Fehlen des Rezeptors eine erhbhte Expression von ACE2, diese konnte im
linken Ventrikel und im Hypothalamus nicht nachgewiesen werden (s. Abbildung
24). AuBerdem waren die Expression von ACE und AOGEN im linken Ventrikel und
im Hypothalamus herunterreguliert (s. Abbildung 22 A-B und Abbildung 23 A-B).

Ein Stammunterschied bezuglich AT1a- und AT1s-Rezeptoren bestand nicht. Durch
die HFD oder die TEL-Behandlung wurde die Expression von ATia- und ATis-
Rezeptoren weder in wt noch in Mas ko beeinflusst, abgesehen von erhdhten
mRNA-Spiegeln fir ATia-Rezeptoren in Mas ko/HFD v und Mas ko/HFDreL (s.
Abbildung 21).

Die AOGEN-Expression wurde durch TEL in den linken Ventrikeln von wt und Mas
ko deutlich erhéht, sodass sich die HFDreL-Gruppe sowohl von der chow-
Kontrollgruppe als auch von der HFD-Kontrollgruppe unterschied (s. Abbildung 22
A). Die HFD-Futterung ohne TEL zeigte keinen Einfluss auf AOGEN-mRNA-Spiegel
im linken Ventrikel oder Hypothalamus, jedoch zu einer Reduktion im Fettgewebe.
Die TEL-Gabe fihrte hier zu einer Normalisierung der Expressions-Level. Im
Hypothalamus zeigte sich kein Effekt der Diaten auf die verschiedenen mRNA-Level
(s. Abbildung 22 A-C).
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Abbildung 21: mRNA-Level von ATiasRezeptoren (in Fold Changes)

in chow- oder HFD-gefltterten wt- und Mas ko-Méausen, mit oder ohne Behandlung mit TEL.
Darstellung der Daten als Median mit oberem und unterem Quartil als Boxplot. Die Antennen zeigen
die Variabilitdt zwischen der 10. und 90. Perzentile an. Analyse des Einflusses von Stamm und

Behandlung durch zweifache ANOVA. n=6, *p<0.05 vs. chowy. T p<0.05 vs. HFDy
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Abbildung 22: mRNA-Level von Angiotensinogen (in Fold Changes)

in chow- oder HFD-gefltterten wt- und Mas ko-Méausen, mit oder ohne Behandlung mit TEL.
Darstellung der Daten als Median mit oberem und unterem Quartil als Boxplot. Die Antennen zeigen
die Variabilitdt zwischen der 10. und 90. Perzentile an. Analyse des Einflusses von Stamm und

Behandlung durch zweifache ANOVA. n=6, * p<0.05 vs. chowy, T p<0.05 vs. HFDy
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ACE wurde in den linken Ventrikeln von HFD-gefutterten Mausen beider Genotypen
im Vergleich zur Kontrollgruppe vermehrt exprimiert, die TEL-Behandlung
normalisierte hier jeweils die Expression. In den anderen Geweben blieb die ACE-

Expression durch die Diaten unbeeinflusst (s. Abbildung 23).

In Konsequenz der HFD war die mRNA fir ACE2 im Fettgewebe beider Stamme
vermindert. TEL normalisierte die ACE2-mRNA selektiv in den Mas ko-, nicht aber
den wt-Mausen. Daneben blieben ACE2-mRNA-Level unbeeinflusst (s. Abbildung
24).

Eine erhbhte Expression von Mas-Rezeptoren aufgrund von Diat oder Behandlung

zeigte sich ausschlieBlich im linken Ventrikel von wt/HFDreL (s. Abbildung 25).
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Abbildung 23: mRNA-Level von ACE (in Fold Changes)

in chow- oder HFD-gefltterten wt- und Mas ko-Méausen, mit oder ohne Behandlung mit TEL.
Darstellung der Daten als Median mit oberem und unterem Quartil als Boxplot. Die Antennen zeigen
die Variabilitdt zwischen der 10. und 90. Perzentile an. Analyse des Einflusses von Stamm und
Behandlung durch zweifache ANOVA. n=6, *p<0.05 vs. chowy. T p<0.05 vs. HFDy
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Abbildung 24: mRNA-Level von ACE2 (in Fold Changes)

in chow- oder HFD-gefltterten wt- und Mas ko-Méausen, mit oder ohne Behandlung mit TEL.
Darstellung der Daten als Median mit oberem und unterem Quartil als Boxplot. Die Antennen zeigen
die Variabilitdt zwischen der 10. und 90. Perzentile an. Analyse des Einflusses von Stamm und
Behandlung durch zweifache ANOVA. n=6, *p<0.05 vs. chowy. T p<0.05 vs. HFDy
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Abbildung 25: mRNA-Level von Mas (in Fold Changes)

in chow- oder HFD-gefltterten wt- und Mas ko-Méausen, mit oder ohne Behandlung mit TEL.
Darstellung der Daten als Median mit oberem und unterem Quartil als Boxplot. Die Antennen zeigen
die Variabilitdt zwischen der 10. und 90. Perzentile an. Analyse des Einflusses von Stamm und
Behandlung durch zweifache ANOVA. n=6, * p<0.05 vs. chowy, T p<0.05 vs. HFDy

MrgD-mRNA wurde in den drei untersuchten Geweben gleichermaBen exprimiert,
wobei keine Abhéngigkeit beziglich Stamm, Diat und TEL-Behandlung gefunden
wurde (s. Abbildung 26).

AT2-Rezeptor-mRNA wurde in allen Geweben gleichermaBen exprimiert. Lediglich
im Fettgewebe war die AT2-Rezeptor-mRNA bei Mas ko-Mé&usen im Vergleich zu
wt-Kontrollen vermindert exprimiert, wobei kein Unterschied in Abhangigkeit von
HFD und TEL gefunden wurde. (s. Abbildung 27).
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Abbildung 26: mRNA-Level von MrgD (in Fold Changes)

in chow- oder HFD-gefltterten wt- und Mas ko-Méausen, mit oder ohne Behandlung mit TEL.
Darstellung der Daten als Median mit oberem und unterem Quartil als Boxplot. Die Antennen zeigen
die Variabilitdt zwischen der 10. und 90. Perzentile an. Analyse des Einflusses von Stamm und
Behandlung durch zweifache ANOVA. n=6, * p<0.05 vs. chowy, T p<0.05 vs. HFDy
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Abbildung 27: mRNA-Level von AT.-Rezeptor (in Fold Changes)

in chow- oder HFD-gefltterten wt- und Mas ko-Méausen, mit oder ohne Behandlung mit TEL.
Darstellung der Daten als Median mit oberem und unterem Quartil als Boxplot. Die Antennen zeigen
die Variabilitdt zwischen der 10. und 90. Perzentile an. Analyse des Einflusses von Stamm und
Behandlung durch zweifache ANOVA. n=6, * p<0.05 vs. chowy, T p<0.05 vs. HFDy
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4 Diskussion

Basierend auf pharmakologischen Ergebnissen unter Verwendung eines Mas-
Antagonisten [34] erfolgte die Durchfihrung dieser Studie mit dem Ziel, im
transgenen Modell zu bestéatigen, dass der anti-adipdse Effekt einer ARB-Therapie
(auch) auf einen Ang(1-7)-Mas-Rezeptor-abhéangigen Mechanismus
zuruckzufuhren ist. Hierzu wurden Mause mit ubiquitdrem Mas ko verwendet, von
welchen wir eine verstarkte Neigung zur Entwicklung von Adipositas sowie ein
Ausbleiben der anti-adip6sen ARB-Wirkung erwarteten. Im Gegensatz zu unserer
Erwartung zeigten wir vielmehr, dass Diat-induziertes Ubergewicht in den Mas ko-
Mé&usen weniger und die anti-adipése und metabolisch begtinstigende Wirkung von

TEL in diesem Mausmodell sogar noch ausgepragter war.

Diese Divergenz von aktuell ermittelten Daten zu vorausgegangenen Erwartungen,
wirft die Frage nach ihrer Ursache auf. Um dieser Frage nachzugehen, werde ich
im Folgenden zunéchst die Ergebnisse dieser Studie im Vergleich zur Literatur
darstellen, interpretieren und diskutieren. Im Anschluss daran folgt die ausfuhrliche

Diskussion mdglicher Griinde fur die sich abbildenden Inkongruenzen.

