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ZUSAMMENFASSUNG

1. Zusammenfassung

Adipositas und deren Folgeerscheinungen gehoren mittlerweile zu den haufigsten vermeidbaren
Todesursachen weltweit und die Pravalenz nimmt stetig zu. Effektive Therapiemaoglichkeiten gibt
es bislang kaum. Allerdings gibt es eindeutige Hinweise, dass das Renin-Angiotensin-System,
neben seiner Bedeutung bei der Blutdruckregulation, auch eine entscheidende Rolle bei der
Glukoseregulation und bei der Pravention von Adipositas spielt. Haufig genutzte Angiotensin Il-
Rezeptorblocker, wie Telmisartan, schitzen Ratten und Mause vor einer Didt-induzierten
Adipositas auf der einen Seite und verbessern ihren metabolischen Status auf der anderen. Es
liegt daher nahe, dass Telmisartan weitere protektive Wirkungen bei einer Adipositas hat. Neben
den klassischen Folgeerscheinungen einer Adipositas, wie Bluthochdruck, Hyperglykdmie, Leptin-
und Insulinintoleranz, sind auRerdem zerebrovaskuldre Beeintrdachtigungen von Adipositas in
verschiedenen Diabetes- und Adipositasmodellen gezeigt worden. Diese Einschrankungen

konnten im Verlauf des Krankheitsbildes zu Verhaltensdefiziten fihren.

Fir diese Arbeit wurde untersucht, ob eine Diat-induzierte Adipositas bei Mausen die
neurovaskulare Kopplung stort und ob es gleichzeitig zu einer Reduktion des zerebralen
Blutflusses kommt. Des Weiteren wurde analysiert, welche Prozesse und Mechanismen potenziell
an der Entwicklung solcher Beeintrachtigungen beteiligt sein kdnnten und ob die Adipositas-
induzierten Einschrankungen im zerebrovaskuldren System zu Defiziten im Verhalten zur Folge
haben. AbschlieRend wurde Uberpriift, ob Telmisartan die Adipositas-induzierten Verdnderungen

im neurovaskuldren System verbessert oder sogar vor ihnen schitzt.

Nach der Fltterung einer Hochfettdidt fir 16 und 24, aber nicht nach 8 Wochen, war die
neurovaskulare Kopplung bei den adipésen Mausen beeintrdchtigt und der zerebrale Blutfluss
war in den Bereichen des Cortex, der Amygdala und des Thalamus reduziert. Im Cortex wurde
beobachtet, dass die Endothelzellen durch die Hochfettdiat vermehrt in einen seneszenten
Zustand Ubergingen und ein erhéhtes oxidatives Stresslevel zu diesem Ubergang beitrug. Dies

konnte die Ursache flr die zerebrovaskuldren Verdanderungen sein, die im zeitlichen Verlauf zu
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einer Reduktion des Blutflusses flhrten. In der Amygdala spielten hingegen weder zelluldare
Seneszenz noch ein erhohtes Level an oxidativem Stress eine Rolle. Dort kam es durch die
Hochfettdiat allerdings zu einer gesteigerten Bildung von String Vessel, durch die kein Blutfluss
mehr moglich ist. Dies hat eine Minderdurchblutung des Gewebes zur Folge. Hinsichtlich der
Verhaltensveranderungen wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass adipdse Mause ein ausgepragteres
Angstverhalten entwickelten als nicht-adipdse Mause, die Hochfettdidt aber keinen Effekt auf die
Gedachtnisleistung hatte. AbschlieRend wurde mit dieser Arbeit bewiesen, dass die Behandlung
mit Telmisartan fir 16 Wochen die beschriebenen Effekte trotz einer Hochfettdidt verbessert
bzw. verhindert. Somit bieten ATi-Rezeptor-Antagonisten wie Telmisartan maogliche
Therapiemoglichkeiten, um Adipositas-induzierte Erkrankungen, die auf neurovaskulare

Veranderungen zurlckzufihren sind, wie zum Beispiel Demenzerkrankungen, vorzubeugen.
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2. Einleitung

2.1. Adipositas

Unter Adipositas, abgeleitet von dem lateinischen Wort adeps fur Fett, versteht man eine
krankhafte Vermehrung von Fettgewebe Uber das normale Mal hinaus, welche als chronische
Erkrankung angesehen wird® 2. Klassischerweise entsteht Adipositas durch ein massives
Ungleichgewicht zwischen der Energieaufnahme Uber die Nahrung und dem Verbrauch dieser
Energie®. Die Griinde fur die Entstehung einer Adipositas kénnen vielschichtig sein. Neben der
familidgren oder genetischen Disposition spielt der eigene Lebensstil wohl die bedeutendste Rolle.
Bewegungs- und Schlafmangel, Stress, Fehlerndhrung und die stdndige Verflgbarkeit von
Nahrung, teilweise verbunden mit einem niedrigen Sozialstatus, sind dabei die wichtigsten
Einflussfaktoren” *. Ebenso kann Adipositas die Folge endokriner Erkrankungen, wie
Hypothyreose oder das Cushing-Syndrom sein. AulRerdem haben psychosomatische Faktoren wie
depressive Erkrankungen, Essstérungen und die damit verbundene Einnahme bestimmter

Medikamente, wie beispielsweise Antidepressiva oder Neuroleptika, einen erheblichen Einfluss

auf die Entstehung von Adipositas? > ®.

Der am haufigsten verwendete Parameter zur Beurteilung und Klassifikation von Ubergewicht
und Adipositas ist der Body Mass Index (BMI). Dieser ist definiert als der Quotient aus Gewicht (in
kg) und KorpergréfRe (in m) zum Quadrat. Die Weltgesundheitsorganisation definiert einen BMI
> 25 kg/m? als Ubergewicht und einen BMI = 30 kg/m? als Adipositas mit weiteren
Unterteilungen in Grad | bis llI* 2. Studien haben gezeigt, dass das Risiko insbesondere fiir

7-10

kardiovaskuldre Erkrankungen wie Herzkreislauferkrankungen und Schlaganfalle’°, welche im

Jahr 2012 die haufigste Todesursache weltweit darstellten, mit der Hohe des BMI zunimmt?. Aber

auch die Entstehung von Diabetes® % 11 12

, Beeintrachtigungen des Muskelapparats, des
Skeletts'®>!* und verschiedene onkologische Erkrankungen® > werden durch einen erhéhten BMI
begiinstigt!. Bei der Beurteilung von Adipositas spielt aber auch die Fettverteilung eine

entscheidende Rolle. So steht eine Anreicherung von viszeralem Fett stark in Zusammenhang mit
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metabolischen Komplikationen und einem erhéhten Risiko von Folgeerkrankungen, insbesondere
der Entstehung von Hypertonie, aber auch von zerebralen Lasionen®® 1 Ein Taillenumfang von
= 94 cm bei Mannern und = 80 cm bei Frauen erhoht das Risiko fiir diese Folgeerkrankungen
deutlich®®. Generell ist Adipositas im Kindesalter bereits mit einer héheren Wahrscheinlichkeit
von Adipositas, frihzeitigem Tod und Behinderungen im Erwachsenenalter assoziiert, genauso
wie mit Atemproblemen, einem erhdhten Risiko flr Knochenbriiche, Bluthochdruck,
Insulinresistenz und psychologischen Effekten® ’2% 21 In diesem Zusammenhang ist auBerdem
das metabolische Syndrom zu nennen, zu dessen wichtigsten Promotoren Ubergewicht und
Adipositas gehdren. Das metabolische Syndrom bezeichnet ein Cluster an Faktoren, die Hinweise
auf das metabolische und kardiovaskulire Gesundheitsrisiko geben? 2. Wie Tabelle 1 zeigt, ist die
Krankheit multikausal und wird mit weiteren Faktoren wie chronischer Inflammation und

Insulinresistenz assoziiert, welche wiederum Folgen von Adipositas sind??%*,

Tabelle 1. Risikofaktoren, die dem metabolischen Syndrom zugeordnet werden. Einteilung der Grenzwerte
nach der American Heart Association fur verschiedene Faktoren, die mit dem metabolischen Syndrom in
Zusammenhang stehen. SBP: systolischer Blutdruck; DSP: diastolischer Blutdruck. Tabelle adaptiert von?.

Risikofaktoren mit = 3 der untenstehenden Faktoren wird vom
metabolischen Syndrom gesprochen
Taillenumfang Manner > 102 cm
Frauen > 88 cm
Triglyzeride = 150 mg/dl
oder Lipidsenker
HDL-Cholesterin Manner > 40 mg/dl
Frauen > 50 mg/dl

oder Medikament

Blutdruck = 130 mmHg SBP
= 85 mmHg DBP
oder Antihypertensiva

Nuchternblutzucker > 100 mg/dl
oder Antidiabetika

Weltweit hat sich das Auftreten von Adipositas seit dem Jahr 1975 verdreifacht. So litten im Jahr
2016 etwa 39 % der Erwachsenen tber 18 Jahren an Ubergewicht und 13 % an Adipositas. Im
Kindesalter ist die Inzidenz von Adipositas weltweit ebenfalls stark gestiegen. Dies zeigt sich unter

anderem daran, dass 2016 Uber 340 Millionen Kinder im Alter von 5 bis 19 Jahren als
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Ubergewichtig oder adipds eingestuft wurden. Bei noch jiingeren Kindern im Alter unter 5 Jahren

waren es im Jahr 2019 bereits 38 Millionen, mit weiter steigender Prévalenz?.

Schon lange ist Adipositas kein rein kosmetisches Problem mehr, sondern muss als Epidemie
betrachtet werden®. Mittlerweile gehért Adipositas und die dazugehérigen Folgeerkrankungen
zur am haufigsten vermeidbaren Todesursache weltweit*. Dennoch sind die bislang verfiigbaren

2, 26

Therapiemoglichkeiten begrenzt oder erzielen nicht den gewdinschten Erfolg~ “°. Die am

haufigsten empfohlene, nicht invasive oder medikamentdse Therapie ist die grundlegende

22 Allerdings sind Erndhrungs-, Bewegungs- und

Umstellung des eigenen Lebensstils*
Verhaltenstherapien allein meist nicht ausreichend und fir viele Patienten schwer
durchzufihren. Bei besonders schweren Fallen werden chirurgische Eingriffe im Sinne einer
bariatrischen Operation als begleitender Therapieansatz angewandt?. Fiir eine medikamentdse
Therapie stehen hingegen nur wenige Praparate zur Verfigung und diese gelten auch nicht als
primdre Therapieform. Sie wird erst dann eingesetzt, wenn weder eine Veradnderung des
Lebensstils noch eine Verhaltenstherapie den gewiinschten Erfolg erbringen konnten?. Als
gangiges Praparat ist dabei Orlistat zu nennen. Orlistat hemmt die intestinale Lipase irreversibel,
indem es kovalent an das aktive Zentrum des Enzyms bindet und dadurch die Resorption von
Fetten aus der Nahrung verhindert. Sekundar wird zudem die Glukosetoleranz verbessert und

t?”> 28 Allerdings hat die Einnahme nicht zu

erhéhte Blutdruckwerte werden gesenk
vernachlassigende Nebenwirkungen zur Folge. Haufig kommt es zu Steatorrhoe (Fettstthle) und
Darmkrampfen. AuRerdem sinkt die Resorptionsfdhigkeit fettloslicher Vitamine, was eine
Reduktion der Serumspiegel von Vitamin D, E und pB-Carotin zur Folge hat®. Auch
Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten, wie beispielsweise Acetylsalicylsdure oder
Zytostatika konnen auftreten®®. Des Weiteren gab es ein appetithemmendes Préparat,
Sibutramin, welches 2010 allerdings die Marktzulassung entzogen bekam, da es das Risiko fur
schwerwiegende kardiovaskuldre Erkrankungen, wie Herzinfarkt oder Schlaganfall, nachweisbar
erhoéhte®l. Auch das Préparat Rimonabant, ein inverser Agonist des Cannabinoid 1-Rezeptors, hat
die Zulassung im Jahr 2008 wegen unzureichender Wirkung und psychischer Nebenwirkungen
entzogen bekommen3®2. Des Weiteren ist das Liraglutid als gentechnisch hergestelltes Analogon
des Inkretins Glucagon-like Peptide (GLP-1) unter dem Namen Saxenda® auf dem Markt zu finden.

Es erhoht die Insulinfreisetzung aus den B-Zellen und hemmt die Glukagonfreisetzung aus den a-

Zellen des Pankreas. AuBRerdem steigert es die Insulinsensitivitdit der Zellen, verstarkt
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Sattigungssignale und entfaltet damit seine anti-diabetische Wirkung. Zunachst war das Praparat
lediglich fur die Behandlung von Diabetes zugelassen. 2015 wurde es jedoch zusatzlich fur die
Indikation Adipositas zugelassen. Der Nachteil von Saxenda® ist, dass es taglich subkutan gespritzt
werden muss und eine Gewichtsreduktion von héchstens 5-10 % erzielt werden kann3®'3%3*, Die
beschriebenen Aspekte machen deutlich, wie unzureichend bisherige Therapiemdglichkeiten bei

Adipositas sind. Sie bieten nur geringflige Erfolge hinsichtlich einer Gewichtsreduktion und sind

zudem meist mit erheblichen Eingriffen und Einschrankungen fur den Patienten verbunden.

2.2. Zerebraler Blutfluss und neurovaskuldre Kopplung

Das Gehirn ist ein Organ, welches groRe Energiemengen bendtigt, aber kein Reservoir besitzt, aus
dem bei Bedarf Energie gewonnen werden kann. Aus diesem Grund ist das Gehirn auf die stetige
Zufuhr von Energie, hauptsachlich in Form von Sauerstoff und Glukose, angewiesen. Diese Zufuhr
erfolgt Uber den Blutfluss® %, Je nach Aktivitidt der einzelnen Regionen im Gehirn muss der
Blutfluss zeit- und ortsspezifisch reguliert werden. Die arterielle Blutversorgung geschieht dabei
Uber zwei Hauptwege: zum einen Uber die Arteria (A.) carotis interna (ICA, engl. internal carotid
artery) und zum anderen Uber die A. basilaris (BA, engl. basilar artery). Die ICA verzweigt sich mit
ihrem linken und rechten Ast auf beiden Seiten des Gehirns weiter in die A. cerebri anterior (ACA,
engl. anterior cerebral artery) und die A. cerebri media (MCA, engl. middle cerebral artery) und
aus der BA entspringt die A. cerebri posterior (PCA, engl. posterior cerebral artery)®’-8. Die BA und
ICA bilden zusammen mit den verbundenen Arterien einen geschlossenen Ring, den man als Circle
of Willis bezeichnet (Abbildung 1). Bei Schadigungen und Beeintrachtigungen eines Abschnitts
davon kann die Blutversorgung somit durch andere Teile dieses Systems tibernommen werden?®.
Das gesamte Gehirnparenchym wird sowohl Gber oberfldchliche (pial arteries) und tieferliegende
Arterien (penetrating arteries) als auch Uber tief eindringende und weiter verzweigte Arteriolen
bis hin zu Kapillaren mit Blut versorgt®. Letztere sind Teil der weiter unten beschriebenen

neurovaskuldren Einheit.

Die sogenannte Autoregulation des Gehirns geschieht bei Menschen unabhangig vom peripheren
Blutdruck in einem Bereich des mittleren arteriellen Drucks (MAD) zwischen 60 und 150 mmHg*.
AuRerhalb dieses Bereichs steht der Blutfluss im Gehirn in direktem Zusammenhang mit dem

peripheren Blutdruck*’. Demzufolge kénnen Defizite in der Versorgung von Gehirnregionen
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binnen klirzester Zeit zu schweren, teils irreversiblen Schadigungen im Gehirn fihren und dessen
Funktionalitidt nachhaltig beeintrichtigen3> 4> 3. Die Aufkldrung der komplexen, autonomen und
regionalen Regulation des zerebralen Blutflusses (CBF, engl. cerebral blood flow) ist daher bereits

seit vielen Jahren von groRem wissenschaftlichem Interesse.

A. cerebri anterior (ACA)

A. cerebri media (MCA)

/

A. carotis interna (ICA)

—— A, cerebri posterior (PCA)

—— A basilaris (BA)

Abbildung 1. Circle of Willis. Schematische Darstellung des Circle of Willis mit den dazugehdrigen
GefiRverzweigungen®.

Im Juli 2001 kam beim ersten Stroke Progress Review Group Meeting erstmals der Begriff der
neurovaskularen Einheit auf, um die symbiotische Interdependenz zwischen Zellen des Gehirns
und zerebralen GefaRen hervorzuheben*. Die neurovaskulére Einheit besteht aus verschiedenen
Zelltypen, wie GefdRzellen mit Endothelzellen und Perizyten oder Zellen glatter Muskulatur (je
nach Gefdltyp), Gliazellen mit Astrozyten, Mikroglia und Oligodendrozyten und Neuronen

(Abbildung 2).

Die prototypische und umfassend erforschte Funktion der neurovaskuldren Einheit ist die
Kopplung zwischen neuronaler Aktivitdt und dem CBF - ein Prozess, der als neurovaskulare
Kopplung bekannt ist3> % Je nach Energieverbrauch variiert der CBF in den einzelnen
Gehirnregionen. So konnte bereits 1945 beobachtet werden, dass ein Anstieg der neuronalen
Aktivitdt einen Anstieg der lokalen GefaRdichte zur Folge hatte?’. Der durch neuronale Aktivitat
induzierte CBF-Anstieg ist auf die jeweilig aktivierte Gehirnregion beschrdnkt und wird als
funktionale Hyperamie bezeichnet*®°°. Neben der Tatsache, dass durch die Erhéhung des CBF die
Néhrstoff- und Energieversorgung sichergestellt wird, hat eine Erhéhung des CBF auch eine

protektive Aufgabe. So werden potenziell toxische Nebenprodukte der Gehirnaktivitat, wie
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Laktat, Kohlenstoffdioxid (CO,), das Amyloid-B-Peptid und Tau beseitigt®’. Zusammen mit der
Versorgung des Gehirns mit Nahrstoffen und Energie bildet die Beseitigung dieser
Nebenprodukte ein System, in welchem einerseits die metabolischen Bedirfnisse und
andererseits der Abtransport von Abfallprodukten den Blutfluss im Gehirn steuern®?. Dabei
Ubernehmen vornehmlich Neurone die Initiation der lokalen vaskularen Antwort, indem sie direkt
Signale an den lokalen BlutgefaRen generieren oder Signale Uber zwischengeschaltete Zellen an
die GefaRke weitergeben®®. Dabei fiihrt die glutamaterge synaptische Aktivitat zu einem Anstieg
intrazellularem Calciums (Ca*) und zur Aktivierung Ca*-abhidngiger Enzyme, wie die
Stickstoffmonoxid(NO)-Synthase (NOS) und Cyclooxygenase 2 (COX-2), welche wiederum vor
allem NO als potenten Vasodilatator produzieren®. Des Weiteren wird der Ca’"-Anstieg in

Astrozyten durch Glutamat und damit die Produktion weiterer vasoaktiver Stoffe induziert®.

Perizyt
Endothel

Oligodendrozyt

Basalmembran

Mikroglia

Astrozyt

Abbildung 2. Neurovaskulare Einheit. Schematische Darstellung der neurovaskularen Einheit, bestehend
aus dem Endothel der zerebralen BlutgefaRRe, Perizyten, einer Basalmembran und den Auslaufern von
Mikroglia, Astrozyten und Oligodendrozyten, die mit den Axonen von Neuronen in Kontakt stehen®3.

Astrozyten befinden sich aufgrund ihrer engen Assoziation mit den Synapsen und den lokalen
MikrogefaRen in der Position, die neuronale Aktivitdt mit der Funktion der MikrogefdlRe zu
verbinden. Dennoch ist noch nicht vollends geklart, welches Downstream Signal zur
Vasodilatation von Kapillaren fihrt. Wahrend die Beteiligung von Endothelzellen an der
Regulation des CBF als Antwort auf chemische oder mechanische Signale seit geraumer Zeit
bekannt ist, ist das Interesse an deren Rolle bei der neurovaskuldren Kopplung erst innerhalb der

letzten Jahre gewachsen®* . Die Hinweise verdichten sich, dass die Endothelzellen an der
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d*>°¢, welche Uber gap

retrograden Weiterleitung von vasomotorischen Antworten beteiligt sin
junctions und myoendotheliale junctions vom Endothelium an die glatte Muskulatur der GefaRe
(SMC, engl. smooth muscle cells) weitergegeben werden®’. Die SMCs um die GefdRe herum
werden als Haupteffektoren der vasomotorischen Antwort und der CBF-Regulation betrachtet®’.
Sie reagieren auf verschiedene vasoaktive Stoffe, aber auch auf Verdnderungen des
intravaskuldren Drucks®” 8. Dabei muss beachtet werden, dass in Kapillaren die SMCs durch
Perizyten ersetzt sind, welche ebenfalls an der Regulation des CBF beteiligt sind*. So haben
Studien gezeigt, dass ein Teil der Perizyten kontraktil agiert und auf vasoaktive Signale im Gehirn
reagiert®® ! wihrend der andere Teil nicht kontraktil ist. Trotz der vielen bereits bekannten

Zellinteraktionen bleiben einige Aspekte des genauen Zusammenspiels der Zelltypen in den

unterschiedlichen Segmenten des neurovaskuldren Netzwerks weiterhin ungeklart®>.

2.2.1. Neurovaskuldre Verdnderung im Zusammenhang mit Adipositas

Das Gehirn bendtigt fur eine einwandfreie Funktionalitdt eine konstante Durchblutung, welche
unabhangig von den metabolischen Bediirfnissen anderer Organe ist*. Neben den klassischen
funktionalen Einschrankungen, die als Folge von Adipositas auftreten (Abschnitt 2.1), sind auch
Adipositas-assoziierte Verdanderungen im zerebralen GefalRsystem aufgezeigt worden. So wird in
mehreren Studien beschrieben, dass adipdse Patienten und Patienten mit erhdhtem BMI einen
reduzierten CBF aufweisen®” ®3. Auch der Zusammenhang zwischen Typ 2 Diabetes und einer
Reduktion des CBF wurde in klinischen Studien mit unterschiedlichen Methoden mehrfach
belegt®®®. In Diat-induzierten Adipositasmodellen mit Ratten, die mit einer Hochfettdiat (HFD)
oder einer Cafeteriadidt, welche sich durch einen hohen Kohlenhydratanteil auszeichnete,
geflttert wurden, war erkennbar, dass die funktionale Hyperdamie beeintrachtigt ist und es

t®” %8 Einen moglichen Grund fir diese

folglich zu einer lokalen Reduktion des CBF komm
Beeintrachtigung stellen strukturelle Veranderungen der zerebralen GefaRe dar. So zeigten Tiere
mit einer Diat-induzierten Adipositas einen reduzierten Lumen- und AuRenwanddurchmesser der
MCA, einhergehend mit einer dickeren GefaRwand, welche zu einer erhohten Steifigkeit der MCA
fuhrt®. Eine Reduktion des GefaRdurchmessers wurde ebenfalls in einem Modell mit adipésen

Zucker Ratten nachgewiesen. Dabei wurde zusatzlich beobachtet, dass Adipositas eine Erhohung
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des zerebrovaskuldren myogenen Tonus zur Folge hat’®. Fiir diesen Effekt in zerebralen Arterien

ist auch ein Zusammenhang mit Hyperglykdmie und Insulinresistenz beschrieben’ 72,

Der Einfluss einer HFD auf die neurovaskulare Kopplung wurde bislang mit nur wenigen Studien
untersucht. Eine humane Studie deutete mit Hilfe einer funktionalen Magnetresonanz-
tomographie (MRT) Messung auf eine Einschrankung der neurovaskuldren Kopplung bei
diabetischen Patienten hin’3. Li et al. haben in ihren Untersuchungen diesbeziglich zeigen
kdnnen, dass Ratten nach 8 Wochen HFD mit einem geringeren CBF-Anstieg auf die Stimulation
der Vibrissen reagieren. Da weder der Blutdruck noch das Glukose- oder Insulinlevel bei diesen
Tieren verandert war, schlussfolgerte die Arbeitsgruppe, dass die neurovaskulare Entkopplung
rein auf die HFD und nicht auf metabolische Abnormalitdten zuriickzufihren ist’*. Dennoch
zeigen die meisten Studien dhnlich zu den klinischen Studien einen Zusammenhang zwischen
einer akuten oder chronischen Hyperglykdmie und einer neurovaskularen Entkopplung % 7> So
haben Vetri et al. in einem Typ 1 Diabetes-Modell gezeigt, dass es bei den diabetischen Tieren
nach einer Nervenstimulation zu einer verringerten GefaRerweiterung kommt’® ’’. Das Endothel
ist ein frihes Ziel pathologischer Veranderungen im Verlauf von metabolischen Erkrankungen,
sodass die endotheliale Dysfunktion maligeblich zu einem signifikant erhdhten zerebrovaskuldren

t39

Widerstand und einem reduzierten Blutfluss beitragt®. Die genauen Mechanismen, die zu einer

Adipositas-induzierten vaskuldren Dysfunktion fhren, sind nur teilweise bekannt.

2.2.2. Psychosomatische Verdnderungen im Zusammenhang mit Adipositas

All die oben genannten zerebrovaskuldren Verdnderungen gehen unter anderem mit einem
erhéhten Risiko fir Schlaganfille und vaskuliare Demenz einher®® %% 78 Der Heilungsprozess im
Anschluss an einen Schlaganfall wird zudem durch einen reduzierten CBF gestort’ . Neben den
eng mit Adipositas und Diabetes assoziierten zerebrovaskuldren Verdnderungen kénnen aber

81-83

auch kognitive Beeintrachtigungen die Folge von Adipositas oder Diabetes sein®'®°. Diese

kognitiven Beeintrachtigungen werden in diesem Abschnitt genauer beschrieben.

Adipositas ist eng mit strukturellen und funktionalen Veranderungen in zerebralen Arterien
verbunden, welche fir den Anstieg des vaskularen GefaRwiderstands und die Reduktion des CBF

verantwortlich gemacht werden. Solche Veranderungen konnen auch fir die Entwicklung von

10
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Demenz oder kognitiven Einschrankungen bei Menschen verantwortlich sein®. So sorgt eine
milde Hypoperfusion flr Defizite beim Lernen und der Gedachtnisbildung, da die Proteinsynthese
und synaptische Plastizitat reduziert ist®. Eine moderate bis starke Hyperperfusion sorgt fir eine
eingeschrankte ATP-Synthese und eine eingeschrdankte Generierung von neuronalen
Aktionspotentialen®. Ein verminderter CBF l&st zudem die Entstehung von Odemen und Lisionen
an der weien Substanz aus, genauso wie die Akkumulierung von Proteinen wie Amyloid-f und
phosphoryliertem Tau, welche mit der Alzheimererkrankung assoziiert sind®. Generell sind
vaskuldre Schaden die zweithdufigste Ursache fir Demenz und kognitive Einschrankungen,
welche von milden Beeintrachtigungen bis hin zu schwerer vaskulérer Demenz reichen®’. Die
Assoziation dieser kognitiven Erkrankungen mit Symptomen von Adipositas wird in verschiedenen
Studien verdeutlicht®. So zeigte sich in humanen Untersuchungen ein Zusammenhang zwischen
Adipositas und einem schlechteren Abschneiden bei kognitiven Testaufgaben®" . Gestitzt

89,90 und

werden diese Ergebnisse dadurch, dass in Tierstudien eine Beeintrachtigung des Lernens
bei der Gedachtnisperformance®®® bei HFD-induziert adipésen Tieren im Vergleich zu den
Normalgewichtigen beobachtet wurde. Kosari et al. beobachteten dabei zwar eine
Unabhangigkeit von der Veranderung des Blutdrucks®, der zugrunde liegende Mechanismus,
durch den Adipositas zu kognitiven Beeintrachtigungen fuhrt, ist jedoch noch nicht Itickenlos
nachgewiesen. Vorgeschlagene Mechanismen schliefen die Effekte von Hyperglykdamie,
Hyperinsulindmie und vaskularen Schadigungen im zentralen Nervensystem ein®®. Diesbeziiglich
scheint die Forschung noch zu keinem klaren Stand gekommen zu sein. Einige Studien haben
ferner einen Zusammenhang zwischen erhdhten Lipidlevels und der kognitiven Funktion
nahegelegt, wohingegen andere Untersuchungen diese Korrelation nicht erkennen lieRen® %,
Solch ein Zusammenhang wird damit erklart, dass Dyslipidamie ein héheres Risiko birgt, einen
Schlaganfall zu erleiden oder eine zerebrovaskuldare Hypoperfusion zu entwickeln. Farr et al.
zeigten bei Mausen, dass kognitive Einschrankungen, die durch Didt-induzierte Adipositas
verursacht wurden, durch die Reduktion von Triglyceriden wieder behoben, und durch die
Injektion von Triglyceriden ins Gehirn wieder induziert werden kénnen®2. Durch die Reduktion der
Triglyceride konnte auBerdem der oxidative Stress im zentralen Nervensystem bei den adipdsen
Mausen gesenkt werden. Dies macht die Anreicherung von Triglyceriden zu einem Prozess,
welcher potenziell an den kognitiven Einschrankungen beteiligt ist, die durch Adipositas induziert

werden. Aber auch Insulinresistenz und ein erhdhtes Level an oxidativem Stress oder

Inflammationsfaktoren, wie der Tumornekrosefaktor a (TNF-a), Interleukin (IL)-6 und das

11
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Monozyten-chemotaktische Protein 1 (MCP-1), werden mit den kognitiven Beeintrachtigungen

in Zusammenhang gebracht®” %,

Neben den bereits erwdhnten Einschrankungen hinsichtlich der Gedachtnisleistung sind auch
weitere psychosomatische Beeintrachtigungen in der Literatur beschrieben, die mit Adipositas
assoziiert werden?. So zum Beispiel kamen Baumeister und Harter in ihrer Untersuchung von
groReren Stichproben von normalgewichtigen, Gbergewichtigen und adipdsen Menschen zu dem
Ergebnis, dass adipdse Menschen gegenlber normalgewichtigen Personen eine deutlich héhere
Haufigkeit von psychischen Stérungen aufwiesen, wobei insbesondere depressive, Angst- und
somatoforme Stérungen die haufigsten Diagnosen darstellten®. Erwdhnenswert ist, dass ein
solcher Zusammenhang zwischen Adipositas und psychischen Folgeerscheinungen auch in
Tierstudien beobachtet werden konnte. So zeigten Ogrodnik et al., dass adipdse Mause ein HFD-
assoziiertes Angstverhalten entwickeln, welches in Zusammenhang mit zelluldrer Seneszenz

100 Weitere

steht, einem Prozess, der sich durch einen irreversiblen Zellzyklusarrest auszeichne
Untersuchungen bestéatigten dieses HFD-assoziierte, erhdhte Angstverhalten und setzten
auRerdem ein erhohtes depressives Verhalten und einen erhoéhten zelluldren oxidativen Stress

bei adipdsen Mausen in Zusammenhang mit einer HFD% 102,

Es lasst sich folglich sagen, dass die genauen Mechanismen oder Mediatoren, die dem
Zusammenhang von Adipositas und dem Risiko fir kognitive und psychosomatische
Beeintrachtigungen unterliegen, noch nicht im Detail aufgeklart sind. Es ist ebenfalls denkbar,

dass ein Milieu aus mehreren Faktoren ursachlich fir die kognitiven Einschrankungen ist.

2.3. Das Renin-Angiotensin-System

Bei dem klassischen Renin-Angiotensin-System (RAS, Abbildung 3) handelt es sich um ein
peptiderges System mit endokrinen Charakteristika, welches seit der Identifikation von Renin
durch Tigerstedt und Bergmann 1898 intensiv untersucht wurde!®® %4 RAS reguliert den
Blutdruck Uber die Vasokonstriktion, die Rickresorption von Natrium und Wasser in der Niere
und die Steuerung des Durstgefiihls. Dabei wird das a-Glykoprotein Angiotensinogen, das
Substrat des Systems, von der Leber gebildet und im Blutkreislauf durch das Enzym Renin,

welches von der Niere sekretiert wird, in Angiotensin (Ang) | gespaltet®1%7 Ang |, welches selbst

12
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keine biologische Wirkung hat, wird durch das Angiotensin-konvertierende Enzym (ACE, engl.
angtiotensin converting enzyme) aus der Lunge weiter in biologisch aktives Ang Il umgewandelt.
Ang Il aktiviert als Haupteffektor des RAS schlieRlich spezifische Membranrezeptoren (AT-

Rezeptoren), wobei die Ang II-Aktivitdt hauptsachlich vom AT:- und AT,-Rezeptor vermittelt wird.

poerendnoeet @@@@@@@@@@@@@
Angiotensin | (A1-10) @@@@@@@@@@ e
Angiotensin Il (A1-8) @@@@@

ATl-Rezeptor

I

Natrium- und Inotropie Konstriktion Durst

Wasserresorption Chronotropie Hypertrophie Vasopressin
Hypertrophie Sympathikusaktivierung

Abbildung 3. Das klassische Renin-Angiotensin-System. Schematische Darstellung des Renin-Angiotensin-
Systems und dessen Wirkung auf verschiedene Organe. ACE: Angiotensin converting enzyme; AT;-
Rezeptor: Angiotensin ll-Rezeptor Typ 1; R: Aminosaurerest. Erstellt mit Hilfe von Servier Medical Art.

Beide Rezeptoren zeigen dabei zwar adhnliche Bindungseigenschaften zu Ang |Il, jedoch
unterscheiden sich sowohl genomische Strukturen und Lokalisation als auch die
gewebsspezifische Expression und Regulation?®. Konkret gesagt ist der ATi-Rezeptor
vornehmlich fir die Vasokonstriktion und Freisetzung von Aldosteron aus der Nebennierenrinde

103, 105, 109, 110

verantwortlich und stellt somit den physiologisch wichtigsten Rezeptor dar Im

13
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Gegensatz dazu ist die Rolle des AT,-Rezeptors noch Teil aktueller Forschung, sie wird aber eher
in der fotalen Entwicklung und Wachstums- und Regenerationsprozessen gesehen. Die
Expression des AT,-Rezeptors ist beim Erwachsenen daher gering®® 1% 111 F{ir den AT:-Rezeptor
wurden bei Nagern wie Ratten und Mausen, aber nicht beim Menschen, zwei Subtypen
identifiziert, ATia und AT1'%. Diese Subtypen unterscheiden sich im Expressionsmuster in
verschiedenen Organen. Durch etablierte AT:-Rezeptor-Antagonisten lassen sich diese allerdings
nicht diskriminieren*3**>_ AT;-Rezeptoren sind Gq- und Gi>-Protein-gekoppelte Rezeptoren und
werden hauptsachlich in Endothelzellen, aber auch in Zellen glatter Muskulatur exprimiert. Dabei
sind sie in der Niere, der Nebenniere und im Gehirn, aber auch in vielen anderen Organen zu
finden'*!8 Die Ang ll-induzierte Aktivierung von AT;-Rezeptoren fiihrt in BlutgefdRen, wie oben
angedeutet, zu einer Vasokonstriktion und folglich zur Erhéhung des Blutdruckes. In der Niere
wirkt Ang Il in einem negativen Rickkopplungsmechanismus, indem es hemmend auf die

t'*8 Wie oben erwahnt verstirkt Ang Il in der Nebenniere die

Freisetzung von Renin wirk
Freisetzung des Mineralkortikoid Aldosteron und dadurch die Rickresorption von Wasser und
Natrium in der Niere. Demzufolge wird das Blutvolumen erhoht und es kommt schlieRlich zu
einem Anstieg des Blutdrucks. Die Rickresorption von Wasser und Natrium und die damit
verbundene Erhdhung des Blutdrucks wird dariber hinaus durch die zerebrale Wirkung von Ang
[l vermittelt, indem es eine vermehrte Freisetzung des antidiuretischen Hormons Vasopressin aus

ft10 118 Damit das RAS seine Beteiligung an der

dem Hypophysenhinterlappen hervorru
Blutdruckregulation austiben kann, werden durch Ang Il vielfaltige Signalwege aktiviert. Dabei
vermitteln die G-Protein-gekoppelten ATi-Rezeptoren ihre Wirkung hauptsachlich Gber die
Phospholipase C und Inositoltriphosphat, wodurch sie einerseits den Anstieg von intrazelluldrem
Ca?* und andererseits die Aktivierung der Proteinkinase C Uber Diacylglycerol induzierent? 118,
Auch die Aktivierung weiterer Proteinkinasen, wie der Mitogen-aktivierten Protein (MAP)-Kinase,
der extrazellular Signal-regulierten Kinase (ERK) und der c-Jun N-terminalen Kinase steht mit Ang
Il in Zusammenhang!!> ¥ Aufgrund seiner Bedeutung fiir die Blutdruckregulation ist das RAS
folglich ein wichtiges pharmakologisches Zielsystem zur Behandlung von Hypertonie. Dabei sind
die wichtigsten regulatorischen Optionen die Inhibierung von Renin (z.B. Aliskiren) und der ACE-
Aktivitat (z.B. Ramipril), genauso wie das Verwenden von ATi-Rezeptor-Antagonisten, wie z.B.

Telmisartan'?0-122,
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Dieses klassische Bild des RAS, welches sich Gber viele Jahre Forschung entwickelt hat, muss
aufgrund neuerer Erkenntnisse zu einem komplexeren System erweitert werden. Dies liegt daran,
dass sowohl weitere Spaltprodukte des Angiotensins wie das Ang (1-7), Ang Ill und Ang IV als auch
mit diesen in Zusammenhang stehende Rezeptoren identifiziert worden sind*?*'%. Dabei bindet
Ang (1-7), welches sich aus den ersten sieben Aminosduren des Ang Il zusammensetzt, an den
Mas-Rezeptor. Ang lll (Aminosauren 2-8) hingegen wird durch die Aminopeptidase A gebildet und
bindet nach aktuellem Stand ebenfalls an AT:- und AT,-Rezeptoren, wohingegen Ang IV

(Aminosauren 3-8) an den ATs-Rezeptor koppelt!®® 126,

Wie oben bereits beschrieben, besitzen mehrere Gewebetypen auch ein lokales RAS, welches
sich durch das Vorkommen oder die Produktion der Hauptkomponenten des Systems,
Angiotensinogen, Renin, Ang |, ACE und Ang Il auszeichnet. Zu finden ist solch ein lokales RAS im
Herz, im GefaRsystem, in der Niere, im Fettgewebe und auch im Gehirn'® ¢ Auf die Rolle des

RAS im Gehirn wird im folgenden Abschnitt naher eingegangen.

2.3.1. RAS im zentralen Nervensystem

Neben dem systemischen RAS gibt es unter anderem im Gehirn auch ein lokales RAS, wobei
Ganten et al. bereits 1971 Hinweise von Renin im Gehirn entdeckten®?” 8, Des Weiteren sind
neben den klassischerweise beschriebenen Funktionen des RAS, wie Vasokonstriktion und der
daraus resultierenden Erhdhung des Blutdruckes, mittlerweile auch Effekte von RAS hinsichtlich
Neuroprotektion, Kognition und zerebraler Vasodilatation bekannt'?’. So sind fir die Wirkung von
Ang Il im Gehirn verschiedene, potenziell schadigende Effekte verifiziert worden. Dazu gehéren
Hypertonie, Inflammation, erhohter oxidativer Stress, Schadigung der Blut-Hirn-Schranke und
Neurotoxizitat. Diese Prozesse werden Uberwiegend Uber die Aktivierung des ATi-Rezeptors
vermittelt. Konkret heiRt das, dass Ang Il unter anderem die Genexpression pro-
inflammatorischer Zytokine, wie IL-1B8, TNF-a und IL-6, im Nucleus paraventricularis des
Hypothalamus erhéht. Die Erhéhung von Zytokinen konnte jedoch durch eine Uberexpression
von ACE riickgangig gemacht werden'?®. Dagegen induziert Ang Il die Produktion von NO, das

Wachsen von Axonen und die Entwicklung des Gehirns tiber die AT,-Rezeptor-Aktivierung*3°.
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Ang (1-7) hingegen besitzt abgesehen von kardiovaskuldren Funktionen weitere Effekte, welche
Uber den Mas-Rezeptor vermittelt werden. So spielt Ang (1-7) eine bedeutende Rolle beim
Lernen, der Gedichtnisleistung und der Neuroprotektion'?” 131132 Es sorgt auRerdem fiir einen
Anstieg der NO-Produktion im Gehirn Uber die Aktivierung der neuronalen (nNOS) und
endothelialen NOS (eNOS), welche in verschiedenen Studien als elementarer Prozess fiir die
Gedachtnisleistung und die Langzeitpotenzierung im Hippocampus und der Amygdala

t131, 133

beschrieben is . In Bezug darauf zeigten Ratten und Mause mit einem Mas-Rezeptor

131, 132

Knockout erkennbare Defizite in der Objekterkennung . Dieser defizitdre Effekt konnte

jedoch durch Losartan behoben werden®**. Erwdhnenswert ist auch, dass die ACE/Ang (1-7)- und

Mas-Achse zusatzlich zu einer normalen Endothelfunktion in zerebralen GefaRen beitragt?’ 1%,

Das lokale RAS im Gehirn spielt auRerdem eine Rolle bei der Entstehung degenerativer
Erkrankungen. Dabei verhindert Ang Il bei Ratten die Kalium-induzierte Freisetzung von
Acetylcholin im entorhinalen Cortex und beim Menschen im temporalen Cortex 3¢, Die durch Ang
Il induzierten pro-inflammatorischen und pro-oxidanten Effekte, die zur Schadigung der Blut-
Hirn-Schranke, reduziertem CBF und einem Anstieg des Amyloid-B flhren, tragen auRerdem
mafRgeblich zum Krankheitsgeschehen der Alzheimer-Demenz bei*®’. Im Gegensatz dazu
verbesserte eine Blockade von AT;-Rezeptoren mit Sartanen die klinische Situation von
Alzheimerpatienten und sollte dementsprechend bei der Vorbeugung und Behandlung in
Betracht gezogen werden®®. Obwohl AT;-Rezeptor-Antagonisten die beschriebenen
prophylaktischen Effekte im Gehirn verursachen, bleibt deren Verwendung als kardiovaskuldres

Therapeutikum im Fokus des Interesses.