4.1 Entwicklung der Phanotypen unter chow- oder High-Fat-Diat

Unter einer kommerziellen HFD entwickelten wt-Mause im Vergleich zu
Kontrolltieren Ubergewicht. Sie zeigten ein verhaltnismaBig erhdhtes Kérpergewicht
auch in Beziehung zur Kdrperlange. Wir beobachteten weiterhin einen erhdhten
Bauchumfang, eine Zunahme der viszeralen und subkutanen Fettmasse und eine
gesteigerte Energieaufnahme zu jeder Tageszeit ohne Steigerung des
Energieumsatzes. Die Tiere entwickelten das Bild einer Adipositas [36], [144]. Die
Diat bedingte eine fast ausschlieBliche Verstoffwechselung von Fetten, welche sich
in einem reduzierten RER darstellte [139]. AuBerdem lassen ein erhdhter Nlichtern-
BZ und Insulinspiegel im Plasma sowie eine verzégerte Glucose-
Verstoffwechselung in den wt/HFDv-Mausen auf eine Insulinresistenz schlieBen, die
Vorstufe und Ursache der Stoffwechselerkrankung DMT2. Erhohte Resistin-Spiegel

in den Tieren deuten zudem auf systemische Auswirkungen des Ubergewichtes hin.
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Resistin ist ein Adipozytokin, welches im Rahmen einer Adipositas-induzierten
Insulinresistenz in unphysiologisch hoher Menge ausgeschuttet wird. Es ist
wahrscheinlich an Entziindungsprozessen und der Ausbildung kardiovaskuléarer
Erkrankungen beteiligt [46], [145]. Dies lasst Riuckschlisse zu, dass die chronische
High-Fat-Futterung Prozesse in Gang setzt, welche zum MetS sowie dessen
Komorbiditaten  fiuhren. Zu  diesem  zahlt  definitionsgemaB  neben
Bauchumfangsvermehrung und Hyperglykdmie beim Menschen auch eine

Dyslipidamie bzw. ein arterieller Hypertonus [2], [21].

Eine Dyslipiddmie konnte in unseren Ergebnissen nicht abgebildet werden. Jedoch
erscheinen die Resultate der Plasmalipid-Spiegel-Messungen insgesamt weniger
plausibel, da, widersprichlich zur allgemeinen Annahme und bestehenden
Erkenntnissen, dass eine HFD eine Dyslipidamie verursacht [34], [146], [147], die
HFD hier einen Triglycerid-Abfall und HDL-Anstieg hervorrief. LDL-Level &nderten

sich nicht signifikant, diese waren im Falle einer Dyslipidamie erhoht.

Die Blutdruckwerte der Mause wurden im Rahmen dieser Studie nicht direkt
bestimmt. Jedoch besaBen die wt/HFDv-Mause nachweislich ein erhéhtes Gewicht
des linken Ventrikels, welches als Konsequenz einer Nachlaststeigerung durch
einen arteriellen Hypertonus interpretiert werden kann. Eine mutmaBliche
GefaBschadigung durch Hyperglykdmie und erhéhte Resistin-Spiegel ware zudem

ein Hypertonie-beglnstigender Faktor.

Insgesamt kommt diese Versuchsgruppe einem Modell des MetS damit sehr nahe.
Diese Ergebnisse bestéatigen vorausgegangene Ergebnisse unserer und weiterer
Arbeitsgruppen [33], [146]-[149] und damit auch unsere Erwartungen in Bezug auf
die Effekte einer HFD.

Infolge der HFD wurden auch die Mas ko-M&use Ubergewichtig und leptinresistent.
Der Effekt war jedoch geringfugiger ausgepragt als in den wt-Kontrollen. Es ergab
sich zudem kein Anhalt flr eine Insulinresistenz, noch wurde der Resistin-Spiegel
der Tiere beeinflusst. Lediglich die Zunahme an viszeralem Fettgewebe war in den
ko-Tieren im Vergleich zu den Wildtypen verstarkt zu beobachten. Wahrend
wt/HFDv-Mause ein erhdhtes Lebergewicht und damit vermutlich eine Steatosis

hepatis entwickelten, blieb dieser Effekt in Mas ko aus. Insgesamt scheinen die Mas
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ko-Tiere unserer Studie damit gegen die Auswirkungen der HFD zumindest
teilweise geschutzt, einhergehend mit einem generell vermehrten Energieumsatz
und einem aktiveren Bewegungsprofii der Mas ko-Tiere bei normaler
Energieaufnahme. Wenn also die Kombination aus inaktivem Lebensstil und
UubermaBiger Kalorienzufuhr als maBgeblich urséchlich fir die Entwicklung einer

Adipositas gilt [37], [38], so trifft sie auf dieses Mas ko-Maus-Modell nicht zu.

Diese Beobachtungen stehen im Kontrast zu unseren Erwartungen und sind teils
gegensatzlich zu friheren Befunden. Mit dem Wissen, dass Ang(1-7) als Ligand an
den Mas-Rezeptor bindet [57], [59], [60], [64], gingen wir davon aus, dass ein
ubiquitarer ko des Mas-Rezeptors gegensatzliche Auswirkungen zu einer
Aktivierung  der  Ang(1-7)/Mas-Achse  bewirkt. In  vorausgegangenen
Untersuchungen zeigten Tiere mit einer stimulierten Ang(1-7)/Mas-Achse
metabolisch gilnstig zu bewertende Eigenschaften. Ang(1-7)-Uberexprimierende
TGR(A1-7)-Ratten z.B. wiesen einen héheren Energieumsatz auf. Trotz HFD
konnte in diesen Tieren weiterhin eine Leptinsensitivitat beobachtet werden [34],
[112], [114]. Solche transgenen Ratten und auch wt-Ratten, die mit Ang(1-7)
behandelt wurden, waren vor der Entwicklung einer diat-assoziierten Adipositas
geschutzt [34], [113]. Wir erwarteten demnach eine verstarkte Entwicklung von
Adipositas in den Tieren mit Mas-Defizit, welche wir nicht nachweisen konnten.
Jedoch konnte ein geringeres Koérpergewicht und eine geringe epididymale
Fettmasse in Mas ko-Mausen verglichen zu Wildtypen neben dieser Studie auch
bereits in anderen Arbeiten beschrieben werden [123], [150]. Wang et al. zeigten,
dass eine diat-induzierte Adipositas in Mas ko-M&ausen nicht starker ausgepragt ist
als in Wildtyp-Kontrollen [151] und auch in einer Studie von Santos et. al. 2008, die
einen verschlechterten Metabolismus der Mause herausstellte, blieb eine
signifikante Erhéhung des Kdrpergewichts durch einen Mas ko aus [119]. Daraus
ergibt sich eine Diskrepanz zwischen Daten zum Koérpergewicht die aufgrund eines
Mas ko und solchen die aufgrund von erhéhten Mengen Ang(1-7) generiert wurden.
Es stellt sich hier also die Frage, ob die Auswirkungen von Ang(1-7) auf das
Kérpergewicht mdglicherweise nicht Uber Mas sondern andere Signalkaskaden
ausgeldst werden. Diese Uberlegung soll im weiteren Verlauf ausfiihrlich diskutiert

werden.
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In ihrer Studie von 2008 zeigten Santos et al. auch, dass Mas ko-Mause mit FVB/N-
Hintergrund unter einer Standard-Diat héhere Level von Insulin und Leptin und eine
um 50% erhbdhte epididymale und retroperitoneale abdominelle Fettmasse
ausbildeten. Daneben waren TG im Plasma und verschiedenen Organ-Geweben
erhdéht, GLUT4-Transporter und damit im weiteren Sinne die Insulinsensitivitat
waren reduziert [119]. Auch in Apolipoprotein E (ApoE) ko-M&usen, einem
Mausmodell fir Dyslipidamie und Artherosklerose, verschlechterte sich unter einem
zusatzlichen Mas ko (Mas/ApoE-double-knockout) die Dyslipidamie deutlich [60],
[1283], [152]. Es wurde zudem bereits mehrfach gezeigt, dass Ang(1-7) als Ligand
des Mas-Rezeptors eine Verbesserung von Insulin-Sensitivitdt und Glucose-
Homoostase, auch bei bereits bestehender hyperglykdmer Stoffwechsellage,
bewirken konnte [34], [79], [111], [119]-[121], [152], [153], [157].