2.3.2. Zusammenhang zwischen RAS und der Gewichtsregulation

Neben der Regulation des Flussigkeitshaushalts und der kardiovaskularen Funktionen spielt das
RAS eine wichtige Rolle in Bezug auf den Metabolismus, besonders bei der Glukosekontrolle, dem
Lipidstoffwechsel und der Gewichtskontrolle. Wie in Abschnitt 2.1 beschrieben, tritt Adipositas
selten als isolierte Erkrankung oder isoliertes Symptom auf, sondern meist als Teil des
metabolischen Syndroms zusammen mit Hypertonie, Insulinresistenz und Dyslipoproteindmie’.
Eine Folgeerkrankung ist unter anderem Diabetes. Beim Diabetes Typ 2 kann aufgrund einer

Insulinresistenz der Insulinbedarf durch die Insulin-produzierenden B-Zellen des Pankreas nicht
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mehr ausreichend gedeckt werden. Es kommt dadurch zu einem relativen Insulinmangel, im
Gegensatz zum Typ 1, der sich durch einen absoluten Insulinmangel auszeichnet'*®. Die Folge ist
die Notwendigkeit einer Supplementierung von Insulin zur Verbesserung der Glukoseaufnahme
in die Zellen. Verschiedene Studien haben in Bezug darauf gezeigt, dass sowohl AT;1-Rezeptor-
Antagonisten als auch Inhibitoren des ACE die Glukosehomdostase verbessern und die Inzidenz

von Diabetes reduzieren0-143,

Neben der Hypertonie und Diabetes haben AT:-Rezeptor-Antagonisten aullerdem Einfluss auf das
Gewicht. Im Forschungsfeld von Adipositas werden haufig genetisch modifizierte Ratten- oder
Mauslinien genutzt, um die Entwicklung von Adipositas zu modellieren. Solche Modelle beruhen
auf genetischen Verdnderungen am Adipokin Leptin oder dessen Rezeptor. Sie stellen die
Situation der Adipositas bzw. des metabolischen Syndroms allerdings nicht adaquat dar, da diese

4415 Far die

genetischen Verdnderungen beim Menschen nur sehr selten vorkommen
Darstellung von Adipositas eignen sich daher Modelle, bei denen diese durch ein Ubermaliges
Angebot an kalorienreicher Nahrung entsteht. Sie wird als Didt-induzierte Adipositas

t!*6. Wie oben bereits angedeutet, spielt das RAS genau in diesen Modellen bei der

bezeichne
Gewichtsreduktion eine Rolle. Genauer gesagt verhindern AT:1-Rezeptor-Antagonisten bei Ratten
und Mausen, die hochkalorisches Futter erhielten, die Entstehung von Adipositas**’**. Es konnte
auRerdem eine kurative Wirkung der ATi-Rezeptor-Antagonisten beobachtet werden. So
verloren (bergewichtige Mause und Ratten durch die Behandlung mit AT;-Rezeptor-
Antagonisten an Gewicht®™ % 13 gper auch in humanen Studien wurde diese
gewichtsreduzierende Wirkung gezeigt'®* >, Dabei handelt es sich um einen Klasseneffekt der
Sartane. Beispiele flir solche Sartane, deren Beteiligung an der Regulation des Kérpergewichts

140, 148, 150, 159, 160 und

nachgewiesen wurde, sind: Candesartan® 16158 |rhesatan’>®, Telmisartan
Valsartan®*. Neben den gewichtsregulierenden Effekten der AT;-Rezeptor-Antagonisten gibt es
aber auch Hinweise, dass ACE-Inhibitoren das Koérpergewicht reduzieren konnen, jedoch
geschieht dies in einem schwécheren Ausmal als durch die AT;-Rezeptor-Antagonistent4? 161,162,
Zudem ist der gewichtsregulierende Effekt der AT;-Rezeptor-Antagonisten unabhangig von der
Regulation des Blutdruckes'®. Damit eine Gewichtsabnahme erreicht werden kann, missen die
AT;-Rezeptor-Antagonisten allerdings hochdosiert verabreicht werden. Bei niedrigen bis
mittleren Dosierungen wurde das Gewicht nicht reduziert®. Der zugrundeliegende

Mechanismus der Gewichtsregulierung ist noch nicht vollends geklart. Zum einen gibt es
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eindeutige Hinweise auf eine Beteiligung Leptin-vermittelter Signalwege und zum anderen
darauf, dass das zerebrale RAS ebenfalls eine Rolle bei der Gewichtsregulierung spielt. Bei Zucker
Ratten, bei denen aufgrund des fehlenden Leptinrezeptors die Leptin-Signaltransduktion gestort
ist, fihrte die Behandlung mit dem AT;-Rezeptor-Antagonisten Candesartan zum Beispiel nicht
zu einer Reduktion des Korpergewichts. Bei den Kontrolltieren mit intakter Leptin-
Signaltransduktion war diese allerdings zu beobachten®>!. Ein ebenso durch Leptin vermittelter
Effekt konnte in einer Studie mit Ratten beobachtet werden, bei denen mit hochkalorischem
Futter eine Diat-induzierte Adipositas ausgeldst wurde. Eine gleichzeitige, zweiwdchige
Behandlung der Tiere mit dem AT:-Rezeptor-Antagonisten Telmisartan flhrte bereits ab dem 10.
Tag zu einer Gewichtsreduktion. Die Kontrolltiere zeigten dabei unter hochkalorischem Futter im
Leptinresistenztest eine positive Korrelation zwischen Leptinkonzentration im Plasma und der
aufgenommenen Energiemenge. Demzufolge hatten diese Tiere offensichtlich eine
Leptinresistenz entwickelt, da sie trotz hoher Leptinlevel viel Futter zu sich genommen hatten*®.
Diejenigen Tiere, die gleichzeitig mit Telmisartan behandelt wurden, entwickelten jedoch keine
Leptinresistenz und es konnte bei ihnen eine negative Korrelation zwischen Leptinkonzentration
im Plasma und der aufgenommenen Energiemenge beobachtet werden. AulRerdem verbesserte
die Behandlung mit Telmisartan von Mausen unter HFD den Leptintransport entlang der Blut-
Hirn-Schranke. Im Vergleich dazu war dieser bei den unbehandelten Mausen unter HFD
reduziert”’. Neben den genannten Wirkungen von Telmisartan normalisierte die Behandlung
auRerdem die STAT3-Signaltransduktion im Hypothalamus, welche durch das hochkalorische

Futter reduziert war®®.

In Bezug auf die Gewichtsregulierung ist neben der Beteiligung des Leptinsignalwegs weiter
gezeigt worden, dass das zerebrale RAS ebenfalls eine bedeutende Rolle spielt. Das zeigt sich
unter anderem daran, dass transgene Ratten mit einem gehirnspezifischen
Angiotensinogendefizit trotz hochkalorischem Futter weder adipds noch insulin- oder
leptinresistent wurden. Zudem war die Glukosekontrolle bei diesen transgenen Ratten im
Vergleich zu den Kontrolltieren unter hochkalorischer Didt verbessert!®. Des Weiteren wurde die
Gewichtszunahme und Energieaufnahme bei den Kontrolltieren der Studie durch die Behandlung
mit Telmisartan unter hochkalorischer Didt verbessert. Dies galt ebenso fur die transgenen
Ratten, wenn auch zu einem geringeren Ausmall. Somit wird deutlich, dass das lokale RAS im

Gehirn ebenfalls an der Gewichtsregulierung, dem Fressverhalten und an der Entstehung von
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metabolischen Einschrankungen beteiligt ist'®®. In einer weiteren Diit-induzierten Adipositas
Studie mit Madusen konnte auRerdem beobachtet werden, dass die Behandlung mit Telmisartan
neben dem anti-adipdsen Effekt die mit HFD-geflitterten Tiere vor einer Akkumulation von
Lipiden und Lipidtoxizitat im Hypothalamus schitzt. Dies geht mit einer anti-inflammatorischen
Wirkung einher®. Es |asst sich also sagen, dass die AT:-Rezeptor-Antagonisten auch im Gehirn
eine besondere Rolle bei der Gewichtsregulierung und Verbesserung des metabolischen Status
spielen. Inwiefern die AT:-Rezeptor-Antagonisten im Zusammenhang mit einer Didt-induzierten
Adipositas weitere praventive Effekte im Gehirn haben, ist noch nicht untersucht und daher ein

Teil dieser Arbeit.

2.4. Fragestellung

Die Regulierung des CBF ist von den Bedirfnissen der aktiven Areale im Gehirn abhangig und
stellt somit einen unerldsslichen Prozess fir eine physiologische Gehirnfunktion dar.
Veranderungen innerhalb dieses eng miteinander verwobenen Systems aus Zellen und
Signalkaskaden flhren schnell zu funktionalen, teilweise irreversiblen Schadigungen. Adipositas
ist ein Krankheitsbild, welches neben den klassischen Folgeerkrankungen wie beispielsweise
Herzkreislauferkrankungen, solche Verdnderungen induzieren kann® ®3. Adipositas-induzierte
Veranderungen im Bereich der neurovaskuldren Einheit kbnnen eine Reduktion des CBF und
Strukturveranderungen im zentralen Gefalsystem hervorrufen. Diese sind weiter mit einem
erhoéhten Risiko fir Schlaganfille oder kognitiven Schadigungen verbunden®®. Eine effektive

Therapiemoglichkeit von Adipositas gibt es bislang jedoch nicht.

Hinsichtlich protektiver Effekte bei der Gewichtsregulierung spielt allerdings das RAS eine
entscheidende Rolle. Genauer gesagt heilSt das, dass unter anderem das RAS im Gehirn, konkreter
gesagt die AT;-Rezeptor-Antagonisten, an der Reduktion des Kérpergewichts beteiligt sind?6® 164,
Dies lasst vermuten, dass AT;-Rezeptor-Antagonisten weitere zerebral-praventive Effekte im
Zusammenhang mit einer Didt-induzierten Adipositas haben kénnten. So ist zum Beispiel bei
Alzheimererkrankungen wahrend der Gabe von hochkalorischem Futter solch ein Effekt durch

AT:-Rezeptor-Antagonisten in hypertonischen Koletsky Ratten bereits gezeigt worden®®.
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All die beschriebenen Aspekte fihren zu der Hypothese, dass die neurovaskulare Kopplung und
der CBF unter hochkalorischer Fiitterung eingeschrankt sind und diese Beeintrachtigungen zu
kognitiven und psychosomatischen Verdnderungen fihren. Des Weiteren wird vermutet, dass
eine gleichzeitige Behandlung mit dem AT;-Rezeptor-Antagonisten Telmisartan (TEL) die
Adipositas-induzierten Beeintrachtigungen verbessert oder gar verhindert. Um diese Hypothesen

zu Uberprifen, wurden in dieser Arbeit folgende Fragen untersucht:

1. Kommt es durch eine Didt-induzierte Adipositas zu einer neurovaskuldren Entkopplung mit
gleichzeitiger Reduktion des CBF?

2. Welche strukturellen oder funktionalen Verdnderungen stehen moglicherweise mit diesen
Defiziten im Zusammenhang?

3. Gehen neurovaskuldre Einschrankungen mit kognitiven und psychosomatischen Defiziten
einher?

4. Kann eine Behandlung mit dem AT:-Rezeptor-Antagonisten TEL wahrend einer

hochkalorischen Diat diese Beeintrdachtigungen verbessern?

Um diesen Fragen nachzugehen, wurde bei Mausen durch HFD eine Didt-induzierte Adipositas
ausgeldst. Ein Teil der Tiere erhielt zusatzlich den AT;-Rezeptor-Antagonisten TEL. Mittels Laser
Speckle Imaging (LSl) und MRT wurden die neurovaskulare Kopplung und der CBF untersucht.
Zudem wurde mit verschiedenen Verhaltensversuchen der Behandlungseffekt auf Kognition und
Psychosomatik analysiert. Um Hinweise auf mogliche beteiligte Prozesse zu erhalten, wurden
unterschiedliche Gehirnareale auf Faktoren untersucht, die mit Adipositas in Zusammenhang
stehen, wie zum Bespiel die Bildung von String Vessel (oder auch acellular capillaries genannt),
durch die aufgrund fehlender Endothelzellen kein Blutfluss mehr stattfinden kann. Sie bestehen
lediglich aus einer Basalmembranhiille®®. Zudem wurden zellulidre Seneszenz und oxidativer

Stress in Endothelzellen untersucht.
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3. Material

3.1. Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Acrylamid-Bisacrylamid-Mischung
(Rotiphorese 30 %)

Albumin Fraktion V (Bovines

Serumalbumin, BSA)
Ammoniumpersulfat (APS)
Blocking Reagent
Bromphenolblau

DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan
Dinatriumphosphat (Na;HPO,)
Dithiothreitol (DTT)
Einbettmedium

Ethanol, absolut

Ethanol, 70% (v/v), vergéllt
Formamide

Gummi arabicum

MATERIAL

Hersteller

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe (D)

GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont (UK)

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Roche Diagnostics, Mannheim (D)

GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont (UK)
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe (D)

Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont (GB)
Leica Microsystems, Wetzlar (D)

J. T. Baker, Center Valley (USA)

Th. Geyer, Renningen (D)

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, (D)

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
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Glycerin

Glycin

Heparin 25000 U / 5 m|

Isofluran
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Ketamin
Ketaset

Ketabel 100 mg/m|
Magnesiumchlorid (MgCly)
Meditomedin, Dorbene
Methanol
Milchpulver
Mowiol 4-88
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH) 1 M
PageRuler Prestained Protein Ladder
Paraformaldehyd

Ringerlosung / Isotone Natriumchlorid-

Losung 0,9% (NaCl)
Salzsédure (HCI) 1 M
Saccharose

Sheath Fluid

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe (D)
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe (D)
Ratiopharm, Ulm (D)

Baxter International, Deerfield (USA)

Merck KGaA, Darmstadt (D)

Zoetis Deutschland GmbH, Berlin (D)
bela-pharm GmbH & Co. KG, Vechta (D)

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe (D)
Zoetis Deutschland GmbH, Berlin (D)

Th. Geyer, Renningen (D)

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe (D)
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe (D)
Avantor, Center Valley (USA)

Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

Merck KGaA, Darmstadt (D)

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Merck KGaA, Darmstadt (D)

Berlin-Chemie Menarini, Berlin (D)

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe (D)
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe (D)

Merck KGaA, Darmstadt (D)
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SuperSignal™ West Femto Maximum Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Sensitivity Substrate
Telmisartan: Micardis® 40 mg Tabletten ~ Boehringer Ingelheim, Ingelheim am Rhein, (D)
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe (D)

Tris-HCI (2-Amino-2-hydroxymethyl- Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe (D)
propan-1,3-diol) Lésung 0,5M, pH 8,8

Tris-HCI (2-Amino-2-hydroxymethyl- Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe (D)
propan-1,3-diol) Lésung 1,5M, pH 6,8

Xylazin Rompun® 2 % Injektionsldsung Bayer AG, Leverkusen (D)

3.2. Puffer und Lésungen

3.2.1. Suspensionen fiir orale Gavage

Telmisartan Suspension

Micardis® 40 mg Tabletten von Boehringer Ingelheim wurden gemdérsert und mit 2,5 g Gummi
arabicum vermengt. Die Mischung wurde anschlieRend in 25 ml Leitungswasser suspendiert. Die

Konzentration der Suspension betrug 1,6 mg/ml TEL in 10 % (v/v) Gummi arabicum.

Vehikel-Kontrolllésung

Analog zur TEL-Suspension wurde eine 10 %-ige (v/v) Losung Gummi arabicum in Leitungswasser

hergestellt. Sie diente der Kontrollbehandlung (KON).
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3.2.2. Puffer und Lésungen

Bezeichnung

Eindeckmedium (Mowiol/DABCO)

Hybridisierungspuffer

Paraformaldehyd (PFA) (4 %), pH 7,4

Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS), pH 7,4

Ringer-Heparin

SDS-PAGE Probenpuffer, pH 6,8 (4x)

Tris-gepufferte Salzsdure (TBS)-T, pH 7,6

24

Zusammensetzung

3,6 M Glycerin

0,43 mM Mowiol 4-88
0,2 M Tris-HCI (pH 8,5)
22,3 mM DABCO

70 % Formamide

25 nM MgCl,

0,1 M Tris (pH 7,2)

5 % Blocking Reagent

PBS

4 % (w/v) Paraformaldehyd

mit Natriumhydroxid auf pH 7,4 eingestellt

137 mM NaCl
2,7 mM KCl

10 mM Na;HPO4
2 mM KH,PO4

Ringer-Losung

10 U / ml Heparin

300 mM Tris-HCI (pH 6,8)
12,5 % SDS

20 % (v/v) Glycin

0,1 % (w/v) Bromphenolblau
402 mM Dithiotriol (DTT)

20 mM Tris
137 mM NacCl
0,1 % Tween-20



MATERIAL

Western Blot Elektrophoresepuffer pH 8,3 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % SDS

Western Blot Transferpuffer pH 8,5 17 mM Tris
187 mM Gylcin
20 % (v/v) Methanol

3.3. Kits und Proteine

Bezeichnung Hersteller
Bullet Blender® PINK Bead Lysis Kit Next Advance, Averill Park (USA)

Milliplex® MAP Mouse Metabolic Magnetic Bead Merck KGaA, Darmstadt (D)
Panel #tMMH-K44 und #MMHE-K44

3.4. Antikérper

Primarantikérper  Hersteller, Ursprung, Sekundarantikérper
Katalognummer Verdinnung
CD31/Pecaml BD Pharmingen, Ratte, anti-Ratte, Alexa 488, Esel,
#553370 1:500 1:400
Abcam, Kaninchen, anti-Kaninchen, Alexa 488,
#ab28364 1:50 Ziege, 1:1000
Collagen IV Abcam, Kaninchen, anti-Kaninchen, Cy™3,
(Col IV) #ab6586 1:500 Esel, 1:400
4-Hydroxynonenal Merck KGaA, Kaninchen, anti-Kaninchen, Cy™3,
(4-HNE) #393207 1:1000 Esel, 1:500
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Perilipin 2
(Plin2)

S100B

eNOS (Typ Ill)

phospho-eNOS

(Ser1177)

o-Tubulin

3.5. Gerate

Bezeichnung

7-Tesla Kleintier-

Magnetresonanztomograph

96-Well-Plattenmagnet

Autoklav
Beatmungsgerat

Blutdruckmessgerat
freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Prof.
Jens Mittag, Medizinische
Klinik I, UKSH Lubeck

Bio-Plex® Handheld

Magnetic Washer
Systec V-65
MiniVent, Model 845

Blood Pressure
Analysis System,

Model: SC-1000
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Progen, Meerschwein, anti-Meerschwein, Alexa
#GP46 1:250 594, Ziege, 1:1000
Synaptic Systems, Huhn, anti-Huhn, Alexa 488,
#287006 1:500 Ziege, 1:1000
BD Transduction, Maus, anti-Maus-IgG HRP,
#610296 1:2500 Kaninchen, 1:5000
Cell Signaling Technology, Kaninchen, anti-Kaninchen-lgG HRP,
#9571S 1:500 Ziege, 1:5000
Cell Signaling Technology, = Kaninchen, anti-Kaninchen-IgG HRP,
#2144 1:5000 Ziege, 1:5000
Gerétetyp Hersteller
ClinScan Bruker, Billerica (USA)

BioRad Laboratories, Miinchen (D)

Systec, Linden (D)
Havard Apparatus, Holliston (USA)

Hatteras Instruments, Cary (USA)



Blutzuckermessgerate

Chemiluminiszenz-

Aufnahmegerat

Feedback-reguliertes

Warmesystem

Fluoreszenzmikroskop

Gefrierschranke

Gelelektrophorese-System

fir Polyacrylamidgele

GelgielRapparatur fir

Polyacrylamidgele
Heizblock

Homogenisator

Horizontalschittler
Isofluranverdampfer
Kapnometer

Kryotom

Laser Speckle Imaging
Lichtquelle

Morser und Pistill

Ascensia Elite XL

Fusion Solo S

TCAT-2LV

DMI 6000B
DM5500

-80 °C: MDF-594
-20 °C: Medilinie

Mini-PROTEAN®

Handcasting Set

QBT2

Bullet Blender®
Storm 24 Modell
BBY24M-CE

MTS4

microCapstar
CM 3050

FLPI
Polychrome V

Morser 55 / Pistill 56
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Roche Diagnostics, Mannheim (D)

VWR International LLC, Radnor (USA)

Physitemp Instruments, Clifton MA
(USA)

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar (D)
Leica Microsystems, GmbH Wetzlar (D)
Sanyo, Moriguchi (JP)

Liebherr, Biberach a. d. Ri8 (D)

Bio-Rad Laboratories, Miinchen (D)

Bio-Rad Laboratories, Miinchen (D)

Grant Instruments Ltd., Royston (UK)

Next Advance Inc., Troy (USA)

IKA®-Werke, Staufen (D)

Drager AG, Lubeck (D)

CWE Inc. (USA)

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar (D)
Moor Instruments Ltd., Axminster (UK)
FEI Munich, Minchen (D)

Haldenwanger, Waldkraiburg (D)
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Multipette

Multiplex Reader,

freundlicherweise zur

Verflgung gestellt von Prof.

Marcus Altfeld, Heinrich-

Pette-Institut Hamburg

Nuklear-Magnet-Resonanz-

Spektroskop

pH-Meter

Pipetten

Pipettierhilfe

Rollenmischer

Schlundkantle fir orale

Gavage

UV-Vis-Spektrophotometer

Vortexer

Waagen

Multipette plus

Luminex 200™ System

(Bio-Plex® 200)

LF110-BCA Analyzer

5220-Kit

SevenCompact™

Reference / Research
(10 pl, 100 pl, 200 pl,
1000 pl)

Pipetus

RM5

1428 LL

NanoDrop 2000

Vortex Genie 2
ABT 100-5 M
BL600
MC1LC220S

MC1 LC 4200 S
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Eppendorf AG, Hamburg (D)

Bio-Rad Laboratories, Miinchen (D)

Bruker (USA)

Mettler-Toledo, Columbus (USA)

Eppendorf AG, Hamburg (D)

Gilson, Middleton (USA)

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt

(D)
CAT, Ballrechten-Dottingen (D)

Acufirm Ernst Kratz, Dreieich (D)

Thermo Fisher Waltham

(USA)

Scientific,

Scientific Industries, Bohemia (USA)
Kern & Sohn GmbH, Balingen (D)
Sartorius AG, Gottingen (D)
Sartorius AG, Gottingen (D)

Sartorius AG, Gottingen (D)



Wasseraufbereitungsanlage

Wippschuttler

Zentrifugen

3.6. Verbrauchsmaterialien

Produkt
Blutzuckerteststreifen
Deckgldser
Einmalklvetten

Fettstift

Filterpapier

Infusionskanule

Injektionskanilen

medizinisches Klebeband
Mikrovette

Multipettenaufsatze

Milli-Q Reference
WT17

DRS-12

Biofuge Pico
Mikro 200 R

Universal 320 R

Typ

Elite Sensor

24 x50 mm
PMMA semi-micro

DAKO Pen

Whatman

Safety-Multifly 21 G

BD Microlance 3 23 G, 26
G,27G

DuraporeTM
CB300

Combitips advanced 0,5
ml/2,5ml/5,0ml
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Merck KGaA, Darmstadt (D)
Biometra GmbH, Gottingen (D)
neolLab GmbH, Heidelberg (D)
Heraeus, Hanau (D)

Andreas Hettich, Tuttlingen (D)

Andreas Hettich, Tuttlingen (D)

Hersteller

Bayer Vital, Leverkusen (D)

Th. Geyer, Renningen (D)

VWR International, Radnor (USA)

Agilent Technologies, Santa Clara

(USA)

GE Healthcare Life Sciences, Little

Chalfont (UK)
Sarstedt, Nimbrecht (D)

BD, Franklin Lakes (USA)

3M, St. Paul (USA)
Sarstedt, Nimbrecht (D)

Eppendorf AG, Hamburg (D)



MATERIAL

Nitrilhandschuhe Peha-soft nitrile FINO Hartmann, Heidenheim (D)

Nitrozellulosemembran 0,2 um GE Healthcare Life Sciences, Little

Chalfont (UK)

Objekttrager Superfrost Plus Thermo Fisher Scientific,
Waltham (USA)

Pipettenspitzen 10 pl /200 pl / 1000 ul Sarstedt, Nimbrecht (D)
10 pl /200 pl / 1000 ul Eppendorf AG, Hamburg (D)
Polypropylen Réhrchen CELLSTAR® 15 ml / 50 ml Greiner Bio-One International

GmbH, Kremsmiunster (AT)

Reaktionsgefalle 0,5ml/1,5ml/2ml Eppendorf AG, Hamburg (D)
Serologische Pipetten CELLSTAR®5ml/10ml/  Greiner Bio-One International
25ml /50 ml GmbH, Kremsminster (AT)
Skalpelle Typ 10/ 11 Feather, Osaka (JP)
Spezialdiaten fur Mause Hochfettdiat (HFD) ssniff Spezialdidten GmbH, Soest

EF acc. D12492 (1) mod. (D)

Normalfettdiat (NFD) ssniff Spezialdidaten GmbH, Soest
EF S124508B mod. (D)

Hochfettdiat (HFD) Research Diets Inc., New
D12492 Brunswick (USA)

Normalfettdiat (NFD) Research Diets Inc., New
D12450) Brunswick (USA)

Standard-Zuchtdiat Maus  Altromin Spezialfutter GmbH &

1314 Co. KG, Lage (D)
Spritzen 1ml/5ml/10ml/20ml/ BD, Franklin Lakes (USA)
50 ml
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https://researchdiets.com/formulas/d12450J

Szinitillationsgefald 6 ml

Vinylhandschuhe Vinyl 2000 PF

3.7. Software

Bezeichnung
Anymaze
EndNote X7.7.1

Evolution Capt

Fiji Image)

GraphPad® Prism 8 und 9
LAS AF Imaging Software
moorFLPI V2.1 Software

Office 2010
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MATERIAL

PerkinElmer Inc., Waltham (USA)

Meditrade GmbH, Kiefersgelden
(D)

Hersteller
Stoelting, Chicago (USA)
Thomson Reuters, New York City (USA)

VILBER LOURMAT Deutschland GmbH,
Eberhardzell (D)

Open Source Project

GraphPad® Software, La Jolla (USA)
Leica Microsystems, Wetzlar (D)

Moor Instruments Ltd., Axminster (UK)

Microsoft, Redmond (USA)
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4. Methoden

4.1. Tierexperimentelle Methoden

Alle Tierversuche wurden den Richtlinien des Ministeriums flr Energiewende, Landwirtschaft,
Umwelt, Natur und Digitalisierung des Bundeslandes Schleswig-Holstein entsprechend
durchgefihrt und unter dem Zeichen V241-60532/2017 (126-10/17) am 27. November 2017, mit
Anderungen am 15. Februar 2018, 28. August 2018, 17. September 2018 und 24. Januar 2020

genehmigt.

4.1.1. Allgemeine Haltungsbedingungen

Die Mause wurden in individuell ventilierten Kafigen (IVC) mit einer Fliche von 500 cm? in
Gruppen von 3-4 Mausen in den klimatisierten Haltungsraumen der Gemeinsamen Tierhaltung
der Universitat zu Libeck im Gebdude 66 bei einem 12h Hell-Dunkel-Rhythmus (Lichtphase 6:00-
18:00 Uhr) gehalten. Lediglich fir die Durchfiihrung der Verhaltensversuche (Abschnitt 4.1.5)
wurden die Mause vier Tage vor dem Versuch in Einzelhaltung gesetzt, um die Variabilitat der

Stressreaktion zu minimieren.

Fir die Studien 1 und 3 wurden 5 Wochen alte ménnliche Wildtyp-Mé&use des Stammes C57BL/6N
des externen Zlchters Charles River Deutschland verwendet. Bis zum Versuchsbeginn wurden die
Tiere ad libitum mit einer Standarddiat (Altromin Zuchtdidt Maus, #1314) und Leitungswasser
geflttert und anschlieRend auf die Spezialdidt (SNIFF Spezialdidten GmbH, Hochfettdiat #E15742-
34 und Normalfettdiat #£15748-047) umgestellt.

Flr Studie 2 wurden 21 und 29 Wochen alte mannliche Wildtyp-Mause des Stammes C57BL/6)J
des externen Zlchters Jackson Lab USA (#380050) bezogen, die bereits ab der 7. Lebenswoche
eine Spezialdidt (Research Diets Inc., Hochfettdidt #31466 und Normalfettdiadt #39072) beim

Zichter erhalten haben, welche nach Ankunft der Tiere in den eigenen Haltungsrdumen weiter
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geflttert wurde. Nach einer Akklimatisierung von 2 Wochen waren die Tiere zu Beginn der

Versuche 23 bzw. 31 Wochen alt (16 und 24 Wochen Spezialdiat).

4.1.2. Studienprotokolle

Fur die Studien 1 und 3 wurden die Tiere mit einer unterschiedlichen Gesamtdauer nach dem
gleichen Protokoll behandelt. Dafir wurden die Mause vor Versuchsbeginn gewichtsrandomisiert
in vier gleich grofRe Behandlungsgruppen eingeteilt, und es wurde eine Prifung auf eine
gleichmaRige Verteilung hinsichtlich des Gewichts durchgefiihrt. Zu Beginn der Behandlung (Tag
0) wurde die Standarddiat gegen eine Spezialdiat ausgetauscht. Zur Induktion von Adipositas und
Diabetes bekam die Halfte der Tiere Futter mit einem sehr hohen Fettanteil (Hochfettdiat, HFD),
wahrend die andere Halfte Kontrollfutter mit einem normalen Fettanteil erhielt (Normalfettdiat,
NFD). Der Fettanteil der HFD betrug 35 %, enthielt 24 klJ/g mit einer umsetzbaren Energiemenge,
die zu 21 % aus Kohlenhydraten, 19 % aus Proteinen und 60 % aus Fett bestand. Der Starkeanteil
in der NFD war hoher und der Anteil an Fett entsprechend niedriger bei nur 5 %. Die NFD enthielt
18 kl/g mit einer umsetzbaren Energiemenge, die zu 67 % aus Kohlenhydraten, 20 % aus

Proteinen und 13 % aus Fett bestand.

Ab Tag 0 des Behandlungszeitraums bekamen die Tiere zusatzlich in Abhangigkeit der
Behandlungsgruppe taglich TEL oder die Vehikelkontrolle (KON) verabreicht (Abschnitt 4.1.2). Die
TEL-Behandlung erfolgte in Abhdngigkeit des Gewichts. Daher wurden die Mause taglich vor der
Verabreichung gewogen. Es gab bei Studie 1 und 3 folgende Behandlungsgruppen: NFD + KON
(NFDkon), NFD + TEL (NFDte), HFD + KON (HFDkon) und HFD + TEL (HFDre), wobei sich die Lange

des Behandlungszeitraums unterschied (siehe Protokoll Studie 1 und 3).

Die Tiere der Studie 2 erhielten bereits ab der 7. Lebenswoche beim externen Zichter die
Spezialdiat (Abschnitt 4.1.1). Der Fettanteil der HFD betrug hier 35 % und die Diat enthielt 22 ki/g
mit einer umsetzbaren Energiemenge, die zu 20 % aus Kohlenhydraten, 20 % aus Proteinen und
60 % aus Fett bestand. Das NFD Kontrollfutter hatte einen Fettanteil von 4 % und enthielt 16 kJ/g
mit einer umsetzbaren Energiemenge, die zu 70 % aus Kohlenhydraten, zu 20 % aus Proteinen

und zu 10 % aus Fett bestand. Nach Ankunft in Libeck erhielten die Mause bis zum Ende der
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gewlinschten Fltterungsperiode von 16 bzw. 24 Wochen das gleiche Futter. Fiir Studie 2 wurden

die Tiere nicht mit TEL behandelt.

Orale Verabreichung von TEL

TEL wurde in Studie 1 und 3 analog zu Dapper et al., Rawish et al. und Schuster et gl.*4’- 164 16
taglich mit einer Dosis von 8 mg/kg Kérpergewicht mittels oraler Gavage Uber eine Schlundsonde
verabreicht. Die ein bis zweimal wochentlich angesetzte TEL-Losung (Abschnitt 3.2.1) mit einer
Konzentration von 1,6 mg/ml wurde im Kihlschrank aufbewahrt. Jede Maus erhielt entsprechend
5 ul pro g Kérpergewicht der Losung. Die Kontrollgruppen erhielten das gleiche Volumen der KON-
Losung (Abschnitt 3.2.1).

Studie 1

In Studie 1 wurde untersucht, ob die Futterung mit HFD fir 8 Wochen und die resultierende
Adipositas zu einer verminderten neurovaskuldren Kopplung und zu einer reduzierten
Gedachtnisleistung fihrt und ob die gleichzeitige Behandlung mit TEL diese Defizite verbessern
oder verhindern kann. Alle Mause dieser Studie wurden fir insgesamt 8 Wochen bzw. 56 Tage
entsprechend obiger Beschreibung behandelt. Wahrend der letzten Behandlungswoche wurde
bei allen Mausen der Barnes Maze Test (Abschnitt 4.1.5) durchgefihrt und am letzten
Behandlungstag (Tag 56) wurde die neurovaskuldre Kopplung mittels LSI-Messung (Abschnitt
4.1.3) untersucht. Die Studie wurde am selben Tag mit der Blut- und Organentnahme (Abschnitt
4.1.7) beendet. Jede Behandlungsgruppe bestand aus 13 Mausen, wobei drei Tiere wahrend der

Operation flr die LSI-Messung gestorben sind.

Studie 2

Ziel von Studie 2 war die Untersuchung der Zeitabhédngigkeit beim Auftreten von Defiziten in der
neurovaskularen Kopplung. Dafiir erhielten die Méause ihre Spezialdiat fir insgesamt 16 oder 24
Wochen ohne eine zuséatzliche TEL-Behandlung. Wahrend der letzten Behandlungswoche wurde
bei allen Tieren der Barnes Maze Verhaltenstest (Abschnitt 4.1.5) und an Tag 112 bzw. 168 die

neurovaskulare Kopplung mittels LSI (Abschnitt 4.1.3) untersucht. Die Studie wurde am selben
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Tag mit der Blut- und Organentnahme (Abschnitt 4.1.7) beendet. Jede Behandlungsgruppe
bestand aus 13 Mausen, wobei ein Tier wahrend der Operation fir die LSI-Messung gestorben

ist.

Studie 3

Da alle Experimente mdglichst innerhalb der letzten Behandlungswoche durchgefiihrt werden
sollten und die Anzahl der verschiedenen Untersuchungen das durchfiihrbare Pensum Ubertraf,
wurde diese Studie in zwei Kohorten durchgefihrt. Jede Behandlungsgruppe bestand aus 13
Mausen, wobei eine Maus wahrend des Behandlungszeitraums aufgrund einer Zahndysplasie

getotet werden musste.

Studienteil A

In Teil A von Studie 3 (Abbildung 4) wurde untersucht, ob eine verminderte neurovaskulare
Kopplung nach 16 Wochen HFD-Fitterung durch die Behandlung mit TEL normalisiert werden
kann. Des Weiteren wurde Uberprift, ob die HFD-induzierte Adipositas zu kognitiven Defiziten
fuhrt, und ob TEL diese verbessern oder verhindern kann. Alle M&use dieser Studie erhielten fir
insgesamt 16 Wochen bzw. 114 Tage die Spezialdidt wie oben beschrieben und wurden
gleichzeitig taglich mit TEL oder KON behandelt. In Woche 16 wurde bei allen Mausen der Open
Field Test (Abschnitt 4.1.5) als Teil der Adaptionsphase des Object Place Recognition Tests
(Abschnitt 4.1.5), der an den darauffolgenden Tagen erfolgte, durchgefiihrt. Die neurovaskulare
Kopplung wurde mittels LS| (Abschnitt 4.1.3) als finaler Versuch an Tag 114 durchgefihrt. Die

Studie wurde am selben Tag mit der Blut- und Organentnahme (Abschnitt 4.1.7) beendet.

OF OPR LSI

. >

Tag O 107108-111 114

Abbildung 4. Studienplan 3A. Schematische Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Experimente von Studie
3A. OF: Open Field Test; OPR: Object Place Recognition Test; LSI: Laser Speckle Imaging
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Studienteil B

Teil B von Studie 3 (Abbildung 5) diente der Untersuchung des Einflusses der HFD und TEL auf
Parameter des metabolischen Syndroms. Aullerdem wurde mit einem weiteren Test zum
Angstverhalten das Ergebnis aus Studienteil A bestdtigt und die absolute Perfusion in
verschiedenen Gehirnarealen gemessen. Alle Mause dieses Studienteils wurden fir insgesamt 16
Wochen bzw. 114 Tage wie beschrieben behandelt. In Woche 15 (Tag 104) wurde bei allen Tieren
der Elevated Plus Test (Abschnitt 4.1.5) durchgefihrt. In Woche 16 wurde an Tag 105 die
Korperzusammensetzung (Abschnitt 4.1.6) und an den Tagen 106-110 der Blutdruck (Abschnitt
4.1.6) bestimmt. Am Tag 112 wurden die Méause nach Kiel zum Molecular Imaging North
Competence Center (MOIN CC) transportiert. Dort wurden am finalen Versuchstag (Tag 114) die
MRT zur Bestimmung der Gehirnperfusion durchgefiihrt. Am selben Tag wurde die Studie mit der

Blut- und Organentnahme (Abschnitt 4.1.7) beendet.

EP BC BP MRT

| v

Tago 104 105106-110 114

Abbildung 5. Studienplan 3B. Schematische Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Experimente von Studie
3B. EP: Elevated Plus Test; BC: Korperfettzusammensetzung, engl. Body Composition ; BP: Blutdruck; MRT:
Magnetresonanztomographie

4.1.3. Laser Speckle Imaging

Bei der Laser Speckle Imaging (LSl) Methode handelt es sich um eine indirekte Messmethode der
Gewebsperfusion, welche hier genutzt wurde, um Veranderungen in der Gehirnperfusion nach
entsprechender Stimulation darzustellen. Die Methode wurde, abgesehen von kleinen

Anderungen, in Anlehnung an Wenzel et al. adaptiert®®®,

Fir die Messung wurden die Mause mit einer intraperitoneal (i.p.) verabreichten Kombination
aus Ketamin (70 mg/kg Korpergewicht) und Xylazin (16 mg/kg Koérpergewicht) anasthesiert,

welche initial wahrend der Operation durch 1-1,5 % Isofluran ergdnzt wurde. Da Letzteres selbst
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eine Durchblutung fordernde Wirkung hat, wurde es mindestens 15 min vor Beginn der Messung
ausgestellt. In regelméaBigen Abstanden wurde mittels Zwischenzehenreflex getestet, ob bei den
Mausen Schmerzfreiheit gegeben war. Die Aufrechterhaltung der Narkose wurde mit Ketamin i.p.
(70 mg/kg Korpergewicht) zwischen den Messungen alle 30-40 min gewahrleitstet. Die Tiere
wurden fur die Messung tracheotomiert und waren wahrend der gesamten Messung intubiert.
Die Ventilation Uber ein Beatmungsgerat erfolgte mit einem Luftgasgemisch aus 70 % Stickstoff
und 30 % Sauerstoff. Zur Uberwachung der Atmung in Form der CO,-Konzentration in der
exspiratorischen Luft waren die Mause zusdtzlich an ein Kapnometer angeschlossen. Das
Beatmungsvolumen und die Frequenz wurden so eingestellt, dass ein physiologischer CO,-Wert
von 34-38 mmHg erreicht und stabil gehalten werden konnte. Zudem wurde die
Korpertemperatur mit einem Feedback-regulierten Warmesystem wahrend der gesamten

Messzeit bei 37 °C gehalten.

Fir die Messung wurde zunachst der Schadelknochen durch das Entfernen der Kopfhaut
freigelegt. Um diesen vor dem Austrocknen wdhrend der Messung zu schitzen, wurde ein
Tropfen Ol aufgebracht. Nach einer Adaptionszeit von durchschnittlich 15 min hatte sich in der
Regel ein stabiler und gleichmaRiger Fluss eingestellt und es wurde mit der Messung und
Stimulation begonnen. Uber Elektroden, die subkutan im Bereich der Vibrissen eingebracht
worden waren, wurde der somatosensorische Cortex stimuliert. Die Messregionen wurden
entsprechend auf diesen Bereich festgelegt (Abbildung 7A). Die elektrische Stimulation erfolgte
mit einer Starke von 750 YA (5 ms, 5 Hz) fir 5 Sekunden. Der Anstieg der Perfusion in diesem
Bereich wurde mit dem LSI-Gerat gemessen und mit der moorFLPI Software aufgezeichnet. Die
Stimulation erfolgte fiinfmal hintereinander im Abstand von jeweils einer Minute. Nach einer
kurzen Messpause von ein paar Minuten wurde die zweite Stimulation durch eine Beimischung
von ca. 7 % CO; in die Beatmungsluft fir eine Dauer von 10 min durchgefihrt. Der Flussanstieg

wurde im Bereich der groRen sichtbaren GefalRe (Abbildung 7E) gemessen und aufgezeichnet.

Flr die Auswertung wurden pro Maus die Daten der drei Vibrissenstimulationen mit den gréRten
Flussamplituden ausgewertet und gemittelt. Als Basalwert wurden die Messwerte Uber die Zeit
von einer Minute vor der ersten Stimulation gemittelt und anhand dessen der relative Anstieg
berechnet. Fur die Auswertung der CO,-Stimulation wurde auf die gleiche Weise verfahren. Dabei
wurden die Messwerte 5 min vor Beginn der Stimulation gemittelt und als Basalwert festgelegt.

Fir die Berechnung der Area under the Curve (AUC) wurde die gesamte Flache unter den
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einzelnen Kurven gemessen. Dabei wurden lediglich die Werte bericksichtigt, die sich oberhalb

der Baseline befanden.

4.1.4. Magnetresonanztomographie

Die arterial spin labeling Magnetresonanztomographie (ASL-MRT) wurde zur Messung der
absoluten Gehirnperfusion in verschiedenen Gehirnregionen und die time-of-flight (TOF)
Angiographie zur Darstellung der Gefafstrukturen durchgefihrt. Die Methoden wurden,
abgesehen kleiner Anderungen, in Anlehnung an Wenzel et al. adaptiert'®® und erfolgte in
Kooperation mit dem MOIN CC in Kiel unter der Leitung von Prof. Jan-Bernd Hovener und der

Unterstltzung seines Teams.

Fir diese final geplanten Versuche wurden die Mduse 2 Tage vor der geplanten Messung zur
Akklimatisierung nach Kiel transportiert. Wahrend der Zeit vor Ort erhielten die Tiere weiterhin

ihrer Gruppe entsprechendes Spezialfutter und wurden mit KON oder TEL behandelt.

Fir die MRT-Messung wurden die Méause mit einer Mischung aus Ketamin (80 mg/kg
Korpergewicht) und Medetomidin (0,5 mg/kg Korpergewicht) i.p. anédsthesiert. Fortlaufend
wurden dabei die physiologischen Parameter wie Herz-, Atemfrequenz und Kérpertemperatur
Uberwacht. Um einen Warmeverlust zu verhindern, wurden die Mause fir die Messung auf einer
Warmeplatte mit 37 °C platziert. Die Messung erfolgte mit einem 7 Tesla MRT-Gerat und einer
T2-gewichteten Turbo-Spinecho-Sequenz mit folgenden Sequenzparametern: echo time (TE) =
32 ms, repetition time (TR) = 4500 ms, field of view (FoV) = 15x20 mm?, image matrix = 256x256,
turbo factor= 7, number of slices= 30, slice thickness= 0.5 mm, readout bandwidth =
100 Hz/pixel, 75 % phase oversampling, total acquisition time = 4:53 min. Zunachst wurde die
TOF-Angiographie durchgefiihrt und fiir die Sequenz folgende Parameter verwendet: TE=3.06 ms,
TR =18 ms, FoV =20x20mm?, image matrix =256x256, number of slices =28, number of 3D Blocks
=4, slice thickness = 0.13 mm, partial Fourier factor =6/8, readout bandwidth = 150 Hz/pixel, total
acquisition time = 6:26 min. Der CBF wurde mittels ASL mit Q2TIPS (quantitative imaging of
perfusion using a single subtraction with interleaved thin-slice TI1 periodic saturation) mit
TI1/T12/SS= 900/1400/1375 ms gemessen. Weitere ASL Scanparameter waren: Echo planar

imaging technique mit TE =12 ms, TR =2400ms, FoV =16x16 mm?, image matrix = 64x64,
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number of slices = 9, slice thickness = 0.5 mm, partial Fourier factor =6/8, readout bandwidth =

2112 Hz/pixel, total acquisition time = 3:42 min.

Fur die Auswertung wurden die mittleren Grauwerte mittels Fiji Imagel) Software bestimmt und
anhand derer die absoluten Perfusionswerte in den verschiedenen Gehirnregionen berechnet

(Abbildung 12). Die Werte beider Hemispharen wurden dabei gemittelt.

4.1.5. Verhaltensversuche

Allgemeine Vorgehensweise bei Verhaltensversuchen

Fir die Durchfihrung der Verhaltensversuche wurden folgende Umgebungsparameter beachtet:
In dem Raum, in dem der jeweilige Versuch stattfand, herrschten stets die gleichen
Umgebungsbedingungen. Die Raumtemperatur und -beleuchtung wurden wahrend der
Versuchstage nicht gedndert und waren fir alle Mause an allen Tagen gleich. Fir den Barnes
Maze Test (Abschnitt 4.1.5) wurden die Mause ca. 2 h vor Versuchsbeginn in den Raum gebracht,
damit sie sich an die Umgebung im Raum gewdhnen konnten. Fir alle weiteren Versuche waren
die Mause ab 2 Tage vor Versuchsbeginn bis zum Ende des Versuchs durchgehend im
Versuchsraum untergebracht. Starke Gerlche durch Kosmetik- oder Waschmittelprodukte oder
durch Essen wurden vermieden, um unndétigen Stress zu vermeiden. Das Anheben am Schwanz
wurde ebenfalls aus diesem Grund so kurz wie moglich gehalten. Alle Mause wurden vor
Versuchsbeginn Gber mehrere Tage an das tagliche Handling gewohnt. Zwischen jeder Maus
wurden die Testfelder und alle Objekte, die mit dem Tier in Kontakt gekommen waren, mit 70 %-

igem Ethanol gereinigt.