Eine erhbhte abdominelle Fettmasse konnte in unseren Mas ko-Tieren mit chow-
Futterung nicht gemessen werden (s. Anhang 1), jedoch erreichten die Mas ko-Tiere
unter HFD-Regime trotz geringerer Korpergewichte als wt/HFDv eine im Vergleich
hdhere viszerale Fettmasse. Entsprechend bestatigen unsere Ergebnisse, dass ein
Mas ko eine Zunahme der abdominellen Fettmasse bzw. eine Umverteilung
zugunsten des viszeralen Fettes férdert. Hingegen waren die Plasma-TG-
Konzentrationen von Mas ko-Mause nach chow-Ftterung, im Gegensatz zu oben
genannter Literatur, in unserer Studie unbeeinflusst (s. Anhang 1). Unter einer HFD
kam es zum Abfall der TG im Plasma, wie jedoch bereits erlautert, steht dieser Effekt
im Widerspruch zur allgemeinen Annahme und Erkenntnis eines wenn Uberhaupt
verschlechterten Lipid-Profils unter HFD [34], [146], [147]. Da wir den gleichen
Effekt in wt-Mausen sahen, kann er nicht durch den Mas ko begrindet werden.
Daneben stiegen HDL und LDL, anders als in wi-M&usen, simultan an, sodass von
einer Beeinflussung der Plasmalipidspiegel durch den ko ausgegangen werden

kann.

Mas ko/chow und Mas ko/HFD.-Tiere zeigten im Vergleich zu den wt-Gruppen keine
Verschlechterung der Insulinsensitivitat (s. Anhang 1). Insbesondere die Mas ko-
Méause unter HFD-Futterung, welche tendenziell eine schlechtere
Glucosehomdostase als ihre chow-Kontrollen aufwiesen, waren durch die HFD

weniger beeintrachtigt als die entsprechende wt-Gruppe. Auch Silva et al. 2013
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konnten in Mausen mit C57BL6/N-Hintergrund keinen Einfluss des Mas ko auf den
Insulin-Spiegel nachweisen [123]. In einer Studie von Braga et al. wurde ebenfalls
an C57BL6/N-Mausen nachgewiesen, dass Insulin-Plasma Level in Mas ko-
Mausen aufgrund einer reduzierten Zahl an vorhandenen B-Zellen vermindert
waren [156]. Dies kdnnte womdglich auch in unserer Studie den geringeren Einfluss
der HFD in Mas ko-Mausen auf den Insulinspiegel erklaren. Dabei wirden wir
jedoch als Folge einer verminderten Insulin-Sekretion einen Anstieg des Nichtern-
BZ erwarten, welcher durch die HFD zwar ausgel6st wurde, aber verhaltnismaBig
niedriger blieb als in den wt-Kontroll-Gruppen. Weiterhin bestiinde auBerdem die
Diskrepanz zur Studie von Santos et al. 2008, welche eine Insulinresistenz in Mas
ko-FVB/N-Mé&usen unter Standard-Diat feststellte. Da der Glucose- und Insulin-
Spiegel als stéranféllig gelten und von vorausgehender Fastenzeit, Tageszeit,
Fltterungsgewohnheiten, genauer Diat-Zusammensetzung und Stressexposition
im Rahmen der Messungen abhéngig sind, kénnten bereits kleine Unterschiede im
Versuchsaufbau diese ungleichen Ergebnisse begrinden. Insbesondere da in
Mausen aufgrund spezifischer Nahrungsgewohnheiten nicht grundsatzlich von
einem Fasten-Effekt wie im Menschen ausgegangen werden kann [137]. Die
Inkongruenzen zwischen Silva et al., Braga et al. und Santos et al. sowie unserer
Studie kdnnten auBerdem auch durch die unterschiedlichen genetischen
Hintergriinde der Mause bedingt sein. Die Ergebnisse unserer Studie suggerieren,
ein Mas ko schitze vor der Ausbildung einer Insulinresistenz. Dieser
Zusammenhang ergébe einen erneuten Hinweis auf einen mdéglicherweise Mas-

unabhangigen Ang(1-7)-Effekt.

Trotz Zunahme an Ko&rpergewicht, Leptinresistenz und Tendenzen zur
Einschréankung der Insulinsensitivitat fuhrte die HFD in Mas ko-M&usen zu keiner
Verénderung des Resistin-Spiegels, welche in wt-Tieren durch die fettreiche Diat
deutlich erhéht war. Dies wirft die Frage auf, ob moglicherweise akkumulierendes
Ang(1-7) Resistin reguliert. Allerdings hatten Oliveira Andrade et al. 2014 bereits
gezeigt, dass Ang(1-7) in HFD-gefutterten M&usen Resistin nicht beeinflusst [157]
und auch far Ang Il konnte kein Beeinflussung der Resistin-Gen-Expression oder
Sekretion in Adipozyten nachgewiesen werden [158]. Wie auch die Ergebnisse von

Heringer-Walther et al. 2012 zeigten, war die Nahrungs- und Energieaufnahme von
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chow-gefutterten Mas ko-Mausen im Vergleich zu ihren Wildtyp-Kontrollen
unverandert (s. Anhang 2). Auch Santos et al. 2008 zeigten keine wesentliche
Veranderung der Energieaufnahme durch den knockout [119], [159]. Diese
Resultate lassen vermuten, dass die Effekte der Ang(1-7)/Mas-Achse insbesondere
den Metabolismus selbst und weniger Appetit und Kalorienaufnahme beeinflussen.
Generell maBen wir daneben in den Mas ko-Tiere unserer Studie im Vergleich zu
wt-Mausen hdhere Level des PP, ein gastrointestinales Hormon aus dem Pankreas,
welches die Nahrungsaufnahme reduziert und den Energieumsatz steigert [160],
[161]. Wahrend sich auf die Nahrungsaufnahme keine Effekte der PP-Erhdéhung
darstellten, wére ein Einfluss auf den Energieumsatz moglich. Bezuglich der Frage
ob Ang(1-7)/Mas die PP-Sekretion hemmen oder férdern kann, bestehen bislang

keine weiteren Daten.

4.2 Auswirkungen einer chronischen Applikation von Telmisartan

Auch in Bezug auf die Auswirkungen der TEL-Therapie unterschieden sich unsere
Resultate zu den vorangestellten Hypothesen. Die Mause der wt/HFDteL-Gruppe
erreichten wie angenommen tendenziell ein niedrigeres Korpergewicht als die
Mé&use, welche zur HFD ausschlieBlich Placebo erhielten. Trotzdem war die
Gewichts-zunahme dabei im Vergleich zur chow-Gruppe noch signifikant verstarkt.
Damit war der Effekt der TEL-Therapie sichtbar, jedoch weniger drastisch als
erwartet. Die AG Raasch hatte bereits mehrmals gezeigt, dass TEL in der Lage ist,
nach einer Behandlungszeit von Uber 40 Tagen das Gewicht von HFD-gefltterten
Méausen auf das Gewicht von chow-gefltterten Mausen zu normalisieren (s. Anhang
3) [33], [98]. Auch anhand von Ratten konnte die Arbeitsgruppe diesen protektiven
Effekt und sogar eine kurative Wirkung durch TEL in Bezug auf Ubergewicht
demonstrieren [32], [34], [93]-[95]. Leptin- und Resistin-Spiegel blieben in den
Ubergewichtigen Wildtypen unserer Studie durch die TEL-Therapie unbeeinflusst
und damit erhéht. Da die Studien der AG Raasch Uberwiegend unter gleichen
Versuchsbedingungen erfolgten, sind diese Divergenzen hinweisend auf einen
relevanten Spezies-und Stammes-Unterschied hinsichtlich der Wirkungen von TEL