Open Field Test

Um Rickschlisse auf das Angstverhalten der Mause und deren Aktivitdt zu schlieBen, wurde ein
Open Field Test durchgefihrt. Fir den Test wurden die Tiere 4 Tage vor Beginn in Einzelhaltung
gesetzt und 2 Tage vorher vom allgemeinen Haltungs- in den Versuchsraum gebracht, in dem sie
bis zum Versuchsende verblieben. 3 Tage vor dem Versuch wurden die Mause zudem fir 3-5 min

taglich an die Transportbox (leerer IVC 500 cm?) gewdhnt. Fir den Test wurden die M&use jeweils
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fir 10 min mit gleicher Orientierung in das 35 cm x 35 cm grol3e, leere Testfeld gesetzt, welches
gleichmaRig mit 19 Lux ausgeleuchtet war. Das Verhalten der Mause wurde mittels Kamera
dokumentiert und anschlieBend wie in dem Kapitel Auswertung der Verhaltensversuche

beschrieben ausgewertet.

Elevated Plus Maze

Ahnlich zum Open Field Test wurde der Elevated Plus Test durchgefiihrt, um Angstverhalten und
Aktivitat der Mause zu untersuchen. Fir diesen Versuch wurden die Mduse auf ein Gestell
gesetzt, welches sich ca. 50 cm Uber dem Boden befand und aus zwei offenen und zwei durch
Wande begrenzte Arme bestand. Die Breite der Arme betrug 5 cm und die Lange jeweils 35 cm,
sodass die Mause sich darauf frei bewegen konnten. Fir den Versuch wurden die Mause nach
dreitdgigem Handling fir 5 min auf das Gestell gesetzt und deren Verhalten mittels Kamera
dokumentiert und anschlieRend dem Kapitel Auswertung der Verhaltensversuche entsprechend

ausgewertet.

Barnes Maze Test

Mit dem Barnes Maze Test wurde die Fahigkeit des raumlichen Lernens und der raumlichen
Gedéachtnisleistung untersucht, welche sich vor allem auf die Funktion des Hippocampus
zurickzufthren lasst. Mit Hilfe des Tests wurde untersucht, inwiefern die Mause in der Lage sind,
die Position eines bestimmten, visuell gekennzeichnet Bereichs zu erlernen und sich diesen zu
merken. Das Protokoll beruht auf den Durchfiihrungen von Sunyer et al.1%°. Der Test basiert dabei
auf der intrinsischen Vermeidung von aversiven Umgebungsbedingungen, die hier durch eine
starke Ausleuchtung des offenen Testfeldes mit 350 Lux gegeben war. Das Testfeld besteht aus
einer runden Plattform mit einem Durchmesser von einem Meter und weist am Rand 20
Vertiefungen im gleichméaRigen Abstand auf. Eine Vertiefung fihrt in eine Escape Box, welche die

Maus vor dem hellen Licht schitzt.

An funf aufeinander folgenden Tagen wurden die Mause zunéachst an die Testumgebung gewdhnt
bzw. an diesen Tagen lernten sie, wo auf der Plattform sich die Escape Box befand. Dafiir wurde

ihnen diese im ersten Versuch (Adaptation) gezeigt, indem sie von der durchfihrenden Person
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mit den Handen geleitet wurden, nachdem sie mittig auf die Plattform gesetzt worden waren.
Befand sich die Maus in der verdunkelten Escape Box, verblieb sie dort fiir 2 min. Am selben Tag
und den darauffolgenden 3 Tagen (Akquisitionsphase) erkundeten die Mause die Plattform
eigenstandig fur jeweils 3 min. Dabei endete der Versuch entweder, wenn die Maus die Escape
Box gefunden und betreten hatte oder die 3 min verstrichen waren. Sollte die Maus die Escape
Box innerhalb dieser Zeit nicht gefunden haben, wurde sie mit den Handen wie bei der Adaptation
vorsichtig zur Escape Box geleitet. Die Maus verblieb abschliefend fir 1 min in der verdunkelten
Escape Box. Pro Tag und Maus wurden 4 Versuche in einem zeitlichen Abstand von 15 min
durchgefuhrt. Wahrend der Pause wurden die Mause jeweils zurlick in ihre gewohnten Kafige

gesetzt.

Am Tag 6 des Tests (Probe Trial) erkundeten die Tiere die ausgeleuchtete Plattform fir jeweils 90

Sekunden. Bei diesem Versuch war die Escape Box verschlossen.

Wahrend aller Versuche wurden die Bewegungen der Mause mit Hilfe einer Kamera

aufgezeichnet und im Anschluss entsprechend ausgewertet.

Object Place Recognition Test

Der Object Place Recognition Test zielt auf die Analyse der Funktionalitat des Hippocampus ab

und beruht auf dem Wiedererkennen von bekannten Objekten und ihrer Position im Testfeld.

Dieser Test besteht aus drei Phasen: dem Handling, der Habituation und dem eigentlichen Object
Place Recognition Test. Fir den Test wurden die Mause 4 Tage vor dem Beginn der
Habituationsphase in Einzelhaltung Gberfihrt und 2 Tage vor Testbeginn zur Akklimatisierung an
die Umgebung in den Verhaltensraum gebracht, in welchem sie bis zum Ende des Versuchs
verblieben. 3 Tage vor Beginn der Habituation wurden die Mause flr 3-5 min taglich an die
Transportbox (leerer IVC, 500 cm?) gewdhnt. Die darauffolgende Habituationsphase erfolgte fiir
weitere 3 Tage (Tag 1-3) und diente der Gewdhnung an das Testfeld. Daflir wurden die Mause je
einmal taglich fir 10 min mit gleicher Orientierung in das 35 cm x 35 cm grolie, leere Testfeld
gesetzt, welches gleichmalRig mit 19 Lux ausgeleuchtet war (Abschnitt 4.1.5). Am Tag 4 und 5
erfolgte der eigentliche Test. Daflir wurden die Tiere mit zwei identischen Objekten in jeweils

unterschiedlichen Ecken im gewohnten Testfeld konfrontiert und sie konnten diese fir 10 min

42



METHODEN

erkunden. Nach einer Retentionszeit von 1 h (Test 1), fur die die Mause zurick in ihre gewohnten
Kafige gesetzt wurden, wurde die Position von eins der beiden Objekte in eine andere Ecke
verandert, wahrend das andere Objekt exakt an derselben Stelle verblieb. Die Mause hatten
anschlieBend erneut 5 min Zeit, das Testfeld zu erkunden. Gleiches wurde nach einer
Retentionszeit von 24 h (Test 2) durchgefiihrt. Das bereits einmal verstellte Objekt wurde dabei
nochmals in eine andere Ecke positioniert. Sowohl die Habituations- als auch Testphasen wurden

mittels Kamera aufgezeichnet, dokumentiert und anschlieRend ausgewertet.

Auswertung der Verhaltensversuche

Alle Verhaltensversuche wurden mit der Software Anymaze ausgewertet. Die aufgenommenen
Videos wurden geladen und die Position der Maus wurde von dem Programm automatisch
identifiziert, sodass eine automatische Messung der Laufstrecke, der Geschwindigkeit und des

Aufenthaltsorts im Testfeld bestimmt wurde.

Fir die Auswertung des Open Field Tests und die Untersuchung der Angstlichkeit wurde ein
Bereich von 11 % im Zentrum der Gesamtflache definiert, die Verweildauer der Mause in dieser

Zone detektiert und ins Verhéltnis zur Verweildauer im restlichen Versuchsfeld gesetzt.

Fir die Auswertung des Elevated Plus Tests wurde die Verweildauer der Tiere in den Bereichen
der offenen Arme mit der Zeit ins Verhaltnis gesetzt, die sie sich im Bereich der geschlossenen

Arme aufhielten, und somit die Angstlichkeit bewertet.

Die Videos des Barnes Maze Tests wurden fir jeden Versuchstag einzeln analysiert und
ausgewertet. Fir die Akquisitionsphase wurden die primaren Fehler eines jeden Versuchs gezahlt.
Dabei handelt es sich um die Fehler, die eine Maus gemacht hat, bevor sie das erste Mal die
Escape Box erreicht hat. Des Weiteren wurden die primare Latenz und Distanz ermittelt. Die
primdre Latenz ist die Zeit, die eine Maus bendtigt hat, um das erste Mal zur Escape Box zu
gelangen und die primére Distanz, die Strecke, die die Maus dafir gelaufen ist. Die Videos des
letzten Versuchstags, dem Probe Trial, wurden ebenfalls auf primare Fehler, Latenz und Distanz
hin analysiert. Dabei wurde auBerdem die Strategie bestimmt, mit der die Mause nach der Escape
Box gesucht haben. Hier wurde zwischen drei Strategien differenziert: der direkten Strategie,

welche sich durch das direkte Draufzulaufen der Maus auf die Position der Escape Box oder eine
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der direkt benachbarten Vertiefungen auszeichnet; der gemischten Strategie, die sich durch ein
zufélliges und unorganisiertes Suchen nach der Escape Box mit Durchkreuzen der Plattformmitte
auszeichnet; und der serienmafigen Strategie, die sich durch das Absuchen der Plattform im oder
gegen den Uhrzeigersinn von nebeneinanderliegenden Vertiefungen auszeichnet. AuRerdem

wurden die Gesamtdistanz und die Geschwindigkeit der Mause bestimmt.

Fir die Auswertung des Object Place Recognition Tests wurde die Zeit bestimmt, die die Mduse
am verstellten Objekt verbracht haben im Verhaltnis zur Gesamtzeit, die sie beide Gegenstande
untersucht haben. Als Interaktion mit dem Objekt wurde das Untersuchen des Objekts mit Augen
und Nase in unmittelbarer Nahe zum Objekt oder das Abtasten mit den Pfoten oder den Vibrissen

gewertet. Dieses Verhaltnis wurde als der Praferenzindex definiert.

Zeitverstelltes Objekt

Priaferenzindex = —— -
Zeltverstelltes Objekt + Zeltnicht verstelltes Objekt

4.1.6. Funktionstests

Messung der Kérperfettzusammensetzung

Die Korperfettzusammensetzung wurde mittels Nuklear-Magnet-Resonanz-Spektroskopie
(Minispec BCA Analyzer) durchgefihrt. Kurz vor der Messung wurden die Mause in den
Messungsraum gebracht. Die Mause wurden in eine Rohre gesetzt und rdumlich so weit
eingeschrankt, dass nur noch minimale Bewegungen moglich waren. Die Réhre wurde in dem
Gerét platziert und die Messung durchgefiihrt. Nach der Messung wurden die Mause umgehend

wieder zurlck in ihren gewohnten Kéfig gesetzt, um unnotigen Stress zu vermeiden.

Fir die Auswertung wurde die Fettmasse, die fettfreie Kérpermasse und die Masse an freier

Flussigkeit auf das Gesamtkdrpergewicht der Mause bezogen.

Plethysmographische Blutdruckmessung

Mittels nicht-invasiver Tail-Cuff Methode wurde die Blutdruckmessung durchgefihrt. Fir diese

Messung wurden die Mause auf einer Warmeplatte unter einer Box fixiert. Die
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Blutdruckmanschette wurde an der Schwanzwurzel angelegt und der Schwanz auf dem
Infrarotsensor platziert und mit einem Klebestreifen fixiert. Im ersten Teil der Messung wurde
der Puls mit der Hilfe von Infrarotlicht bestimmt. Konnte ein Puls detektiert werden, wurde der
Blutdruck mit der Blutdruckmanschette (iber die Veranderung des Pulses bestimmt. Uber zwei
aufeinanderfolgende Tage wurde der Blutdruck zur Eingewdhnung wahrend der inaktiven Phase
der Mduse gemessen und die eigentlichen Messungen anschlieRend an den Tagen 3-5
durchgeflhrt. Pro Messtag wurde ein Zyklus mit 15 Messungen pro Maus durchgeflhrt. Dafur
wurden folgende Einstellungen am Gerat vorgenommen und flr alle Messungen beibehalten:
operating mode: platform; preliminary cycles: O; measurement cycles: 15, movement detection:
no, min. pulse amplitude: 5 %, No. of consecutive peaks: 70; ignore peaks smaller than: 0.5 %,
max. pressure: 242 mmHg,; pulse time out: 30 s; measurement time: 30 s; time between
measurements: 2.5 s; systolic threshold: 20 %, diastolic threshold: 50 %, systolic criterion: signal
below threshold 90 %; systolic criterion: time below 0.5 s; diastolic criterion: signal below threshold

90 %, diastolic criterion: time below 0.5 s; platform temperature: 100 F/37 °C; dual operation.

Die Messwerte wurden fir die Auswertung Uber die 3 Messtage gemittelt. Dabei wurden

Messwerte mit einem diastolischen Wert unter 40 mmHg nicht mit einbezogen.

Blutzuckermessung

Die Bestimmung der Glukosekonzentration im Blut fand nach Abschluss der LSI-Messungen unter
Narkose statt und wurde mit einem kommerziellen Blutzuckermessgerdt und den
entsprechenden Teststreifen durchgefihrt. Dafiir wurde den Mausen 1 mm der Schwanzspitze
abgeschnitten, ein Bluttropfen mit den Teststreifen aufgenommen und der gemessene Wert

dokumentiert.

4.1.7. Gewinnung von biologischem Material

Plasmagewinnung

Fir die Plasmagewinnung wurde eine kardiale Blutentnahme durchgefiihrt. Dafiir wurde der

rechte Ventrikel vor der Perfusion punktiert, bis zu 1,5 ml Blut entnommen und in eine EDTA-
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Mikrovette Uberfihrt. Die Vollblutproben wurden fir 10 min bei 4 °C und 1000 g zentrifugiert.

Das klare Plasma wurde abgenommen, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei-80 °C gelagert.

Transkardiale Perfusion und Organentnahme

Fir die Studien 1-3A wurden zur Vermeidung von Verunreinigungen durch Blutriickstande fur die
Analysen ausschlieBlich perfundierte Organe verwendet. Am Ende der Studien 1-3A befanden
sich die Mause aufgrund der LSI-Messung bereits in Narkose. Hier wurde die Andsthesie durch
eine erneute Gabe von Ketamin (70 mg/kg Korpergewicht) vertieft und die Maus mittels
Zwischenzehenreflex auf Schmerzfreiheit geprift. Anschliefend wurde der Bauchraum gedffnet,
das Zwerchfell durchtrennt und der Brustkorb durch Zertrennen der Rippen gedffnet. Nach der
kardialen Blutentnahme (Abschnitt 4.1.7) wurde die Infusionskanile in den linken Ventrikel
eingefihrt und gleichzeitig der rechte Vorhof durch einen Einschnitt getffnet. Es folgte die
Perfusion mit 10-15 ml heparinisierter Ringerlésung (10 U/ml Heparin) und einer Flussrate von
300 ml/h. Zunichst wurde durch Dekapitation der Kopf abgetrennt und durch Offnen der
Schadeldecke das Gehirn mit Hilfe einer Pinzette vorsichtig entnommen. Nach der Entnahme
wurde das Gehirn direkt auf Trockeneis eingefroren und anschlieRend bei -80 °C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

Fir die Studie 3B wurden die Mé&use nicht perfundiert und durch eine Uberdosis des
Narkosemittels getotet. Fur diesen Studienteil wurden die Gehirne nach der Entnahme fiir 24 h
in 4 % PFA (Abschnitt 0) auf einem Rattler fixiert. Nach der Fixierung und einmaligem Waschen
mit PBS wurden die Gehirne in die zwei Hemispharen geteilt. Die linke Hemisphare wurde Uber
Nacht zunéachst in 15 %-iger Saccharoselésung in PBS (m/v) und anschlieBend eine weitere Nacht
in 30 %-iger Saccharoselosung in PBS (m/v) inkubiert. Danach wurden die linken Hemispharen in
Einbettmedium eingebettet und bei -80 °C eingefroren. Die rechten Hemispharen wurden nach

der PFA-Fixierung in 70 % Ethanol bei 4 °C gelagert.
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4.2. Proteinbiochemische Methoden

4.2.1. Multiplex-Assay

Der Multiplex-Assay ermoglicht es, mehrere Proteine mithilfe der Luminex™ xMAP™-
Technologie auf Basis eines Immunadsorptionsassays gleichzeitig zu erkennen und zu
guantifizieren. Dafir werden kleine magnetische Kigelchen (Beads) genutzt, die mit
Fluorophoren unterschiedlicher Intensitat gefarbt sind. Dadurch entstehen eindeutig zuordbare
Farbsignale. AulRerdem sind die Beads mit einem fiir das zu untersuchende Protein spezifischen
Antikorper beschichtet. Nach dem Sandwichprinzip bindet das gewlnschte Protein an den
primdren Antikérper und anschlieRend ein weiterer, enzymgekoppelter Antikérper an das
Protein. Die Farbintensitat der enzymatischen Farbreaktion ist dabei proportional zur Menge des
nachzuweisenden Proteins. Sowohl die spezifische Farbkodierung des Kigelchens als auch die
Intensitat der enzymatischen Farbung werden mittels Durchflusszytometrie gemessen. Im selben
Assay konnen durch die fluoreszierende Farbkodierung mehrere unterschiedliche Analyten

gleichzeitig gemessen werden.

Fir die Bestimmung verschiedener metabolisch relevanter Hormone im Blutplasma wurden also
Luminex xMAP®-basierte Multiplex-Assays durchgefihrt. Puffer, Waschlésungen und Standards
wurden entsprechend der Herstellerangaben vorbereit und gelagert. Ebenso wurden die Assays

entsprechend dem Herstellerprotokoll entsprechend durchgefihrt:

In jede Vertiefung der 96-Well-Platte wurden 200 pl Waschpuffer gegeben und fir 10 min auf
dem Rdattler inkubiert. Nach dem ersten Waschen wurden 10 pl der Matrixlésung in die
Vertiefungen fir Hintergrund, Standards und Kontrollen gegeben. Als Hintergrund wurden 10 ul
Assay Puffer in die entsprechende Vertiefung und ebenso in die Vertiefungen fir die Proben
hinzugegeben. In die Vertiefungen fir Standards und Kontrollen wurden 10 upl der im Kit
enthaltenden Standards und Kontrollen hinzugefiigt und in die Vertiefungen der Proben 10 ul der
entsprechenden Probe. Danach wurden in jede Vertiefung 25 ul der Beads hinzugegeben und die

Platte im Dunkeln bei 4 °C auf dem Rattler Gber Nacht inkubiert.

Am nachsten Tag wurde der Platteninhalt entfernt und die Platten 3 x mit 200 ul Waschpuffer

und Hilfe eines Plattenmagnets gewaschen. Anschliefend wurden in jede Plattenvertiefung 50 pl
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des Detektionsantikorpers gegeben und diese auf dem Riittler bei Raumtemperatur (RT) fir 1 h
im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden 50 pl Streptavidin-Phycoerythrin in jede
Vertiefung gegeben und diese erneut fir 30 min auf dem Ruttler bei RT im Dunkeln inkubiert,
gefolgt von 3 Waschschritten mit 200 ul Waschpuffer. Danach wurden in jede Vertiefung 150 pl

Luminex® Sheath Fluid gegeben und die Beads darin fir 5 min auf dem Ruttler inkubiert.

Die Messung der Platte wurde mit dem Luminex 200™-System in Kooperation mit Herrn Altfeld

und seinem Team vom Heinrich-Pette-Institut in Hamburg durchgefihrt.

4.2.2. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

Fir die Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurden die Gehirne der Méause bei 4 °C
aufgetaut und anschliefend in ein mit Zirconiumoxidperlen befiilltes Reaktionsgefals gegeben.
Die Menge der Perlen entsprach dem zweifachen Volumen des zu homogenisierenden Gewebes.
AnschlieRend wurde das dreifache Volumen an PBS hinzugefigt und das Gewebe flr 3 min bei
Stufe 8 des Homogenisators homogenisiert und in ein neues Reaktionsgefall Gberfihrt. Das

homogenisierte Gehirngewebe wurde bei -80 °C gelagert.

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das homogenisierte Gehirngewebe mit
einer 0,9 %-igen Natriumchloridlésung verdinnt (v/v, 1:300). AnschlieRend wurden 200 ul der
Verdinnung mit 800 pl Lowry-Reagenz versetzt und flr 10 min bei RT inkubiert. AnschlieRend
wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 pl Folin-Reagenz gestoppt und die Absorption nach
30-45 min bei einer Wellenldnge von 750 nM am Photometer gemessen. Zur Bestimmung der
Konzentration wurde eine Standardreihe mit Albumin von 20-200 pg/ml erstellt und parallel zu

den Proben mit Lowry- und Folin-Reagenz behandelt.

4.2.3. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Analyse der Proteine aus den Gehirnhomogenaten wurde die Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE, engl.: sodium dodecy! sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) verwendet, um die Proteine ihrer GroRe nach aufzutrennen. Nachdem die

Konzentration (Abschnitt 4.2.2) der Proben mit 1x SDS angepasst und die Proben 1:4 (v/v) in 4x
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SDS-Probenpuffer verdiinnt wurden, erfolgte eine Denaturierung fir 5 min bei 95 °C. Daraufhin
wurden jeweils 120 pg Proteinprobe auf das Gel (Tabelle 2) aufgetragen und mittels Tankpuffer

flr 2 h bei 120 V im SDS-Gel aufgetrennt.

Tabelle 2. Zusammensetzung des SDS Trenn- und Sammelgels.

Substanz Trenngel (10 %) Sammelgel (5 %)
H,0 4,05 ml 3,05 ml

Tris pH 8,8 (1,5 M) 2,5 ml -

Tris pH 6,8 (0,5 M) - 1,25 ml

SDS (10 %) 100 pl 50 ul
Polyacylamid-Mix 3,3ml 0,67 pl

(Rothiphorese™30)
APS (10 %) 50 ul 25wl
TEMED 10 ul 5ul

4.2.4. Western Blot

Nach der Trennung der Proteine im SDS-Gel wurden diese auf eine Nitrozellulosemembran
Uberflihrt, um die Proteine anschliefRend mit den entsprechenden Antikdrpern nachzuweisen.
Dafiir wurden Trenn- und Sammelgel voneinander getrennt und alle Komponenten des Sandwich-
Blots in Transferpuffer gewaschen. Das Trenngel wurde auf der Nitrozellulosemembran zwischen
Whatman-Filterpapieren und Schwammen im Stltzgitter positioniert und dieses dann in den
Blotapparat eingesetzt, so dass die Membran zur Anode hin ausgerichtet war. Der Sandwich-Blot
wurde vollstandig mit Transferpuffer bedeckt. Der Proteintransfer auf die Membran erfolgte
dann bei einer Stromstarke von 400 mA fur 2 h. Die Membran wurde im Anschluss dem Sandwich-
Blot entnommen und fir 1 h mit 5 % Milchpulver in TBS-T (m/v) blockiert. Nach der Inkubation
konnte spezifisch die Detektion der Proteine erfolgen. Die Membran wurde daflr Gber Nacht mit
dem Primarantikorper (Abschnitt 3.4) in Blockierldésung bei 4 °C auf dem Rittler inkubiert. Am
darauffolgenden Tag wurde die Membran 3 x fiir 5 min in TBS-T gewaschen und fir 2 h mit einem
an die Meerrettichperoxidase (HRP, engl. horse radish peroxidase) gekoppelten
Sekundarantikorper (Abschnitt 3.4) in Blockierlésung bei RT geschittelt. AnschlieRend wurde die

Membran nochmals 3 x fir 5 min mit TBS-T gewaschen und es folgte die Detektion der
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Chemielumineszenz an einem Fusion Solo S Aufnahmegerat und der Evolution Capt
Aufnahmesoftware. Dafiir wurde das SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate
Kit 1:2 (v/v) verdinnt und auf die Membran gegeben. Die Detektionsdauer wurde so angepasst,
dass deutlich Banden auf der Membran sichtbar waren, es aber nicht zu einer Uberbelichtung
kam. Die Quantifizierung wurde mit der Evolution Capt Software durchgefiihrt und die

Bandenintensitat des Zielproteins wurde stets auf die des Referenzproteins Tubulin normalisiert.

4.2.5. Immunhistochemie

Fir die immunhistochemische Analyse wurden koronare Gehirnschnitte aus unfixierten
kryokonservierten oder aus PFA-fixierten in Paraffin eingebettete Gehirne angefertigt. Die 20 um
dicken Kryoschnitte wurden bei -20 °C geschnitten und bis zur Antikorperfarbung bei -20 °C
gelagert. Die 3 um dicken Paraffinschnitte wurden in Kooperation mit der Mayo Clinic, Rochester

MN erstellt und bis zur Antikdrperfarbung bei Raumtemperatur gelagert.

CD31/Col IV/4-HNE

Fir die Charakterisierung des zerebrovaskuldaren Systems wurden die mit heparinisierter
Ringerlésung perfundierten und unfixierten Gehirne verwendet (Abschnitt 4.1.7). Die
Kryoschnitte wurden fir die Antikorperfarbung zunachst bei RT fir mindestens 30 min
getrocknet. Da es sich um unfixiertes Gewebe handelte, wurden die Schnitte zunachst fir 10 min
bei-20 °Cin Methanol fixiert und danach 3 x 5 min mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die
Schnitte bei RT fir 1 h mit 1 % BSA in PBS (m/v) blockiert. Danach wurden die Priméarantikorper
(Abschnitt 3.4) in Blockierlosung verdlinnt und Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach der Inkubation
wurde erneut 3 x flr 5 min mit PBS gewaschen und dann die Sekundarantikérper (Abschnitt 3.4)
in Blockierldsung mit DAPI (1:2000) auf die Schnitte gegeben und bei RT fir 1 h im Dunkeln

inkubiert. Nach erneutem Waschen in PBS wurden die Schnitte mit Mowiol/DABCO eingedeckt.

Pro Gehirn wurden aus zwei Schnitten je zwei Bilder pro Region mit dem Fluoreszenzmikroskop
bei einer 10-fachen VergroRerung aufgenommen. Mit Hilfe von Fiji Image) wurden die
Aufnahmen ausgewertet. Alle Bilder wurden auf Gesamtgefdlllange, Anzahl der

GefaRverzweigungen und Ladnge der String Vessel bzw. der 4-Hydroxynonenal (4-HNE)-positiven
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Gefdlle hin analysiert. Dabei wurden flr die String Vessel Lange die GefalRe gemessen, die fur Col
IV positiv, aber fir CD31 negativ waren; flir die Messung von 4-HNE, die Gefalse, die Col IV-positiv

und gleichzeitig 4-HNE-positiv waren.

CD31/CENPB

Fur die Detektion der Senescence-associated distension of satellites (SADS) in Endothelzellen
wurden in Paraffin eingebettete Gehirne verwendet, die ohne vorherige Perfusion entnommen
worden waren (Abschnitt 4.1.7). Zundchst wurden die Schnitte mit Histoclear deparaffinisiert und
mittels Ethanol-Gradienten (100 %, 90 %, 70 %) hydratisiert, gefolgt von einer Inkubation in
Wasser und PBS. Zur Antigenwiederherstellung wurden die Schnitte anschlieRend in 0,01 M
Citratpuffer (pH 6) bei 95 °C fir 10 min inkubiert. Nach dem Abkihlen auf etwa 40 °C erfolgte je
ein Waschschritt mit Wasser und PBS. Anschliefend wurden die unspezifischen Bindungsstellen
mit Blockierlosung (1:60 normal goat serum in 0,1 % BSA in PBS) fir 1 h bei RT blockiert. Die
primdren Antikdrper wurden mit Blockierldsung entsprechend den Konzentrationen in Abschnitt

3.4 verdinnt, auf die Schnitte gegeben und tber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Am Folgetag wurden die Schnitte 3 x mit PBS gewaschen, mit den entsprechend Abschnitt 3.4
verdinnten sekundaren Antikorpern fir 1 h bei RT inkubiert und abermals mit PBS gewaschen.
Fir die Detektion der SADS folgte die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH). Daflr wurden die
Schnitte mit 4 % PFA flr 20 min quervernetzt und danach mit -20 °C kaltem Ethanol (70 %, 90 %,
100 %) dehydratisiert. AnschlieBRend erfolgte eine Denaturierung fir 10 min bei 80 °C in
Hybridisierungspuffer (Abschnitt 3.2.2), welcher 2,5 mg/ml FAM-markierte CENPB-spezifische
(Centromer) Peptid-Nukleinsaure (ATTCGTTGGAAACGGGA) Probe (Panagene) enthielt. Es folgte
die Hybridisierung fir 2 h bei RT. Die Schnitte wurden danach mit 70 % Formamid in 2x SSC fur
15 min, 2 x 10 min mit 2x SSC und 1 x 10 min in PBS gewaschen, bevor sie in DAPI-enthaltenem

Eindeckmedium eingedeckt wurden.

Pro Gehirn wurden 10-11 Z-Stacks (alle 0,4 um) mit dem Fluoreszenzmikroskop bei einer 63-
fachen VergroRBerung aufgenommen. Mit Hilfe von Fiji Imagel wurden die Aufnahmen
ausgewertet. Dabei wurden die Zellkerne der CD31-positiven Zellen gezahlt, die mehr als zwei
SADS Events aufwiesen. Dies hat sich in der Arbeitsgruppe um Diana Jurk aus Rochester bei dieser

Methode als stabiler Grenzwert fir Endothelzellen erwiesen.
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Plin2/S1008

Fur die Charakterisierung der Lipid Droplets in Ependymzellen entlang des lateralen Ventrikels
wurden die in Paraffin eingebetteten Schnitte (Abschnitt 4.1.7) verwendet. Bis zur Inkubation mit
den priméaren Antikorpern wurden die Schnitte identisch zu Abschnitt CD31/CENPB behandelt.
Die Primarantikorper wurden entsprechend den Konzentrationen in Abschnitt 3.4 mit

Blockierlosung verdinnt, auf die Schnitte gegeben und tber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Am Folgetag wurden die Schnitte 3 x mit PBS gewaschen, anschliefend die Sekundarantikdrper
entsprechend Abschnitt 3.4 in Blockierldésung verdinnt und fir 1 h bei RT inkubiert. Es folgten
erneut 3 Waschschritte mit PBS, bevor die Schnitte mit DAPI-enthaltenem Eindeckmedium

eingedeckt wurden.

Mit dem Fluoreszenzmikroskop bei einer 63-fachen VergroRerung wurde die gesamte
Ependymzellschicht entlang des lateralen Ventrikels aufgenommen. Mit Hilfe von Fiji Image)
wurden die Aufnahmen ausgewertet. Alle Bilder wurden auf die GroRe der Lipid Droplets pro Zelle

hin analysiert.

4.3, Statistik

Die statistische Auswertung wurde mittels GraphPad Prism (Version 8 und 9) durchgefihrt. Alle
Datensatze wurden mit dem Ausreifertest nach Grubbs untersucht und sofern AusreifRer
vorhanden waren, wurden diese aus der Analyse ausgeschlossen. Zudem wurden die Daten mit
dem D'Agostino & Pearson Test auf eine GaulRsche Normalverteilung hin Uberprift. Fir den
Vergleich von zwei unabhangigen Stichproben wurde ein zweiseitiger Student’s t-Test
durchgefihrt und bei einem signifikanten Varianzenunterschied wurde eine Welch’s Korrektur
angewendet. Fur den Vergleich von vier Gruppen wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) fur die statistische Auswertung genutzt. Im Falle eines signifikanten Effekts wurde
anschlieRend ein Bonferroni-Post-hoc Test durchgefihrt. Das Signifikanzniveau betrug 0,05. Die
Daten sind in den Abbildungen als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM, engl.:
standard error of the mean) angegeben. Die Anzahl der unabhangigen Proben (n) ist in den

Abbildungsunterschriften angegeben.
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5. Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war zunachst zu untersuchen, ob eine HFD in einem klassischen Diat-
induzierten Adipositasmodell zu einer neurovaskularen Entkopplung und einer Reduktion des CBF
flhrt und welche Prozesse moglicherweise zu den Einschrankungen beitragen. Zudem wurde
Uberprift, ob die neurovaskuldaren Beeintrdachtigungen Verhaltensveranderungen zur Folge
haben und schliellich, ob der AT;-Rezeptor-Antagonist TEL die neurovaskuldren und kognitiven
Defizite verbessern oder gar verhindern kann. Daflir wurden 5-7 Wochen alte, mannliche Wildtyp
C57BL/6 Mause fiir verschieden lange Perioden mit NFD oder HFD geflttert und wahrenddessen
tdglich je nach Protokoll mit KON oder TEL behandelt. Alle Untersuchungen sind anschlieRend

innerhalb der letzten Behandlungswoche oder am letzten Behandlungstag durchgefiihrt worden.

5.1. Eine HFD-Fitterung flir 8 Wochen ist nicht ausreichend fiir eine neurovaskulare

Entkopplung

In der Literatur ist in verschiedenen Modellen der Zusammenhang zwischen HFD, Diabetes bzw.
Hyperglykdmie und neurovaskuldren Einschrankungen, wie die neurovaskulare Entkopplung und
die Reduktion des CBF, beschrieben worden, auch teilweise bereits nach 8 Wochen HFD-
Futterung®® 7% 7. Da diese Studien Uberwiegend in Rattenmodellen durchgefiihrt worden sind,
wurde mit der ersten Studie zunachst Uberprift, ob bei Mausen eine Fitterung mit HFD Uber
einen Zeitraum von 8 Wochen eine neurovaskuldre Entkopplung zur Folge hat. Um die
neurovaskulare Kopplung zu untersuchen, wurde am Ende des Behandlungszeitraums eine LSI-
Messung (Abschnitt 4.1.3) durchgefihrt. Dabei wurde die Amplitude des physiologischen
Anstiegs der Gewebeperfusion als Reaktion auf eine elektrische Tasthaarstimulation oder die

Stimulation mit CO, gemessen.

Bereits an Tag 16 der FUtterungsperiode hatten die HFDxon-Mause im Vergleich zu den mit NFD-
gefitterten Mausen signifikant an Gewicht zugenommen. Bis zum Ende des

Behandlungszeitraums entwickelten die HFDyon-Mduse eine ausgepragte Didt-induzierte
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Adipositas mit einer knapp dreimal so starken Gewichtszunahme im Vergleich zu den NFDgon-
Méausen (Abbildung 6A). Zudem zeigten die adipdsen HFDkon-Mause deutliche metabolische
Defizite. So waren die Insulin-, Resistin- und Leptinlevel im Plasma der HFDkon-M&use im Vergleich

zu den NFDgon-Mausen signifikant erhoht (Abbildung 6B-D).
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Abbildung 6. Metabolische Charakterisierung von Mdusen nach 8-wéchiger Behandlung mit HFD und TEL.
Méause wurden fir 8 Wochen mit Normalfett- (NFD) oder Hochfettdidt (HFD) gefuttert und gleichzeitig
taglich mit Vehikelkontrolle (KON) oder Telmisartan (TEL) behandelt. (A) Gewichtsverlauf und die absolute
Gewichtszunahme am Ende des Behandlungszeitraums; (B)-(D) Bestimmung der angegebenen
Plasmaproteinlevel am Ende der Behandlung; 2-Wege ANOVA mit Bonferroni multiple comparison
Posttest: (A) Interaktion F=25,61, P<0,001; Diat F=121,0, P<0,001; Behandlung F=51,98, P<0,001; (B)
Interaktion F=3,404, P=0,0738; Diat F=32,02, P<0,0001; Behandlung F=16,58, P=0,0003; (C) Interaktion
F=8,137, P=0,0066; Diat F=5,152, P=0,0283; Behandlung F=2,249, P=0,1410; (D) Interaktion F=3,223,
P=0,0797; Diat F=90,79, P<0,0001; Behandlung F=7,880, P=0,0075; * P<0,05 im multiple comparison
Posttest; n=10-13 pro Gruppe; Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.

Fir diese Studie wurde die eine Halfte der Tiere zusatzlich simultan zur HFD-FUtterung taglich mit
TEL oder KON behandelt. Die HFDyg,-Mause waren dabei vor der Diat-induzierten Adipositas
geschiitzt und nahmen vergleichbar viel Gewicht wie die NFD-gefltterten Mause zu (Abbildung
6A). Auch auf die Level der metabolischen Peptide hatte die Behandlung mit TEL eine teilweise
protektive Wirkung. Dies wird dadurch deutlich, dass die Plasmalevel insbesondere von Leptin
der HFDrei-Mause durch die gleichzeitige Behandlung mit TEL zum Teil reduziert werden konnten

(Abbildung 6D). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Mause nach 8 Wochen bereits erste
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HFD-induzierte, phdnotypische Verdanderungen hinsichtlich des metabolischen Syndroms

entwickelt hatten, welche durch TEL teilweise abgemildert werden konnten.

Am letzten Tag des 8-wochigen Behandlungszeitraums wurde die LSI-Messung zur Untersuchung
der neurovaskuldren Kopplung durchgefihrt. Die Veranderung der Gewebeperfusion wahrend
der Stimulation der Vibrissen wurde im Bereich des somatosensorischen Cortex gemessen
(Abbildung 7A). Die Méause reagierten dabei auf die elektrische Tasthaarstimulation mit einem
Anstieg der Gewebeperfusion um 53-58 % im Vergleich zum Basalwert vor der Stimulation
(Abbildung 7A, B). Entgegen der Erwartung konnte allerdings kein Unterschied zwischen den
Behandlungsgruppen festgestellt werden. Die adip&sen HFDxon-Mause reagierten mit demselben
Anstieg der Perfusion des somatosensorischen Cortex wie die schlanken NFDxon-Mause und auch
die AUC zeigte keine Unterschiede (Abbildung 7A-C). Auf die Reaktion auf die Tasthaarstimulation
hatte die Behandlung mit TEL ebenso keinen Effekt (Abbildung 7A-C) und auch bei dem Vergleich
der Reaktionsgeschwindigkeiten der vier Gruppen, mit denen das Halbmaximum erreicht wurde,

lieBen sich keine HFD- oder TEL-Effekte feststellen (Abbildung 7D).

Um den metabolischen Anforderungen des Gehirns gerecht zu werden, unterliegt der CBF streng
regulierten Prozessen. So fihren die neuronale Aktivitdt, welche durch die Tasthaarstimulation
ausgeldst wird, oder auch ein Anstieg der arteriellen CO,-Konzentration durch GefaRdilatation zu
einem Anstieg der Gehirnperfusion in der entsprechenden Region!’°. Um diesen Zusammenhang
in einem Diat-induzierten Adipositasmodell zu Uberprifen, wurde eine weitere Stimulation
durchgefthrt. Fir diese Stimulation mit CO, wurden die Messregionen auf die grolien
oberflachlichen GefdlRe festgelegt (Abbildung 7E) und ebenfalls der Anstieg der Perfusion als
Reaktion auf die CO,-Stimulation mittels LS| gemessen. Bei allen vier Behandlungsgruppen stieg
dabei die Perfusion in gleichem MaRe um 15-25 % im Vergleich zum basalen Niveau, wobei
allerdings erneut kein Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen beobachtet werden
konnte (Abbildung 7E, F). Die maximale Reaktion war lediglich bei den NFD-gefiitterten Tieren
durch die TEL-Behandlung tendenziell geringer im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen
(Abbildung 7F). Effekte durch HFD oder TEL waren jedoch auch beim Hinzuziehen der AUC nicht
erkennbar (Abbildung 7G). Hier ist zu beachten, dass fir die Berechnung der AUC lediglich die

Werte einbezogen wurden, die sich oberhalb der Baseline befanden.
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Abbildung 7. Die Neurovaskuldre Kopplung ist nach 8 Wochen weder durch HFD noch durch TEL
beeinflusst. Mause wurden fir 8 Wochen mit Normalfett- (NFD) oder Hochfettdiat (HFD) geflttert und
gleichzeitig taglich mit Vehikelkontrolle (KON) oder Telmisartan (TEL) behandelt. (A) Beispielbilder vor und
wahrend der Tasthaarstimulation und Quantifizierung der LSI-Messung mit Angabe von (B) maximaler
Reaktion auf die Stimulation, (C) Area under the Curve (AUC) und (D) Zeit am Halbmaximum (tmaxos). (E)
Beispielbilder vor und wahrend der Stimulation mit CO, und Quantifizierung der LSI- Messung mit Angabe
von (F) maximaler Reaktion auf die Stimulation und (G) AUC. Keine Signifikanzen in der 2-Wege ANOVA,
n=10-13 pro Gruppe; Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.

Es lasst sich also schlussfolgern, dass eine 8-wochige HFD-Fltterung nicht ausreichend ist, um
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neurovaskulare Defizite hervorzurufen. Daflir scheint eine langere Fltterungsperiode notwendig
zu sein. Um diese Dauer zu bestimmen, wurde eine weitere Studie fir 16 und 24 Wochen

durchgefihrt.

5.2. HFD fir 16 und 24 Wochen fiihrt zu einer neurovaskuldaren Entkopplung im Bereich

des somatosensorischen Cortex

Um zu untersuchen, fir wie lange Mause die HFD erhalten missen, sodass sie neurovaskulare
Defizite entwickeln, wurden fir die ndchste Studie 21 und 29 Wochen alte Mause bestellt, die
bereits beim Zichter ab der 7. Lebenswoche NFD oder HFD erhalten hatten. Diese waren nach
einer Eingewohnungsphase an die Umgebung in den Haltungsrdumen in Libeck zu
Versuchsbeginn 23 bzw. 31 Wochen alt und wurden fir insgesamt 16 und 24 Wochen mit der

jeweiligen Diat geflttert.

Nach 16 Wochen hatten die mit HFD-gefltterten Mause eine ausgepragte Adipositas mit einem
28 % hoheren Gewicht als das der mit NFD-gefltterten Kontrollen entwickelt (Abbildung 8A).
AuRerdem wiesen die adipdsen Mause eine deutliche Hyperglykdmie auf. Das Glukoselevel war
bei den HFD-Mé&usen mit im Mittel 352,3 mg/dl um 35,4 % hoher als bei den mit NFD-gefltterten
Mausen mit 227,4 mg/d| (Abbildung 8A). Vergleichbar sind die Ergebnisse mit denen nach einer
24-wdchigen Fltterung mit HFD. Die mit HFD-gefltterten Mause wogen nach 24 Wochen im
Mittel 53 g und damit 32 % mehr als die NFD-gefltterten Mause (Abbildung 8B). AuRerdem
hatten die Mause mit Didt-induzierter Adipositas genau wie nach dem 16-wdchigen
Fltterungszeitraum eine Hyperglykdmie entwickelt. Die Glukosewerte der HFD-Mé&use waren
nach 24 Wochen mehr als doppelt (171,4 mg/dl zu 390,8 mg/dl) so hoch als die der NFD-
Kontrollgruppe (Abbildung 8B). AuRerdem waren die Insulin-, Resistin- und Leptinlevel nach 24
Wochen bei den HFD-gefltterten Mausen deutlich héher als bei den NFD-geflitterten Tieren
(Abbildung S1).

Mittels LSI-Messung wurde wie zuvor die Reaktion auf die elektrische Stimulation der Vibrissen
gemessen, um Rlckschlisse auf die neurovaskuldre Kopplung zu ziehen. Der Perfusionsanstieg
wahrend der elektrischen Tasthaarstimulation war bei den adipdsen, fir 16 Wochen mit HFD-

gefltterten Mausen im Vergleich zu den schlanken NFD-Mausen signifikant um etwa 16,2 %
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reduziert. Ebenso war die AUC bei den HFD-Mausen um 19,6 % kleiner als nach der NFD
(Abbildung 8C). Ein dhnliches Bild zeigte sich nach einem Fiitterungszeitraum von 24 Wochen. Die
Antwort auf die Tasthaarstimulation war bei den HFD-M&ausen um etwa 25,5 % reduziert und die

AUC um 30 % geringer als bei den mit NFD-gefltterten Mausen (Abbildung 8D).
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Abbildung 8. Die neurovaskuldre Kopplung ist nach 16 und 24 Wochen HFD beeintrachtigt. Mduse wurden
fir 16 (A und C) oder 24 (B und D) Wochen mit Normalfett- (NFD) oder Hochfettdiat (HFD) gefuttert. (A)
und (B) Gewicht und Glukoselevel im Blut am Ende des Fitterungszeitraums. (C) und (D) Quantifizierung
der LSI-Messung mit Angabe der maximalen Reaktion (Mitte) und Area under the Curve (AUC, rechts);
*P<0,05 im Student’s t Test (mit Welch’s Korrektur bei C); n=12-13 pro Gruppe; Daten sind als Mittelwert
+ SEM angegeben.