in Nagern. Auch dieser soll im Weiteren genauer erlautert werden.
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Da eine vorausgegangene Studie der AG Raasch beweisen konnte, dass der Mas-
Rezeptor-Antagonist A-779 in der Lage ist, den gewichtsreduzierenden Effekt von
TEL in Ratten zu antagonisieren und da auBerdem SD-Ratten unter Behandlung
mit einem oral verabreichten Ang(1-7) bzw. Uberexpression von Ang(1-7) vor einer
diatinduzierten Adipositas geschutzt waren [34], [112], [120], erwarteten wir eine
Einschréankung der TEL-Wirkung im Falle eines Mas-Rezeptor ko. Hingegen war in
unserer Studie die HFD-bedingte Gewichtszunahme durch die TEL-Therapie in der
Mas ko-Gruppe deutlich vermindert. Damit war der anti-adipése Effekt von TEL in
Mas ko- wider Erwarten stéarker als in wt-Mausen. Eine TEL-Behandlung
verbesserte auch die Leptin-Sensitivitdt in Mas ko-M&usen, jedoch nicht in den
Wildtypen, welche durch die HFD eine Leptinresistenz entwickelten. Letzteres steht
im deutlichen Widerspruch zu Ergebnissen von TEL-behandelten C57BL/6-M&ausen
unter HFD-Fitterung, welche neben Ubergewicht auch vor einer Leptinresistenz
geschiitzt waren [33]. Ein Einfluss des C57BL/6- bzw. FVB/N-Hintergrundes auf den
Effekt einer TEL-Behandlung l&sst sich auch hier vermuten. Zudem ist aufgrund der
genannten Erkenntnisse zur Antagonisierung der TEL-Wirkung durch A-779
verwunderlich, dass der Mas ko die TEL-Wirkung noch férdert. Auch hier wére ein
Spezies-Unterschied als Ursache denkbar. Fraglich ist aber auch, ob die
pharmakologische Mas-Blockade durch A-779 sich von der genetischen
unterscheidet und moglicherweise zusatzliche Faktoren beeinflusst. Weitere

Hinweise hierzu bestehen bislang keine.

Die HFD fuhrte insbesondere in unseren wt-Tieren zu einem erhdhten Lebergewicht
mit Steatose. Durch die TEL-Behandlung wurde das Lebergewicht in den Tieren
beider Stdmme deutlich reduziert. Dies zeigten auch weitere Untersuchungen, in
welchen auBerdem die Normalisierung der Steatosis beschrieben werden konnte
[93], [102], [162]. Entsprechend ware im Falle unserer Studie die Rlckbildung der
Steatosis hepatis unter TEL-Therapie plausibel. AuBerdem indiziert dieser

Zusammenhang erneut eine Mas-unabhangige Wirkung von TEL.

Ubereinstimmend mit der Beobachtung, dass Ang Il Uber AT:{R einen
insulinresistenten Status férdert und eine RAAS-Blockade entsprechend die
Insulinsensitivitat erhalt bzw. verbessert, zeigte auch in den HFD-gefltterten wt-

Mausen unserer Studie die TEL-Behandlung protektive Tendenzen bezlglich der
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Ausbildung einer Insulinresistenz [32], [78], [80], [86], [89], [102]. In Mas ko
beobachteten wir keine Beeinflussung der Insulinsensitivitadt durch HFD oder TEL,
sodass offenbleibt, ob TEL an dieser Stelle protektive Auswirkungen hat. Kurzlich
war gezeigt worden, dass A-779 in Ratten auch die HFD-bedingte Insulinresistenz
vollstandig auftheben kann [34]. Auffallig war weiterhin ein isolierter Anstieg von PYY
in Mas ko/HFDreL-Tieren, zumal in dieser Gruppe keine verminderte
Nahrungsaufnahme beobachtet wurde. PYY gilt als anorektisches Peptid, da es
postprandial fir Sattigung und damit eine Reduktion der Nahrungsaufnahme sorgt
[163]. Es wurde bereits gezeigt, dass die Ang ll-induzierte Freisetzung von PYY aus
Priméarkulturen und Maus- und menschlichem Kolon durch ARB blockiert werden
konnte [164]. Fraglich ist also, ob eine mdgliche Interaktion zwischen PYY und
Ang(1-7)/Mas besteht. PP blieb daneben durch Diat oder TEL unbeeinflusst und

scheint damit fir den gewichtsreduzierenden Effekt von TEL nicht entscheidend.

In Bezug auf die Plasmalipid-Spiegel zeigte sich, dass LDL durch TEL im Plasma
beider Mauslinien noch weiter erhéht wurde und TG und HDL durch das
Medikament unbeeinflusst blieben. Dazu kontrar zeigte die AG Raasch in
vorausgegangenen Studien niedrigere LDL-Werte in Ratten unter einem
hochkalorischen Nahrungsregime mit simultaner TEL-Behandlung im Vergleich zu
solchen, welche neben der hochkalorischen Diat kein TEL erhielten [34], [35].
Aufféllig war des Weiteren in den TEL-behandelten Mausen ein deutlich reduziertes
Gewicht des linken Ventrikels. Dieses fuhren wir am ehesten auf eine adaquate
antihypertensive Wirkung des Medikaments zurlick [31], aufgrund welcher bei
niedrigem arteriellen Druck und damit reduzierter Nachlast einer Hypertrophie des

Herzens entgegengewirkt wird.

4.3 Expression der mRNA einzelner RAAS-Komponenten

Hinsichtlich der Expression der RAAS-Komponenten in unseren Versuchsgruppen
beobachteten wir, dass die Expression von AT1R im linken Ventrikel durch den Mas
ko unverandert blieb und gleichzeitig ACE2 vermehrt exprimiert wurde. Dies zeigten

auch Guimaraes et al. 2012 [150]. Die Arbeitsgruppe zeigte jedoch auch, dass ACE
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durch den knockout unbeeinflusst blieb, wahrend wir eine reduzierte Expression von
ACE und AOGEN im linken Ventrikel von Mas ko-Mausen messen konnten. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass die ACE2/Ang(1-7)/Mas-Achse im Sinne eines
feedback-Mechanismus durch das Mas-Defizit stimuliert wurde. Diese Vermutung
wirde auch die Annahme eines Mas-unabhéangigen Ang(1-7)-Effektes auf den
Metabolismus von Mas ko-Mausen erharten. Weiterhin stellten wir jedoch fest, dass
ACE2 und AOGEN im Fettgewebe von wt- und Mas ko-Mausen unter Fitterung mit
einer HFD reduziert war. Gleiches zeigte sich auch in geringerem MaBe in den
linken Ventrikeln von wt-Mausen. Auch in Ubergewichtigen HFD-gefutterten wt-
Mausen konnte bereits eine reduzierte ACE2-Expression im Nierengewebe
nachgewiesen werden [165]. Zuvor zeigten Gupte et al. aber auch, dass im
Fettgewebe méannlicher C57BL6/N-Mé&use unter 4 Monaten einer HFD-Fitterung
die ACE2-mRNA erhdht war. Zeitgleich beobachteten sie jedoch eine reduzierte
Enzym-Aktivitat [75]. Diese Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass die anti-adipdse
Wirkung von Ang(1-7) maoglicherweise weniger ausgepragt sein kbnnte als
vermutet. AuBerdem erhartet sich der Verdacht eines relevanten Unterschiedes des
Metabolismus von FVB/N- und C57BL6/N-Méausen. Die TEL-Therapie flhrte wie
erwartet zu einer gesteigerten AOGEN-Expression im Herzmuskel und Fettgewebe

im Sinne einer negativen Rickkopplung nach AT1R-Blockade.

4.4 Erklarungsversuche fur die Diskrepanz der eigenen Ergebnisse zu den

Literaturbefunden

Um die Diskrepanz zwischen erwarteten und tatséchlich erzielten Effekten des
genetischen knockout und von TEL auf die Gewichtsregulation und metabolischen
Parameter in FVB/N-M&ausen zu klaren, missen verschiedene potentielle Ursachen

in Erwégung gezogen werden und werden im Folgenden diskutiert.

Zunachst stellte sich uns an dieser Stelle die Frage, ob die Mauslinien bei zunachst
identischem Aussehen im Rahmen der Gruppierung, Versendung oder des
Versuchsablaufs vertauscht worden sein kdnnten. Diese Mdglichkeit konnte jedoch

durch eine Re-Genotypisierung mittels qPCR bereits eindeutig ausgeschlossen
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werden. Hier wurde herausgestellt, dass der Mas-Rezeptor in Organen der Mas ko-

Mause nicht exprimiert wurde.