Wie auch nach 8-wo6chiger HFD-Fitterung wurden die Méuse einer weiteren Stimulation mit CO,
ausgesetzt und es wurde wahrenddessen der Anstieg der Gewebeperfusion gemessen. Dabei

hatte bei den mit HFD-gefltterten Mausen weder die Fiitterung Uber 16 noch die Uber 24
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Wochen eine Veranderung der Anstiegshohe zur Folge (Abbildung S2). Sowohl nach 16 als auch
nach 24 Wochen betrug der Perfusionsanstieg bei den schlanken, mit NFD-geflitterten Mausen
rund 33 % und bei den Mausen mit Didt-induzierter Adipositas rund 31 % (Abbildung S2B, E). Auch
die Berechnung der AUC ergab keinen Unterschied zwischen schlanken und adipdsen Tieren

(Abbildung S2C, F).

Es zeigt sich, dass bei Verwendung einer HFD eine Fitterungsperiode von mindestens 16 Wochen
erforderlich ist, damit sich nicht nur eine Adipositas entwickelt, sondern sich auch damit
verbundene neurovaskuldre Defizite einstellen. Da der Effekt nach 24 Wochen nur geringfligig
und nicht signifikant starker als nach 16 Wochen war, wurden alle weiteren Studien fir 16

Wochen durchgefiihrt.

5.3. TEL verhindert eine HFD-induzierte neurovaskulare Entkopplung und normalisiert

den CBF

Die folgenden Studien 3A und 3B sind die Hauptstudien dieser Arbeit. Mit ihnen wurde nun
untersucht, ob eine Behandlung mit TEL die in Abschnitt 5.2 gezeigte neurovaskuldre
Einschrankung verbessern oder verhindern kann. Daflir wurden erneut 5 Wochen alte Mause fir
16 Wochen mit NFD oder HFD gefittert und taglich zur selben Zeit mit TEL behandelt. Zunédchst
wurden verschiedene funktionale Untersuchungen zur metabolischen Charakterisierung
durchgefihrt. Wie in den Studien zuvor gezeigt, entwickelten die mit HFD-gefltterten Mause eine
ausgepragte Diat-induzierte Adipositas mit einer absoluten Gewichtszunahme von etwa 30 g im
Mittel, was einer dreifach starkeren Gewichtszunahme als bei den mit NFD-geflitterten Mausen
entspricht (Abbildung 9A). Bestétigend zu den Ergebnissen des ersten Abschnitts und wie bereits
mehrfach in anderen Studien gezeigt, waren die HFDrg-Méause vor einer Didt-induzierten
Adipositas geschiitzt. Sie nahmen im Mittel 15 g zu und blieben damit in etwa auf dem Niveau
der Kontrolltiere (Abbildung 9A). Zudem konnte durch TEL die bei den HFDxon-Mausen
entstandene Hyperglykdmie nahezu vermieden werden (Abbildung 9B). So hatten die HFDre-
Mé&use am Ende des Behandlungszeitraums ein Glukoselevel von rund 221 mg/dl im Vergleich zu
den HFDkon-Mausen mit 384 mg/dl. Dies entsprach einem mehr als doppelt so hohen Wert als
bei den NFDxon-Mausen mit rund 145 mg/dl (Abbildung 9B). Es zeigt sich somit, dass die

protektive Wirkung von TEL hinsichtlich der Entwicklung einer Diadt-induzierten Adipositas und
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der Entstehung einer Hyperglykdmie auch nach mehrwdchiger Behandlungszeit aufrechterhalten
und stabil bleibt. Die durch HFD erhohten Proteinlevel von Insulin und Leptin konnten durch TEL

bei den HFD-Mé&usen normalisiert werden (Abbildung 9C, E).
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Abbildung 9. TEL verbessert den Phanotyp des metabolischen Syndroms nach einer HFD-Fltterung. Mause
wurden fur 16 Wochen mit Normalfett- (NFD) oder Hochfettdidt (HFD) geflttert und gleichzeitig taglich
mit Vehikelkontrolle (KON) oder Telmisartan (TEL) behandelt. (A) Gewichtsverlauf und absolute
Gewichtszunahme, (B) Glukoselevel im Blut und (C)-(E) Bestimmung der Plasmaproteinlevel am Ende des
Behandlungszeitraums mit Insulin (C), Resistin (D) und Leptin (E). (F)-(H) Bestimmung der
Korperfettzusammensetzung mit Fettmasse (F), fettfreier Masse (G) und freier Flissigkeit (H). 2-Wege
ANOVA mit Bonferroni multiple comparison Posttest: (A) Interaktion F=79,48, P<0,0001; Diat F=300,3,
P<0,0001; Behandlung F=116,4, P<0,0001; (B) Interaktion F=21,57, P<0,0001; Diat F=76,05, P<0,0001;
Behandlung F=14,98, P=0.0003; (C) Interaktion F=2,045, P=0,1593; Diat F=23,03, P<0,0001; Behandlung
F=8,840, P<0,0046; (D) Interaktion F=4,429 P=0,0406; Diat F=56,28, P<0,0001; Behandlung F=2,022,
P=0,1615; (E) Interaktion F=1,353, P=0,2506; Diat F=85,75, P<0,0001; Behandlung F=29,72, P<0,0001;
Interaktion F=1,619, P=0,2094; Diat F=255,9, P<0,0001; Behandlung F=120,3, P<0,0001; (F) Interaktion
F=1,619, P=0,2094; Diat F=255,9, P<0,0001; Behandlung F=120,3, P<0,0001; (G) Interaktion F=0,1843,
P=0,6696; Diat F=395,2, P<0,0001; Behandlung F=117,8, P<0,0001; (H) Interaktion F=8,371, P=0,0058; Diat
F=7,306, P=0,0096; Behandlung F=55,4, P<0,0001; * P<0,05 im multiple comparison Posttest; n=17-18 pro
Gruppe bei (A)-(B); n=12-13 pro Gruppe bei (C)-(H); Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.
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Nur bei Resistin war die TEL-induzierte Reduktion bei den mit HFD-gefltterten Mausen knapp

nicht signifikant im Vergleich zu den HFDxon-Mausen (Abbildung 9D).

Des Weiteren wurde bei den Mausen die Korperfettzusammensetzung am Ende der Behandlung
gemessen. Dabei lag die Fettmasse bei den HFDxon-Mausen um etwa 15 % hoher als bei den
NFDon-behandelten Tieren (Abbildung 9F). Die fettfreie Masse hingegen war durch die HFD
tendenziell geringer als in den Kontrolltieren (Abbildung 9G). Auch auf die
Korperfettzusammensetzung wirkte sich TEL positiv aus. Dies zeigte sich daran, dass die
gleichzeitige Behandlung mit TEL bei den HFD-gefltterten Mdusen einen Anstieg der Fettmasse
verhinderte und gleichzeitig zu einer Vermehrung der fettfreien Masse fiihrte (Abbildung 9F-G).
Auf den Anteil freier Flissigkeit hatte die Diat keinen Effekt, allerdings fihrte die Behandlung mit
TEL sowohl bei den mit NFD- als auch mit HFD-gefltterten Mausen zu einer Reduktion der freien

Flussigkeit um 0,5-1 % (Abbildung 9H).

Als weiterer Parameter zur Charakterisierung des metabolischen Syndroms wurde mittels der
Tail-Cuff Methode der Blutdruck gemessen (Abbildung 10). Dabei zeigte sich kein klarer Effekt
durch die Futterung mit HFD. Bei den mit HFD-geflitterten Mdusen war in Bezug auf den mittleren
arteriellen Druck (MAD) lediglich ein geringflgig sichtbarer Trend in Richtung héherer Werte zu
beobachten. Dieser betrug bei den NFDxon-Mausen im Mittel 75 mmHg und bei den HFDon-
Mausen 82 mmHg (Abbildung 10A). Eine dhnlich geringe Tendenz zeigten die Messergebnisse von
Systole und Diastole. Die Systolen der NFDxon-Méause betrugen im Mittel 90 mmHg und die der
HFD-geflUtterten Kontrolltiere im Mittel 103 mmHg (Abbildung 10B). Die Diastolen der NFDkon-
Tiere betrugen im Mittel 69 mmHg und die der HFDxon-Mause 75 mmHg (Abbildung 10C). Die
Unterschiede waren folglich nicht signifikant. Allerdings zeigte sich fir diese drei Parameter ein
Effekt durch die Behandlung mit TEL. So reduzierte TEL in den NFD-gefltterten Mausen den MAD
und den diastolischen Wert um jeweils 12 % und bei den HFD-gefltterten Mausen um 20-22 %
(Abbildung 10A, C). Die Systole wurde durch die Behandlung mit TEL jedoch lediglich bei den mit
HFD-gefltterten Mdusen um rund 29 % reduziert. Bei den HFD-gefltterten Tieren war die
tendenziell sichtbare Reduktion durch TEL nicht signifikant (Abbildung 10B). Der zuséatzlich
gemessene Puls wurde weder durch die HFD noch die TEL-Behandlung beeinflusst (Abbildung
10D). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass nach 16-wochiger HFD-Fitterung die Mause

weitestgehend den Phanotyp des metabolischen Syndroms zeigten. Dies geschieht aber ohne,
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dass sie eine Hypertonie entwickelten. TEL konnte dabei den metabolischen Status von HFD-

gefltterten Mausen teilweise verbessern.
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Abbildung 10. HFD fiir 16 Wochen hat keinen Einfluss auf den Blutdruck. M&use wurden fiir 16 Wochen
mit Normalfett- (NFD) oder Hochfettdiat (HFD) gefuttert und gleichzeitig taglich mit Vehikelkontrolle (KON)
oder Telmisartan (TEL) behandelt. Quantifizierung der Blutdruckmessung mit (A) mittlerem arteriellen
Druck (MAD), (B) Systole, (C) Diastole und (D) Puls. 2-Wege ANOVA mit Bonferroni multiple comparison
Posttest: (A) Interaktion F=2,576, P=0,1152; Diat F=0,4087, P=0,5257; Behandlung F=32,29, P<0,0001; (B)
Interaktion F=2,367, P=0,1305; Diat F=1,608, P=0,2110; Behandlung F=22,89, P<0,0001; (C) Interaktion
F=3,158, P=0,0819; Diat F=0,2600, P=0,6125; Behandlung F=41,12, P<0,0001; (D) Interaktion F=1,011,
P=0,3198; Diat F=0,6160, P=0,4365; Behandlung F=6,599, P=0,0134; * P<0,05 im multiple comparison
Posttest; n=12-13 pro Gruppe; Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.

Bei der Messung des Anstiegs der Gewebeperfusion im somatosensorischen Cortex mittels LSI
wurde wahrend der Tasthaarstimulation das Ergebnis aus Abschnitt 5.2 bestatigt: Nach 16
Wochen HFD kommt es zu einem geringeren Anstieg der Perfusion bei den adip6sen Mausen. Die
Reaktion der HFDkon-Méuse auf die elektrische Stimulation war mit einem Anstieg von 69,5 % um
etwa 30 % geringer als bei den NFD-Kontrollen (Abbildung 11A, B). Uberraschenderweise hatte
die Behandlung mit TEL in den mit NFD-gefltterten Mausen ebenfalls einen reduzierenden Effekt.
Im Gegensatz dazu erhohte die Behandlung mit TEL bei den HFD-gefiitterten Mausen den
Perfusionsanstieg wahrend der Stimulation auf rund 86 % (Abbildung 11A, B). Die Daten bezlglich
der AUC unterstltzen dieses Ergebnis. Die AUC war bei den HFDkon-Mausen um 29 % kleiner als

bei den NFDgon-Mdusen und die Behandlung mit TEL vergroRerte die AUC bei den HFD-
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geflitterten Mausen um 23 % (Abbildung 11C). Ahnlich zur maximalen Reaktion scheint TEL allein
auch hier bereits einen reduzierenden Effekt zu haben. Im Vergleich war die AUC bei den NFD-
Méausen um etwa 22 % kleiner als bei den NFDkon-Mausen (Abbildung 11C). Wie nach den
bisherigen Ergebnissen zu erwarten, war die Reaktion auf die CO,-Stimulation weder durch die

HFD noch die Behandlung mit TEL verandert (Abbildung 11D-F).
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Abbildung 11. TEL schitzt vor neurovaskuldren Einschrdnkungen nach einer HFD-Fltterung. Mause
wurden fur 16 Wochen mit Normalfett- (NFD) oder Hochfettdiat (HFD) gefuittert und gleichzeitig taglich
mit Vehikelkontrolle (KON) oder Telmisartan (TEL) behandelt. (A) Quantifizierung der LSI-Messung
wahrend Stimulation der Tasthaare mit Angabe der (B) maximalen Reaktion auf die Stimulation und (C)
Area under the Curve (AUC). (D) Quantifizierung der LSI-Messung wahrend der CO,-Stimulation mit Angabe
der (E) maximalen Reaktion auf die Stimulation und (F) AUC. 2-Wege ANOVA mit Bonferroni multiple
comparison Posttest: (B) Interaktion F=28,09, P<0,0001; Diat F=3,927, P=0,0518; Behandlung F=2,286,
P=0,135401; (C) Interaktion F=14,36, P<0,001; Diat F=1,528, P=0,221; Behandlung F=0,008769, P=0.926;
(E) Interaktion F=0,2868, P=0,5941; Diat F=0,001186, P=0,9726; Behandlung F=3,560, P=0,0637; (F)
Interaktion F=0,6858, P=0,4105; Diat F=1,456, P=0,2318; Behandlung F=5,899, P=0,0178; * P<0,05 im
multiple comparison Posttest; n=17-18 pro Gruppe; Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.

In der Literatur ist beschrieben, dass auch der basale CBF durch Adipositas, Hyperglykamie oder
Diabetes reduziert wird®® 7> 76 171 Um eine HFD-induzierte Reduktion des CBF in unserem
Adipositasmodell zu Uberprifen, wurden die Mause nach dem gleichen Protokoll fiir 16 Wochen

mit HFD oder NFD gefittert und mit KON oder TEL behandelt. Am letzten Tag der Behandlung ist
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bei den Mausen die absolute Gewebeperfusion in verschiedenen Gehirnregionen mittels ASL-
MRT (Abschnitt 4.1.4) gemessen worden (Abbildung 12A). Der HFD-Effekt auf die neurovaskulare
Kopplung aus Abschnitt 5.3 wurde im Bereich des somatosensorischen Cortex gemessen. Daher
wurde die Perfusion im Cortex auch mit der ASL-MRT-Messung gemessen und berechnet. Es
konnte dabei gezeigt werden, dass die mit NFD-gefltterten Kontrolltiere eine Perfusion des
Cortex von rund 224 ml/min/100 g Gewebe im Mittel aufwiesen, wohingegen bei den HFDxon-
Mausen nur 216 ml/min/100 g Gewebe gemessen wurden. Dies stellt eine Reduktion des CBF um

etwa 4 % dar und ist somit statistisch signifikant (Abbildung 12B).
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Abbildung 12. TEL normalisiert CBF nach einer HFD-Fiitterung. Mause wurden fir 16 Wochen mit
Normalfett- (NFD) oder Hochfettdidt (HFD) geflittert und gleichzeitig taglich mit Vehikelkontrolle (KON)
oder Telmisartan (TEL) behandelt. (A) Beispielbilder mit dargestellten Messbereichen (LC: linker Cortex;
LH: linker Hippocampus; LT: linker Thalamus; LA: linke Amygdala; RC: rechter Cortex; RH: rechter
Hippocampus; RT: rechter Thalamus; RA: rechte Amygdala) und reprédsentative Bilder fir jede Gruppe;
Scale bar 2 mm. (B)-(E) Quantifizierung der Gewebsperfusion aus der ASL-MRT-Messung in den
angegebenen Hirnregionen. 2-Wege ANOVA mit Bonferroni multiple comparison Posttest: (B) Interaktion
F=13,84, P=0,0005; Diat F=1,124, P=0,2946; Behandlung F=8,101, P=0,0065; (C) Interaktion F=4,604,
P=0,0373; Diat F=1,793, P=0,1873; Behandlung F=3,234, P=0,0788; (D) Interaktion F=5,367, P=0,0249; Diat
F=0,9594, P=0,3324; Behandlung F=8,985, P=0,0043; (E) Interaktion F=0,05509, P=0,8155; Diat F=0,2785,
P=0,6002; Behandlung F=1,221, P=0,2750; * P<0,05 im multiple comparison Posttest; n=12-13 pro Gruppe;
Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.
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Die Behandlung mit TEL hatte in den mit NFD-geflitterten Mausen keinen Effekt, bei den mit HFD-
gefltterten allerdings schon. So konnte TEL in den mit HFD-geflitterten Tieren den Blutfluss auf
227 ml/min/100 g Gewebe erhohen und verbesserte ihn damit um rund 5 % im Vergleich zu den
HFDxon-Mausen (Abbildung 12B). Ferner wurde in diesem Zusammenhang auch die Perfusion im
Bereich der Amygdala gemessen. Ein HFD-induzierter Effekt war dort nicht so deutlich erkennbar
wie zuvor fir die Messung im Cortex. Die HFD reduzierte den Blutfluss lediglich um 5 ml/ min/
100 g Gewebe, was jedoch statistisch nicht signifikant war (Abbildung 12C). Allerdings konnte
auch in der Amygdala ein TEL-Effekt in den HFD-geflitterten Mausen beobachtet werden. Der CBF
war um 6 ml/min/100 g Gewebe hoher, was einen Anstieg um etwa 3 % im Vergleich zu den
HFDxon-Mausen ausmacht. Ein ahnliches Ergebnis konnte ebenfalls fir die Messung im Thalamus
beobachtet werden (Abbildung 12D). Der HFD-Effekt war dabei auch nur tendenziell zu
beobachten, da die Reduktion des CBF durch HFD lediglich knapp 2 % betrug. Allerdings konnte
erneut ein TEL-Effekt bei den mit HFD-geflitterten Mausen beobachtet werden: Der CBF in den
HFDre-Mausen betrug 3 % und war damit im Vergleich zu den HFDkon-Méausen signifikant erhéht
(Abbildung 12D). Sowohl bei der Messung in der Amygdala als auch der im Thalamus konnte kein
TEL-Effekt bei den mit NFD-gefltterten Mausen beobachtet werden (Abbildung 12C-D).
Zuséatzlich wurde die Perfusion noch in einem weiteren Areal, dem Hippocampus, gemessen.
Interessanterweise wurde hier weder ein Effekt durch die Didt noch durch die Behandlung mit
TEL beobachtet (Abbildung 12E). Bei allen vier Behandlungsgruppen lag die Perfusion bei im
Mittel 217-219 ml/min/100 g Gewebe. Es lasst sich somit schlussfolgern, dass der Effekt der HFD
und von TEL auf die jeweilige Gehirnregion verschieden zu sein scheint und nicht fir das gesamte

Gehirn verallgemeinert werden kann.

In Bezug auf die zerebrovaskulare Funktionalitat wurde als weiterer Parameter der Durchmesser
der wichtigsten GefalRe des Circle of Willis mittels TOF-Angiographie hinzugezogen. Die in der
Studie vermessenen GefaRe sind in Abbildung 13A dargestellt. Der Durchmesser der MCA bei den
NFD-gefutterten Kontrolltieren betrug dabei im Mittel 0,214 mm und war bei den HFDyon-
Mausen um rund 15 % auf 0,182 mm reduziert (Abbildung 13B). Eine solche Reduktion konnte
allerdings durch die Behandlung mit TEL bei den mit HFD-gefiitterten Mausen verbessert werden.
So war der MCA-Durchmesser bei den HFDt-Mdausen mit 0,191 mm tendenziell groer als bei
den HFDgon-Mausen mit 0,182 mm und auch nicht anders als der Wert der NFDgon-Mause

(Abbildung 13B). Auf die MCA-Lange hatte die HFD keinen statistisch signifikanten Effekt
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(Abbildung 13C), denn die MCA-Lénge der HFDxon-Mause war um 0,345 mm verringert als bei den
NFDxon-Mausen, was lediglich eine Tendenz darstellt. Im Gegensatz dazu war in den TEL-
behandelten und mit HFD-gefltterten Mausen die MCA um knapp 17 % langer als bei den HFDon-
Méausen (Abbildung 13C). Hinsichtlich des Abstandes zwischen den Verzweigungspunkten von
MCA und PCA konnte weder durch die HFD noch durch TEL ein Effekt beobachtet werden
(Abbildung 13D).
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Abbildung 13. HFD und TEL Effekte auf den GefaRdurchmesser im Circle of Willis. Mause wurden fir 16
Wochen mit Normalfett- (NFD) oder Hochfettdiat (HFD) geflttert und gleichzeitig taglich mit
Vehikelkontrolle (KON) oder Telmisartan (TEL) behandelt. (A) Beispiel Bild der TOF-Angiographie und der
gemessenen Gefalle; A anterior; P posterior; Llinks; R rechts. (B) Durchmesser- und (C) Léngenbestimmung
der middle cerebral artery (MCA). (D) Abstandsmessung zwischen den Abzweigungen von MCA und
posterior cerebral artery (PCA). Durchmesser von (E) internal carotid artery (ICA) und (F) anterior cerebral
artery (ACA). 2-Wege ANOVA mit Bonferroni multiple comparison Posttest: (B) Interaktion F=2,670,
P=0,1088; Diat F=8,636, P=0,0051; Behandlung F=0,1231, P=0,7272; (C) Interaktion F=4,830, P=0,0329;
Diat F=0,5391, P=0,4664; Behandlung F=14,91, P=0,0003; (D) keine Signifikanzen; (E) Interaktion F=0,0131,
P=0,9094; Diat F=12,51, P=0,0009; Behandlung F=12,13, P=0,0011; (F) Interaktion F=0,01345, P=0,9082;
Diat F=2,512, P=0,1195; Behandlung F=16,93, P=0,0002; (G) Interaktion F=1,572, P=0,2185; Diat F=1,147,
P=0,2917; Behandlung F=0,0027, P=0,9591; * P<0,05 im multiple comparison Posttest; n=12-13 pro
Gruppe bei (A)-(F); n = 10 pro Gruppe bei (G); Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.
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Der Durchmesser der ICA betrug bei den NFD-gefltterten Kontrollmédusen 0,211 mm und wurde
durch die HFD um 13,4 % auf 0,186 mm bei den HFDkon-Mausen reduziert (Abbildung 13E). Die
gleichzeitige TEL-Behandlung der HFD-geflitterten Mause konnte den Durchmesser auf das
Niveau der NFDgon-Mause normalisieren (Abbildung 13E). Fir den Durchmesser der ACA war
hingegen lediglich ein TEL-Effekt zu beobachten. Sowohl bei den mit NFD- als auch mit HFD-
gefltterten Mausen war der ACA-Durchmesser durch TEL erhoht (Abbildung 13F), wobei der

Anstieg 16-17 % im Vergleich zu den jeweiligen Kontrolltieren betrug.