Zweitens muss der Unterschied zwischen den Spezies Ratte und Maus im Vergleich
der unterschiedlichen Studien berlcksichtigt werden. Da bereits 1987 bzgl. der
Auspragung des RAAS-Systems in Organen der beiden Spezies Verschiedenheiten
erwiesen wurden [166], ist dieser Unterschied ursachlich nicht auszuschlieBen,
auch wenn er unterschiedliche Ergebnisse zwischen verschiedenen Maus-Studien
nicht erklart. Ungleichheiten in der Expression und Aktivitdt der ACE2/Ang(1-
7)/Mas-Achse wurden bisher nicht veréffentlich, sind jedoch im Kontext als plausible
Mdoglichkeit zu betrachten. Gegebenenfalls findet sich hier die Ursache, warum in
SD und Spontan Hypertensiven Ratten durch TEL-Gabe eine diatinduzierte
Gewichtszunahme vollstandig verhindert wurde, in den hier untersuchten FVB/N-
Mausen jedoch nur zum Teil [34], [35], [91], [93], [97].

Drittens muss auch der FVB/N-Hintergrund der Mause als mégliche Ursache von
Divergenzen in Betracht gezogen werden. Die vorausgegangenen Maus-Studien
der AG Raasch erfolgten an C57BL/6-Mé&usen. Die jetzige Studie fuhrten wir an
FVB/N-M&ausen mit ubiquitarem Mas ko durch, gezlchtet und zur Verfligung gestellt
durch das MDC Berlin. Folgend aufgezeigte Beobachtungen unserer und anderer
Forschungsgruppen lassen vermuten, dass der genetische Hintergrund der M&ause
mafgeblich an Inkongruenzen zwischen den Daten beteiligt ist. Wie in Anhang 3
dargestellt konnte TEL in den Maus-Studien der AG Raasch bei wt-C57BL/6-
Mausen eine diat-induzierte Adipositas vollstandig verhindern [33], [98], wahrend
dieser Effekt in wi-FVB/N-Mausen nur teilweise eintrat. Die Versuche erfolgten unter
den gleichen Versuchsbedingungen, womit die Ergebnisse von Futterungs- bzw.
Behandlungszeit und Ort unabhangig sind. Dies legt die Vermutung nahe, dass sich
die beiden Maus-Stdmme hinsichtlich ihrer Expression einzelner RAAS-
Komponenten unterscheiden und sich damit ein relevanter Einfluss des Maus-
Stammes auch auf die metabolische Funktion des RAAS ergibt. Schlissig ist diese
Vermutung in Anbetracht der Tatsache, dass C57BL/6- und FVB/N-M&use
Unterschiede hinsichtlich metabolischer Parameter aufweisen. Colombo et al.,
Braga et al. und Montgomery et al. stellten in ihren Untersuchungen heraus, dass
sich C57BL/6- und FVB/N-Mause hinsichtlich Entwicklung des Kérpergewichtes,
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Stoffwechselaktivitat, Lipidprofil, Insulinsensitivitat und der Reaktion auf eine HFD
unterscheiden. Eine Ubersicht der einzelnen Parameter findet sich in Anhang 5
[119], [148], [149], [156], [167].

Auch bezuglich der Auswirkung eines Mas ko auf das Koérpergewicht und die
Fettmasse in C57BL6/N- oder FVB/N-Mé&usen ergibt sich im Vergleich kein
eindeutiges Muster. Der ko des Mas-Rezeptors fuhrte in den beiden Linien zu
Veréanderungen ihres Phanotyps. Eine Gegentiiberstellung unserer und vier weiterer
Studien hinsichtlich des Genotyps, Alters, Geschlechts, Kérpergewichts und der
Fettmasse von Mas ko-Tieren im Vergleich zu wt-Tieren zeigt die Tabelle in Anhang
4. Zudem fuhrte der knockout von Mas in FVB/N-M&usen zu erhbhten arteriellen
Blutdruck-Werten, in C57BL6/N hingegen nicht [124]-[126], [168], [169]. Und auch
andere genetische Veranderungen haben in FVB/N- oder C57BL6/N-Mausen einen
unterschiedlichen Auspragungsgrad in deren Phanotyp. So bewirkt z.B. das oben
bereits naher erlauterte ApoE-Defizit in C57BL6/N-Mausen eine starkere
Entwicklung atherosklerotischer Lasionen der GefaBe als in Mausen mit FVB/N-
Hintergrund [170]. Das gentechnisch modifizierte Mausmodell A-ZIP/F-1 (AZIP)
bildet kein weiBBes Fettgewebe aus und entwickelt dadurch eine ausgepragte Form
der Insulinresistenz. Je nach genetischem Hintergrund, C57BL6/N oder FVB/N,
weisen die Mause unterschiedliche Mengen an insulinresistentem Muskel- und
Lebergewebe auf [167]. Zur eindeutigen Klarung, ob der genetische Hintergrund
auch die TEL-Wirkung in Mas ko-Tieren beeinflusst, bedarf es folglich weiterer

Untersuchungen unter Einschluss von Mas ko-C57BL6/N-Mausen.

Viertens ergab sich bereits im Vorausgegangenen die Uberlegung, dass eine
Ang(1-7)-Wirkung unabhangig von Mas stattgefunden haben kdnnte. Es bestehen
bereits Erkenntnisse, dass Ang(1-7) nicht ausschlieBlich Uber seinen Rezeptor Mas
agiert. Dies wiirde erklaren warum Ang(1-7) die Entwicklung von Ubergewicht
verhindert [34], [114], [120], ein Mas ko andersherum Ubergewicht aber nicht
beglnstigt, wie in den hier generierten Ergebnissen abgebildet. Neben dem
ACE/Ang IlI/AT1R-System und der ACE2/Ang(1-7)/Mas-Kaskade stellt Angiotensin
A/Alamandine/MrgD eine weitere Achse des RAAS dar (s. Abbildung 1). Die
Kaskaden uber die Aktivierung von Mas und MrgD zeigen eher gesundheitlich

protektive Effekte, wahrend Ang I, Ill und IV tendenziell gesundheitsschadigende
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Wirkungen bedingen [54], [59], [61]-[63]. Nach anfanglicher Annahme, Alamandine
binde ausschlieBlich an den MrgD-Rezeptor [65], zeigte die AG Walther kirzlich,
dass auch Mas als Rezeptor fir Alamandine fungiert. Daneben zeigten sie
auBerdem, dass Ang(1-7) als Agonist an MrgD bindet. Gemessen wurde dazu die
cAMP-Bildung als Quantifizierung des intrazellularen Signalings [66]. Durch Tetzner
et al. wurde Ang(1-7) bereits 2 Jahre zuvor als Peptid mit protektiven Eigenschaften
hinsichtlich kardiovaskularer Erkrankungen tber die Stimulation von Mas oder auch
MrgD identifiziert [67]. Damit ware eine Ang(1-7)-Wirkung bzw. auch eine
Alamandine-Wirkung tUber MrgD als Ursache der ausgepragten TEL-Effekte in Mas
ko plausibel und kdnnte diese zumindest teilweise erklaren. Leider wurden tber
MrgD ko-M&use nur wenige Daten verdffentlich, wobei bisher keine Daten zum
Kdrpergewicht der Tiere existieren [63], [66], [67]. In Bezug auf die Regulation von
Kérpergewicht konnte fur Alamandine aber bereits nachgewiesen werden, dass es
die Leptin-Sekretion und -Expression in Adipozyten in vitro reduziert und in vivo die
Plasmaleptin-Spiegel senkt [171]. Eine Gewichtsreduktion durch MrgD-Stimulierung
nach TEL-Therapie ist damit denkbar, zumal sowohl Ang Il als auch Ang(1-7) und
Alamandine unter TEL-Behandlung in ihrer Konzentration ansteigen [127], [128].
Doch zusatzliche Ergebnisse von Uchiyama et al. Il6sen auch Zweifel beztglich der
Frage aus, ob Alamandine die Freisetzung von Leptin wirklich inhibiert [171] und
damit, ob die gerade genannte Schlussfolgerung wirklich richtig ist. So zeigten sie
in derselben Studie, dass 10 nM Ang Il keinen Effekt auf die Leptin-Sekretion im
Fettgewebe zeigten, wéhrend mehrere andere Autoren bereits eine Leptin-
Sekretion mit Dosen bis zu 10nM Ang Il provozieren konnten [106], [172], [173]. Auf
der anderen Seite zeigten sie durch Ang(1-7) eine dosisabhangige Steigerung der
Leptin-Sekretion aus Fettgewebe und isolierten Adipozyten mit einem
Maximaleffekt bei 10nM, wahrend wiederum Li et al. herausfanden, dass Ang(1-7)
die Leptin-Sekretion aus reifen viszeralen Adipozyten dosisabhéngig inhibierte
[172]. Unter Berlcksichtigung unserer Erkenntnisse, dass die Expression von MrgD
im linken Ventrikel, Hypothalamus und im Fettgewebe von wt- und Mas ko-Mausen
gleich war, bedarf es weiterer Abklarung bezuglich der Frage, ob tatsachlich MrgD
fur das Mas-Defizit der Mas ko-Mause kompensiert. Dies kdnnte beispielweise

durch den Einsatz von MrgD ko- und Mas/MrgD double ko-M&usen erfolgen.
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Doch nicht nur MrgD ware ein méglicher Rezeptor fur Ang(1-7) im Falle eines Mas-
Defizits. Es muss in diesem Rahmen auch die Wirkung von Ang(1-7) tber den ATz2R
diskutiert werden. Wirkungen am AT2R induzieren kontrare Effekte zu denen lber
AT1R. Wir gehen jedoch davon aus, dass er vergleichsweise weniger exprimiert wird
[50], [53]. Aufgrund von Ergebnissen durch Walters et al. , dass Ang(1-7) im
Rahmen einer AT1R-Blockade Uber AT2R und einen Bradykinin-NO-Signalweg
vasodilatierende Effekte auslbt [174], wére die Uberlegung denkbar, dass eine
AT2R-abhangige Wirkung von Ang(1-7) auch das Kérpergewicht beeinflussen kann.
Damit kénnte eine solche Wirkung zu der effektiveren Gewichtsreduktion durch TEL
in den Mas ko-Tieren beitragen. Jedoch konnte auch bezlglich der AT2R-mRNA
kein Konzentrationsunterschied in Herzmuskel, Fettgewebe und Hypothalamus der
Tiere beider Genotypen festgestellt werden. Insgesamt war wie erwartet weniger
AT2R-mRNA als AT1R-mRNA nachweisbar. Eine gesteigerte Wirkung von Ang(1-7)
Uber den ATz2R im Falle eines ARB-Einsatzes ist damit aber nicht ausgeschlossen.
Trotzdem ist die Uberlegung weniger plausibel, zumal weitere Studien zeigten, wie
eine Ang II-Bindung an AT2R diat-induzierte Adipositas, Hypertonus sowie

Insulinresistenz und Dyslipidamie auslést [53].

Wie bereits angesprochen kénnen auch Unterschiede in Haltung, Fatterung und
Versuchsdurchfihrung zu divergenten Ergebnissen einzelner Parameter fihren und
mussen damit bericksichtigt werden. Dies gilt insbesondere fur sensible,
stéranfallige Parameter wie z.B. den Blutzucker-Spiegel [137]. Trotzdem wiirde man
insbesondere bei héherer Zahl zum Vergleich stehender Untersuchungen eine

eindeutige Tendenz von Wirkbeziehungen erwarten.

Insgesamt gehen wir von einem multifaktoriellen Geschehen aus, bei welchem
sowohl der genetische Hintergrund der verwendeten Mause als auch das RAAS als
komplexes Hormonsystem, mit einer Vielzahl unterschiedlicher Signalwege und
Regulationsmechanismen und entsprechender Sensibilitdt flir systemische
Veranderungen, bertcksichtigt werden. Noch ist das RAAS nicht vollstandig
verstanden und bietet damit eine Vielzahl von Mdglichkeiten an Hormon-
Wirkbeziehungen, welche insbesondere im Fall pharmakologischer Einflussnahme

eintreten und zu unerwarteten Reaktionen fihren kénnen.
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4.5 Limitationen der Studie

Im Folgenden sind Limitationen unserer Studie aufgelistet.

Es wurden lediglich mé&nnliche Mause untersucht. Jedoch bestehen Hinweise auf
Einflisse des RAAS auf die Reproduktiven Systeme beider Geschlechter [175],
[176]. AuBerdem konnte bereits gezeigt werden, dass die gewebsspezifische
Regulierung von ACE2 durch Diat und Sexualhormone zu Unterschieden in der
Auspragung einer mit Adipositas vergesellschafteten Hypertonie fuhrt [165]. Damit
ist ungewiss ob und in welchem AusmaB die hier dargestellten Ergebnisse in

weiblichen Nagern reproduzierbar waren.

Es wurden Ergebnisse zum Energieumsatz der Ma&use mittels indirekter
Kalorimetrie generiert. Die Limitationen einer indirekten Kalorimetrie, in welcher ein
Energieverbrauch Uber Warmeabgabe nicht gemessen werden kann, gelten

entsprechend flr die Ergebnisse der Studie.

Es wurde eine TEL-Dosierung angewendet, welche nicht der zugelassenen
Dosierung fir Patienten entspricht, sondern diese Ubersteigt. Entsprechend ist
unklar, inwiefern die Ubertragung bzw. Anwendbarkeit der generierten Ergebnisse
auf den Patienten mdglich ist. Vordergrindiges Ziel der Forschung ist es jedoch
nicht ARB wie TEL als solches zur anti-adip6sen Therapie am Menschen
einzusetzen, sondern vielmehr beteiligte Komponenten wie z.B. Ang(1-7)
therapeutisch nutzen zu kbénnen. Demnach ware die Problematik der TEL-

Dosierung zu vernachlassigen.

Durch den zeitgleichen Beginn von Diat und Behandlung mit TEL untersucht die
Studie lediglich den praventiven Effekt des ARB auf eine Gewichtszunahme.
Obwonhl durch die AG-Raasch bereits Ergebnisse zu kurativen Eigenschaften von
TEL in Bezug auf Ubergewicht generiert wurden, kann aufgrund dieser Studie von

einem kurativen Effekt nicht ausgegangen werden [32].
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4.6 Ausblick

Unsere Studie konnte zeigen, dass ein Mas-Defizit in Mausen relevante
Veranderungen metabolischer Funktionen und Prozesse bewirkt und auBerdem die
Auswirkungen einer TEL-Therapie auf Kérpergewicht, Leptinsensitivitat, viszerales
Fettgewebe und Insulinsensitivitdt maBgeblich beeinflusst. Zwar ist insbesondere
die Veranderung der TEL-Wirkung kontrar zu unserer Ausgangshypothese,
allerdings finden sich auch in der Literatur divergierende Daten bezlglich der auch
von uns untersuchten Konstanten. Unterschiedliche Versuchsbedingungen und
Spezies- sowie Stammesunterschiede muissen wie zuvor erlautert als Ursachen
hierfir bertcksichtigt werden. Daneben ergeben sich aber durch unsere Arbeit auch
Hinweise auf alternative RAAS-Signalwege, welche womdglich durch den Mas ko
zusatzlich stimuliert werden. Am ehesten gehen wir von einem Zusammenwirken
mehrerer Ursachen flr das Entstehen divergenter Daten aus. Entsprechend sollen
in erneuter Kooperation mit Prof. Dr. M. Bader aus dem MDC in Berlin Folgestudien
erfolgen, die den Einfluss der Mauslinie auf die Effekte eines Mas ko sowie einer
TEL-Therapie untersuchen sollen, z.B. mit dem Einsatz von C57BL/6-Mausen mit
ubiquitarem Mas ko, welche im Sinne dieses Studienprotokolls phéanotypisiert
werden kénnten. In parallel laufenden Studien konnte die AG Raasch bereits
zeigen, dass TEL in wt-C57BL/6-Mausen eine zur Kontrollgruppe vermehrte
Gewichtszunahme durch eine HFD vollstandig verhinderte [33]. AuBerdem sollen
weitere Studien klaren, ob es mdglicherweise zu einer Kompensation eines Mas-

Defizits durch eine Wirkung von Ang(1-7) tber MrgD gekommen sein kann.

Daneben untersucht die AG Raasch aktuell in weiteren Projekten andere mégliche
Einflussgr6Ben, die zum praventiven Effekt von TEL auf die Entstehung von
diatinduziertem Ubergewicht beitragen kénnten. Hierzu sollen verschiedene
Faktoren untersucht werden, die mdglicherweise das RAAS beeinflussen oder
unabhé&ngig davon auf die ARB-Behandlung reagieren. Hierzu z&hlen unter anderen
das Mikrobiom des Darms, die Darm-Mukosa, das zentrale Nervensystem und die

physiologischen Auswirkungen von Leptin.
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Neben der Ang(1-7)/Mas-Achse muss nun auch die Alamandin/MrgD-Achse oder
die Ang(1-7)-Wirkung Uber MrgD auf die Mdglichkeit eines pharmakologisch

therapeutischen Nutzen im Rahmen der MetS-Therapie berlcksichtigt werden.
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5 Zusammenfassung

Um zu prafen, ob der anti-adipése Effekt einer ARB-Behandlung auf einen Ang(1-
7)-Mas-Rezeptor-abhangigen Mechanismus zurickzufiahren ist, wurden Mause mit
ubiquitarem Mas ko Uber einen definierten Zeitraum mit einer HFD gefuttert und
parallel taglich mit einer oralen Gabe von 8 mg/kgke TEL behandelt. Es erfolgte eine
Phéanotypisierung der Mause und ihrer Kontrollen bezuglich Gr6Be und Gewicht,
Fettmasse, Energieumsatz, Stoffwechselfunktionen wie Insulin- und Leptin-Wirkung
sowie Adipokin-Expression, Plasmaleptinspiegel und Expression der RAAS-
Komponenten in verschiedenen Geweben. Wider Erwarten konnten wir in unserer
Studie nachweisen, dass Diat-induziertes Ubergewicht in den Mas ko-Mausen
weniger ausgepragt war. AuBerdem war sowohl die anti-adipdse als auch
metabolisch begtinstigende Wirkung einer TEL-Therapie verstarkt. Diese Resultate
waren kontrar zu vorausgehenden Ergebnissen der AG Raasch, welche ergaben,
dass hohere Level des Mas-Liganden Ang(1-7) Ratten vor einer didtinduzierten
Adipositas einhergehend mit metabolischen Dysfunktionen schitzten und dass der
Mas-Rezeptor-Antagonist A-779 die TEL-Wirkung in Bezug auf das Kérpergewicht
aufheben konnte. Auch bezlglich des Mas ko selbst waren unsere Beobachtungen
teils gegensatzlich zu Ergebnissen aus Studien anderer Forschergruppen, welche
eine Dyslipidéamie, Leptin- und Insulinresistenz der Tiere beschrieben. Hingegen
generierten wir bezlglich Kérpergewicht und Fettmasse auch Ubereinstimmende
Ergebnisse in Bezug auf den Mas ko. Zudem finden sich auch in der Literatur
bezulglich der Auswirkungen eines Mas-Defizits in Nagern divergierende Daten. Wir
nehmen an, dass diese Unstimmigkeiten neben dem Speziesunterschied Ratte zu
Maus zumindest teilweise auch durch den genetischen Hintergrund der
unterschiedlichen Mauslinien begrindet werden kann. Weiterhin ist eine
stattgehabte Kompensation des Mas-Defizits der Tiere denkbar — beispielsweise
durch den Rezeptor MrgD, welcher als potentieller weiterer Rezeptor fur Ang(1-7)
gilt und dem ebenfalls protektive Effekte zugeschrieben werden konnten. Dass die
Ang(1-7)/Mas-Achse Anteil am gewichtsreduzierenden Effekt durch ARB hat, kann
schlussendlich weder bestatigt noch widerlegt werden. Die vorausgehenden
Ergebnisse der AG Raasch und allgemeine Erkenntnisse zur Ang(1-7)/Mas-Achse

lassen dies jedoch weiterhin vermuten. Dabei zeigt unsere Arbeit insbesondere,
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dass es Spezies- und Stammes-Unterschiede sowie mogliche alternative

Signalwege im Rahmen folgender Untersuchungen dringend zu bertcksichtigen

gilt.
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7 Anlagen

7.1 Anhang

Anhang 1: Tabelle - Vergleich chow-gefiitterter wt- und Mas ko-Méause

bzgl. Kérpergewicht, BMI, Fettmasse, Leptin-, Glucose-, Insulin-, C-Peptid-, HDL-, LDL- und TG-
Spiegel. Mittelwert:SEM (n=12-13)

wi Mas ko
Finales Kérpergewicht (g) 33.1£0.5 30.5+0.6 p=0.0039
BMI 3.69+0.06 3.35+0.06 p=0.0007
Totale Fettmasse (mL) 4.56+0.32 3.36+0.29 p=0.0116
Leptin (ng/L) 8.06+0.74 5.40+0.97 p=0.0119
Glucose (mg/dL) 14745 145+13 p=0.928
Insulin (ng/L) 1.9140.23 1.3610.15 p=0.0564
C-Peptid (ng/L) 4.02+0.58 3.50+038 p=0.467
HDL (mmol/L) 4.45+0.16 5.27+0.12 p=0.0005
LDL (mmol/L) 0.60+0.05 0.85+0.05 p=0.0024
TG (mmol/L) 1.51+0.09 1.41+0.06 p=0.375
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Anhang 2: Abbildung - Vergleich chow-gefiitterter wt- und Mas ko-Méuse

A) Energieverbrauch, B) Respiratorischer Quotient, C) Lokomotion, D) Energieaufnahme, E)
Wasseraufnahme. Darstellung der Daten als Median mit oberem und unterem Quartil als Boxplot.
Die Antennen zeigen die Variabilitdt zwischen der 10. und 90. Perzentile an. Darstellung der Daten

in linearen Graphen als Mittelwert + SEM. n=12-14, } p<0.05 verglichen mit der Hell-Phase
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Anhang 3: Tabelle - Entwicklung des Kérpergewichts von C57BL/6-Méausen

unter Fitterung mit einer HFD verglichen mit chow-gefitterten Kontrollen und nach Behandlung mit
TEL (8 mg/kg/d); * p<0.05 vs. Vchow

Studie Fltterungsdauer Vehow Vhrp TELnro
(d)

Schuster et al. 2018 42 26.8+0.4 g 34.6+1.1g* 2574069
(Seattle, USA)

Schuster et al. 2018 46 23.9+0.2 g 34.4+05g* 25.7+0.4¢
(Lubeck, Germany)

Rawish et al. 2019 78 26.8+0.5¢g 374+1.2g* 259+0.5¢
(Libeck Germany)

Anhang 4: Tabelle - Entwicklung von Kérpergewicht und Fettmasse von Mas ko- verglichen

zu wt-Mausen

Studie gen. Alter Geschlecht  Diat KG Fett-
Hintergrund (Wochen) masse

Santos et al. FVB/N 9-10 mannlich  chow  — T

2008

Guimaraes et al. FVB/N 12 mannlich chow -

2012

Silva et al. 2013 C57BL/6 mannlich  chow | J

Honorato- C57BL/6 prapubertar -

Sampaio et al.

2018

diese Studie FVB/N 12 mannlich  chow | J
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Anhang 5: Tabelle - Metabolische Parameter von C57BL6/N- und FVB/N-M&ausen

Studie Parameter

Colombo et al. Kérpergewicht héher in 28 Wochen alten C57BL6/N- als in FVB/N-
2003 Mé&usen

Montgomery et  Kdérpergewicht gleich in 17 Wochen alten C57BL6/N- und FVB/N-

al. 2013

Colombo et al.
2003

Montgomery et
al. 2013

Montgomery et
al. 2013

Montgomery et
al. 2013

Montgomery et
al. 2013

Montgomery et
al. 2013

Colombo et al.
2003

Colombo et al.
2003

Colombo et al.
2003

Colombo et al.
2003

Colombo et al.
2003

Fettsduren und TG

braunes

Fettgewebe

Energieumsatz

TNF-a, Mcp1

Plasms TG

Plasma TG

Lipogenese,
Fettsaureoxidation,
Gluconeogenese,

Genexpression

hep. CD36 mRNA

Blutzucker

Plasmainsulin

Insulinsensitivitat

Mausen

hoher in jungen FVB/N- als in C57BL6/N-Méausen,
wobei die Plasma-Spiegel mit zunehmendem Alter

der Tiere konvergieren

erhoht unter HFD ausschlieBlich in FVB/N-Mausen

erhoht unter HFD ausschlieBlich in FVB/N-Mausen

erhoht im Fettgewebe unter HFD-Fuitterung

ausschlieBlich in FVB/N-Mausen

vermindert unter HFD-Fitterung ausschlieBlich in
FVB/N-Mausen

vermindert unter HFD-Fitterung ausschlieBlich in
FVB/N-Mausen

hoher in C57BL6/N-Mausen

20-fach erhoht in C57BL6/N- im Vergleich zu
FVB/N-Mausen

niedriger in weibl. FVB/N- als in C57BL6/N-Mausen

gleich in beiden Stdmmen

erhdhter Gehalt an hepatischen Triglyceriden in

FVB/N als in B6-Méausen sind hinweisend auf eine
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gestorte Insulinsensitivitat; allerdings zeigten
euglycame-hyperinsuliname Clamps keine
Unterschiede der Stdmme bzgl. der

Insulinsensitivitat der Gewebe

Felix Braga et pankreatische B- hoéher in FVB/N- als in C57BL6/N-Mausen
al. 2017 und a-Zellen
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7.5 Material- und Gerateverzeichnis

7.5.1 Materialien

Augen- und Nasensalbe

Blutgaskapillaren, Na-heparin, 100 mm/130 pl,
1,75 mm

Einmalkanulen, BD Microlane™, 27Gx3/4 0,4x19 mm
Einmalkanulen Agani Needle 27Gx3/4"
Einmalpipetten 10 ml

Einmalspritzen Tuberkulinspritzen 1 ml
Einmalspritzen Injekt®-F

Glucoseteststreifen Elite Sensor

Haltungsfutter fur Mause, Altromin 1414

Latex-Einmalhandschuhe
Microvette® CB 300 ul, K2 EDTA
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Bepanthen®, Deutschland
Hirschmann Laborgeréate,
Deutschland

BD, Deutschland

Terumo, Japan

Greiner Bio-One, Osterrreich
BD, Deutschland

B. Braun, Deutschland

Bayer Vital GmbH, Deutschland
Altromin Spezialfutter GmbH &
Co. KG, Deutschland
Hartmann, Deutschland

Sarstedt, Deutschland



Multipettenaufsatze Combitips advanced (0.5, 2.5,

5.0 ml)
Multiwellplatten Molecular Probes® 96-Well

Nitril-Einmalhandschuhe Peha-soft nitrile FINO

Parafiim M

Pipettenspitzen, versch. GréBen (10, 200, 1000 ul)

Probenflaschchen fur Gehirn, Pony Vial 6 ml
PolypropylengefaBe CELLSTAR® (15, 50 ml)
Save Lock Tubes (0.2, 0.5, 1.5, 2 ml)

Spezialdiaten fir Mause

- ssniff® EF D12450B * mod. LS
- ssniff® EF acc. D12492 (I) mod.

Szintillationsflaschchen 20 ml
Tupfer Pure-Zellin
Vinyl-Einmalhandschuhe 2000 PF

Waagschalen, Plastik, verschiedene GréBen

Wégepapier

7.5.2 Gerate

Blutzuckermessgeréate Ascensia Elite XL/
Glucometer Elite XL

Becherglaser, versch. GréBen

Eismaschine Scotsman AF 10

Erlenmeyerkolben, versch. GréBen

Gefrierschrank (-80°C)
Gefrierschrank (-20°C)

Geréat zur indirekten Kalorimetrie:
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Eppendorf, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, USA
Hartmann, Deutschland
Pechiney Plastiv Packaging,
USA

Sarstedt, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Perkin Elmer

Greiner Bio-One, Osterrreich

Eppendorf, Deutschland

ssniff, Deutschland

neolLab, Deutschland
Hartmann, Deutschland
Roésner-Mautby Meditrade
GmbH, Deutschland
neolLab, Deutschland

neolLab, Deutschland

Bayer Vital GmbH, Deutschland

Schott, DWK Life Sciences
GmbH, Deutschland
Scotsman, Deutschland
Schott, DWK Life Sciences
GmbH, Deutschland
Colora, Deutschland
Bosch, Deutschland

TSE Systems, Deutschland



PhenoMaster Home Cage System

Knopfkanle fur orale Applikation

Kihlschranke (2-8°C)
Magnetischer Seperationsblock fir Magnet-Beads
Mehrkanalpipetten

Messzylinder, versch. GréBen

Mikropipetten (10, 100, 200, 1000 uI)

MRT-Gerat Philips Achieva 1.5T, freundlicherweise
zur Verfligung gestellt durch die Klinik flir Radiologie
und Nuklearmedizin, UKSH Campus Liibeck
Multiplex Reader Luminex 200™ System (Bio-Plex
2009), freundlicherweise zur Verfligung gestellt
durch Prof. Marcus Altfeld, Heinrich-Pette-Institut
Hamburg

Operationsbesteck (Scheren, Pinzetten)

Pipettierhilfe Pipetus

Schuttler Horizontalschuttlier MTS4
Stoppuhr
Vortex REAX 2000

Waagen:
- ABT 100-5 M
- MC1LC220S
- MC1LC4200S

Zentrifugen:
- Biofuge Pico

- GR412

- MIKRO 200R
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Acufirm Ernst Kratz,
Deutschland

Bosch, Deutschland

Eppendorf, Deutschland
Schott, DWK Life Sciences
GmbH, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Philips, Niederlande

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Fine Science Tools, USA
B. Braun Melsungen,
Deutschland

Hirschmann Laborgeréte,
Deutschland

IKA-Werke, Deutschland
Junghans, Deutschland

Heidolph, Deutschland

Kern & Sohn, Deutschland
Sartorius, Deutschland

Sartorius, Deutschland

Heraeus, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA

Hettich, Deutschland



7.5.3 Versuchskits

MILLIPLEX® MAP Mouse Metabolic Magnetic Bead
Panel
96 Well Plate Assay

7.5.4 Substanzen und Lésungen

Ethanol p.A. 98%

Flussiger Stickstoff
Formaldehydl6ésung > 37%
Glucose-Lésung 50%

Gummi arabicum 10%

Insulin human: Insuman® rapid
Kochsalz-Lésung 0,9% (steril)
Leptin (Mouse) > 98%

Luminex Drive Fluid #MPXDF-4PK
PBS, Dulbescco’s Phosphate Buffered Saline (w/o
Calcium, w/o Magnesium, steril)

Telmisartan (Pulver)

Trockeneis

Xylazin/Ketamin-L&sung (0,14/0,13%)

7.5.5 Rezepturen von Losungen und Puffern

Merck, Deutschland

J. T. Baker, Holland

Lokaler Lieferant

C. Roth, Deutschland

Delta Select, Deutschland
C. Roth, Deutschland
Sanofi-Aventis, Deutschland
Berlin-Chemie, Deutschland
PEPROTECH, USA

EMD Millipore, USA

biowest, Frankreich

Boehringer-Ingelheim,
Deutschland

UKSH Campus Apotheke,
Lubeck, Deutschland
UKSH Campus Apotheke,

Libeck, Deutschland

Formaldehydl6ésung 4% 54ml Formaldehydlésung > 37%
ad 500ml PBS-Puffer
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7.5.6 Software

Office 2010 /2011 /2016
Graph Pad Prism Verison 5.0
MRiIcro

XPONENT® 4.1

Vitom for Windows
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Microsoft, USA
GraphPad® Software, USA
Chris Rorden, PhD, USA
Luminex®, USA

Klinik fir Radiologie, UKSH

Libeck, Deutschland
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