Der Gefalldurchmesser wird von verschiedenen Mediatoren beeinflusst. Diesbezlglich gilt NO als
ein malgeblicher Regulator von GefaRRdilatation, welches unter anderem durch die eNOS gebildet
wird!’?. Daher wurden im folgenden Teil der Studie die eNOS-Level Giberprift und mittels Western
Blot bestimmt. Bei den Messungen konnte kein HFD-induzierter Effekt auf das Verhaltnis
zwischen aktivierter p-eNOS und eNOS beobachtet werden und ein Effekt durch die Behandlung
mit TEL war nur tendenziell erkennbar (Abbildung 13G). Genauer gesagt erhohte sich das
Verhaltnis durch TEL bei den NFD-gefltterten Mausen um 23,2 % auf 0,56, wohingegen eine
gegensatzliche Tendenz durch TEL bei den HFD-Mausen beobachtet werden konnte. Es zeigte
sich hier eine Reduktion des Verhaltnisses um 23,3 % im Vergleich zu den NFDxon-Mausen und
um 26,7 % im Vergleich zu den HFDxon-Mausen (Abbildung 13G). Dabei war das eNOS-Level bei
allen vier Gruppen gleich und die Aktivierung der eNOS scheint in diesem Behandlungsmodell

keine maRgebliche Rolle zu spielen.

5.4. TEL schitzt vor HFD-induzierten Veranderungen in der zerebralen Gefadstruktur

und verbessert den oxidativen Status

In dem folgenden Abschnitt wird dargestellt, welche Mechanismen moglicherweise zur
Entstehung der HFD-induzierten neurovaskularen Defizite beitragen. In diesem Zusammenhang
wurden in der Studie unter anderem die Bildung von sogenannten String Vessel untersucht. Bei
String Vessel handelt es sich um GefdRe, die keine Endothelzellen, sondern lediglich die
Basalmembran besitzen. Sie sind somit leere GefaRRe, durch die kein Blutfluss mehr erfolgt. Daher
tragen sie nicht zur Perfusion des entsprechenden Gewebes bei'®. Bislang ist lediglich ein
Zusammenhang von Diabetes und der Entstehung von String Vessel im Bereich der Retina gezeigt

worden?”. Im Gehirn wurde diese Verbindung noch nicht untersucht. Daher wurden fiir die
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Studie im Gehirn der Mduse mittels Immunhistochemie koronare Gehirnschnitte mit Antikérpern
gegen den Endothelzellmarker CD31 und Col IV als Marker fir die Basalmembran angefarbt und

die Lange der GefalRabschnitte gemessen, die Col [V-positiv aber CD31-negativ waren.
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Abbildung 14. TEL hat mogliche protektive Effekte auf die zerebrale GefaRstruktur nach einer HFD-
FUtterung. Mause wurden fir 16 Wochen mit Normalfett- (NFD) oder Hochfettdiat (HFD) gefuttert und
gleichzeitig taglich mit Vehikelkontrolle (KON) oder Telmisartan (TEL) behandelt. (A) und (B) Reprasentative
Bilder der Immunhistochemie mit einem Antikorper fir Endothelzellen (CD31) und der Basalmembran
(Collagen IV; Col IV) und Quantifizierung der String Vessel Lange (CD31-/Col IV+, durch Pfeile verdeutlicht)
im (A) Cortex und (B) der Amygdala; Scale bar 50 um. (C) Reprasentative Bilder mit peri/centromeren
satellite DNA signals (SADS; durch Pfeile verdeutlicht); Bilder zeigen CD31+ (griin) Zellnuklei mit CENP-B
(Centromer, rot); Scale bar 5 um und (D) Anteil der CD31+ Zellen mit >2 SADS. 2-Wege ANOVA mit
Bonferroni multiple comparison Posttest: (A) Interaktion F=0,9810, P=0,3256; Didt F=0,0002057, P=0,9886;
Behandlung F=0,001083, P=0,9738; (B) Interaktion F=5,681, P=0,0200; Diat F=13,79, P=0,0004;
Behandlung F=3,758, P=0,0568; (C) Interaktion F=9,101, P=0,0074; Diat F=0,06261, P=0,8053; Behandlung
F=1,176, P=0,2925; * P<0.05 im multiple comparison Posttest; n=17-18 pro Gruppe bei (A)-(B) (4 Bilder pro
n); n=6 pro Gruppe bei (C) (im Mittel 52 CD31+ Zellen pro n); Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.
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Im Bereich des Cortex war dabei hinsichtlich der String Vessel Lange weder ein Effekt durch die
HFD noch durch die Behandlung mit TEL zu beobachten, denn dort betrug die Lange der String
Vessel bei allen Gruppen rund 1 % der GesamtgefaRlange (Abbildung 14A). Im Vergleich dazu
zeigte die Untersuchung auf String Vessel im Bereich der Amygdala eine Erhéhung der String
Vessel bei den HFDkon-Méausen um fast das Doppelte (Abbildung 14B). Der Anteil an String Vessel
bei den NFDkon-Mdusen lag dabei dhnlich zu dem gemessenen Anteil im Cortex bei 1,2 % und bei
den adiposen HFDxon-Méusen bei 2,1 % (Abbildung 14B). Die gleichzeitige Behandlung mit TEL
reduzierte den String Vessel Anteil bei den mit HFD-gefltterten Madusen auf das Level der
Kontrollmduse, bei den mit NFD-gefltterten Mdusen gab es jedoch keinen Effekt durch TEL
(Abbildung 14B). Es lasst sich somit erkennen, dass TEL in der Amygdala eine HFD-induzierte
Bildung von String Vessel verhindert. Die Gesamtgefalilange und die Anzahl an
Gefalverzweigungen zwischen den Gruppen unterschieden sich weder im Cortex noch in der

Amygdala (Abbildung S3).

Als weiterer Parameter, der sich auf die Funktionalitat der Endothelzellen und somit auf den CBF
auswirken kann, wurde der Grad der endothelialen Seneszenz untersucht. Seneszenz ist ein
Zustand des irreversiblen Zellzyklusarrest, welcher durch verschiedene Stressoren, wie
beispielsweise oxidativen Stress, induziert werden kann'’*. Als frithes Geschehen im seneszenten
Stadium gilt die Bildung von SADS'”®. Daher wurde in dieser Studie auch die Bildung von SADS in
Endothelzellen des Cortex untersucht. Dabei konnte bei den HFDxon-Mdausen im Vergleich zu den
NFDxon-Mausen ein deutlicher Anstieg hin zu einem vermehrten Vorkommen von SADS in
Endothelzellen beobachtet werden (Abbildung 14C). Bei den NFD-Kontrollmausen lag der Anteil
an Endothelzellen mit mehr als zwei SADS-Events bei etwa 15,64 % und bei den adipdsen HFD-
Kontrollen bei 27,82 %. Dies stellt einen statistisch signifikanten Anstieg um rund 43,8 % dar. Die
TEL-Behandlung verringerte den Anteil der Endothelzellen mit mehr als zwei SADS-Events bei den
HFD-gefutterten Mausen auf 17,16 % (Abbildung 14C). Es zeigt sich folglich, dass TEL im Cortex

den HFD-induzierten Ubergang von Endothelzellen in ein seneszentes Stadium verhindert.

Wie oben beschrieben, ist oxidativer Stress ein Parameter, der zum Ubergang einer Zelle in ein
seneszentes Stadium beitragen kann und der auch im Zusammenhang mit Adipositas bereits
beschrieben ist}’®. Daher wurden in dieser Studie verschiedene Gehirnregionen auf oxidativen
Stress hin untersucht (Abbildung 15). Um Rickschlisse auf den allgemeinen oxidativen Status im

Gehirn zu ziehen, wurde zunachst der Einfluss von HFD und TEL auf die Bildung von Lipid Droplets
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als Indikator fir oxidativen Stress in Ependymzellen entlang des lateralen Ventrikels Uberprift.
Dabei betrug die Lipid-DropletgroRe pro Zelle bei den NFDgon-Mausen im Mittel 2,5 pm? und
wurde bei den HFDyon-M&usen um 31,7 % auf 3,7 um? vergroRert (Abbildung 15A).
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Abbildung 15. HFD and TEL haben abhéngig von der Gehirnregion einen Effekt auf Marker fiir oxidativen
Stress. Mduse wurden fir 16 Wochen mit Normalfett- (NFD) oder Hochfettdiat (HFD) gefiittert und
gleichzeitig taglich mit Vehikelkontrolle (KON) oder Telmisartan (TEL) behandelt. (A) Reprasentative Bilder
der Immunhistochemie mit einem Antikérper fir Lipid Droplets (Perilipin 2, Plin2) und Ependymzellen
(S100B) entlang des lateralen Ventrikels (LV) und Quantifizierung der Lipid Droplet GréRRe pro Zelle; Scale
bar 10 pm. (B) und (C) Reprasentative Bilder der Immunhistochemie mit einem Antikérper fur den
Endothelzellmarker CD31 und dem Marker 4-Hydroxynonenal (4-HNE) fir oxidativen Stress und
Quantifizierung der CD31+/4-HNE+ Zellldnge im (C) Cortex und (D) der Amygdala; Scale bar 30 um. 2-Wege
ANOVA mit Bonferroni multiple comparison Posttest: (A) Interaktion F=27,98, P<0,0001; Diat F=1,647,
P=0,2070; Behandlung F=20,24, P<0,0001 (B) Interaktion F=2,203, P=0,1426; Diat F=0,4587, P=0,5007;
Behandlung F=13,53, P=0,0005; (C) Interaktion F=0,4211, P=0,5187; Diat F=1,143, P=0,2890; Behandlung
F=2,503, P=0,1185; * P<0,05 im multiple comparison Posttest; n=12 pro Gruppe bei (A); n=17-18 pro
Gruppe bei (B)-(C) (4 Bilder pro n); Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.
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TEL bewirkte dabei bei den mit HFD-gefltterten Mausen eine erkennbare Reduktion der
DropletgrofRe pro Zelle, denn im Vergleich zu den HFDkon-Mausen reduzierte sich die GroRRe bei
den HFDre-Mausen um 47,3 % auf 1,93 um? (Abbildung 15A). Als direkter Marker fur oxidativen
Stress wurde des Weiteren 4-HNE verwendet und es wurden sowohl im Cortex als auch in der
Amygdala Endothelzellen auf diesen Marker hin untersucht (Abbildung 15B-C). Im Bereich des
Cortex konnte dabei durch die HFD ein Trend in Richtung erhdhtem oxidativen Stress in den
Endothelzellen beobachtet werden. Die Lange der 4-HNE-positiven Gefale betrug im Mittel bei
den NFD-Kontrollmdusen 7,9 % und stieg bei den HFD-Kontrollm&usen auf 9,4 % an, wenn auch
dieser Anstieg nicht signifikant war (Abbildung 15B). Allerdings konnte hier ein Effekt durch TEL
bei den HFD-geflitterten M&dusen beobachtet werden. Dies zeigte sich darin, dass bei den HFDyg -
Mausen der Langenanteil der 4-HNE-positiven Gefdalle im Mittel 5,8 % betrug und somit im
Vergleich zu den HFDxon-Mausen um rund 38 % reduziert wurde (Abbildung 15B). Im Bereich der
Amygdala konnte im Vergleich dazu allerdings weder durch die HFD-FUtterung noch die TEL-
Behandlung ein Effekt auf die Expression von 4-HNE in den Endothelzellen beobachtet werden.
Die Lange der 4-HNE-positiven Gefalke betrug dort bei allen vier Behandlungsgruppen im Mittel
10-12 % und unterschied sich somit nicht (Abbildung 15C). Generell hatten HFD oder TEL weder
im Cortex noch in der Amygdala einen Einfluss auf die Gesamtgefalllange oder die Anzahl der
GefaRverzweigungen (Abbildung S4). Zusammenfassend ldsst sich somit festhalten, dass die Diat-
induzierte Adipositas im Cortex Seneszenz und oxidativen Stress hervorruft, wohingegen im
Bereich der Amygdala die Bildung von String Vessel verstarkt wird. Es zeigte sich zudem, dass die
Behandlung mit TEL in den jeweiligen HFD-induzierten Veranderungen einen protektiven Effekt

aufweist.

5.5. TEL hat positive Effekte auf das Angstverhalten bei Mausen, die mit HFD geflttert

wurden, jedoch nicht auf die Gedachtnisbildung

Adipositas, Hyperglykdmie und Diabetes stehen in einem kausalen Zusammenhang mit
psychischen Folgeerscheinungen wie Depressionen und einem erhéhten Angstverhalten®® 101,
Im weiteren Verlauf des Projekts wurde daher untersucht, ob auch im hier verwendeten Diat-

induzierten Adipositasmodell Verdnderungen bezlglich Angst, Depression und Kognition
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nachzuweisen sind, und ob TEL in den verschiedenen Verhaltensversuchen eine protektive

Eigenschaft besitzt.

Im Open Field Test (Abschnitt 4.1.5) wurde analysiert, wie lange sich die M&use im Zentrum im
Vergleich zum Rand der Testflache aufhielten, wobei ein vermehrtes Aufhalten im Zentrum in
diesem Setting ein vermindertes Angstlevel indizierte. Bei diesem Test zeigten die adip6sen
HFDxon-Mause eine niedrigere Aufenthaltswahrscheinlichkeit im zentralen Bereich, was ein

gesteigertes Angstverhalten im Vergleich zu den NFDkon-Mausen nahelegt.
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Abbildung 16. TEL reduziert Angstverhalten nach einer HFD-Futterung. Mause wurden fiir 16 Wochen mit
Normalfett- (NFD) oder Hochfettdiat (HFD) geflttert und gleichzeitig taglich mit Vehikelkontrolle (KON)
oder Telmisartan (TEL) behandelt. (A) Reprasentative Track Reports wahrend des Open Field Tests fur jede
Gruppe und Quantifizierung der (B) Distanz, die die Mduse in der mittleren Zone abgedeckt haben, (C) die
Anzahl der Eintritte in die mittlere Zone und (D) die gelaufene Gesamtdistanz wahrend des Tests. (E)
Reprasentative Track Reports wahrend des Elevated Plus Tests fur jede Gruppe und Quantifizierung der (F)
Distanz, die die Mause in den offenen Armen abgedeckt haben, (G) die Anzahl der Eintritte in die offenen
Arme und (H) die gelaufene Gesamtdistanz wahrend des Tests. 2-Wege ANOVA mit Bonferroni multiple
comparison Posttest: (B) Interaktion F=8,968, P=0,0039; Diat F=0,9871, P=0,3241; Behandlung F=2,299,
P=0,1343; (C) Interaktion F=9,973, P=0,0024; Diat F=9,014, P=0,0038; Behandlung F=1,158, P=0,2858; (D)
keine Signifikanzen; (F) Interaktion F=12,80, P=0,0009; Diat F=3,746, P=0,0595; Behandlung F=21,84,
P<0,0001; (G) Interaktion F=1,892, P=0,1758; Didt F=2,306, P=0,1359; Behandlung F=8,192, P=0,0064; (H)
keine Signifikanzen; * P<0,05 im multiple comparison Posttest; n=17-18 pro Gruppe bei (A)-(D); n=12-13
pro Gruppe bei (E)-(H); Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.
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Dies zeigte sich durch eine um etwa 36,4 % geringere Distanz, die die Mause im Zentrum des
Feldes zuriicklegten (Abbildung 16A-B). Dieses Ergebnis wird durch die um die Halfte reduzierte
Anzahl an Eintritten in das Zentrum der HFDxon-Mause im Vergleich zu den schlanken NFDyon-

Méausen unterstitzt (Abbildung 16C).

Mit dem Elevated Plus Maze wurde mit einem weiteren Test das Angstverhalten bei den Mausen
Uberpruft, wobei ein vermehrtes Aufhalten der Mduse in den Testarmen ohne Seitenbegrenzung
als weniger ausgepragtes Angstverhalten gewertet wurde. Dabei haben die Ergebnisse des
Elevated Plus Test die des Open Field Tests bestatigt, denn die HFDxon-Mause hielten sich im
Vergleich zu den NFDxon-Mausen weniger im Bereich der offenen Arme auf. Dies zeigte sich darin,
dass die zurtickgelegte Distanz der HFDxon-Mause im Bereich der offenen Arme ohne Abgrenzung
etwa 68,1 % geringer war als bei den NFDkon-Mausen (Abbildung 16E-F). Die Anzahl der Eintritte
in die offenen Arme war bei den HFDxon-Mausen nicht signifikant geringer als bei den NFDkon-
Mausen. Dennoch konnte ein deutlicher Trend beobachtet werden, denn die Anzahl der Eintritte
in die offenen Arme war bei den HFDxon-Méausen um etwa 31,5 % reduziert im Vergleich zu den
NFDxon-Mausen (Abbildung 16G). Die gleichzeitige Behandlung mit TEL konnte das
Angstverhalten der mit HFD-gefltterten Mduse in beiden Tests statistisch signifikant reduzieren.
Dies zeigte sich darin, dass die zurlickgelegte Distanz der HFDrg-Mause im Zentrum des Open
Fields und in den offenen Armen des Elevated Plus Maze auf demselben Level wie die NFD-
gefltterten Kontrollmause lag (Abbildung 16B, F). TEL hatte bei den mit NFD-gefltterten Mausen
jedoch keinen Effekt. Der Effekt durch die TEL-Behandlung zeigte sich bei den mit HFD-
gefltterten Mausen auch bei der Anzahl an Eintritten ins Zentrum bzw. in die offenen Arme. Diese
wurden um etwa 41,1 % bzw. 40,2 % auf die des Kontrollniveaus erhéht (Abbildung 16C, G). Bei
beiden Tests unterschied sich die zurlickgelegte Gesamtdistanz zwischen den vier Gruppen nicht

(Abbildung 16D, H).

Zusétzlich zu den oben beschriebenen Tests zum Angstverhalten, wurden mittels Object Place
Recognition und Barnes Maze Test weitere Verhaltensparameter hinsichtlich der
Gedéachtnisbildung, insbesondere des rdumlichen Gedéachtnisses, nach der Fitterung mit HFD
untersucht. Im Object Place Recognition Test nach 16 Wochen Behandlung haben alle vier
Gruppen nach einer Retentionszeit von 1h das umplatzierte Objekt bevorzugt, wobei allerdings
kein Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen erkennbar war (Abbildung 17B). Auch nach

einer Retentionszeit von 24 h war weder durch HFD noch durch TEL ein Effekt auf die
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Testperformance sichtbar. Lediglich eine leichte Tendenz bei den HFDxon-Mausen liels sich
erkennen, dass sie das verstellte Objekt im Vergleich zu den NFDyon-Mausen weniger stark
bevorzugten (Abbildung 17C). Allgemeine Parameter der Aktivitdt, wie Gesamtdistanz,
Geschwindigkeit und Explorationszeit, waren sowohl nach 1 h als auch nach 24 h Retentionszeit

zwischen den Gruppen gleich (Abbildung S5).
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Abbildung 17. Weder HFD noch TEL haben einen Effekt auf das Objektgedachtnis. Mause wurden fir 16
Wochen mit Normalfett- (NFD) oder Hochfettdidt (HFD) geflttert und gleichzeitig taglich mit
Vehikelkontrolle (KON) oder Telmisartan (TEL) behandelt. (A) Beispielbild zur Lokalisation des Objekts
wahrend des Object Place Recognition Tests mit errechnetem Praferenzindex fir das verstellte Objekt nach
(B) einer Stunde (h) und (C) 24 h Retentionszeit. 2-Wege ANOVA mit Bonferroni multiple comparison
Posttest: (B) Interaktion F=0,1112, P=0,7400; Diat F=0,1597, P=0,6909; Behandlung F=0,9991, P=0,3216;
(C) Interaktion F=1,952, P=0,1676; Diat F=5,435, P=0,0232; Behandlung F=0,6937, P=0,4083;
Einstichproben-t-Test mit einem hypothetischem P-Wert von 0,5, P-Werte wie in (B) und (C) angegeben;
n=17-18 pro Gruppe; Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.

Als weiterer Gedachtnistest wurde der Barnes Maze Test hinzugezogen, bei dem die Méause,
nachdem sie flir 16 Wochen mit NFD oder HFD geflitterten worden waren, (ber mehrere Tage
erlernten, wo sich der Ausweg von der stark beleuchteten Testflache befand. Bei allen Mausen
lie sich wahrend der Akquisitionsphase eine Verbesserung der Testperformance erkennen
(Abbildung S6A). Allerdings verbesserte sich die Anzahl der primaren Fehler und die primére
Latenz sowohl bei den NFD- als auch den HFD-geflitterten Mausen Uber die 5 Akquisitionstage im
gleichen MaRe (Abbildung S6A). Auch am Probe Trial (Tag 6), an dem der Ausweg vom Testfeld
verschlossen war, gab es zwischen NFD und HFD keinen Unterschied hinsichtlich der priméren
Testparameter (Abbildung 18A-D). Ferner haben sowohl die adipésen HFD- als auch die schlanken
NFD-Mause am haufigsten eine serielle Strategie bei der Suche nach dem Ausweg verwendet

(Abbildung 18D). Dabei war der Anteil dieser Strategie bei den NFD-Mé&usen im Vergleich zu den
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HFD-Madusen leicht erhéht. Um genau diesen Anteil haben die HFD-M&use hadufiger die gemischte
Strategie angewendet (Abbildung 18D), welche als die weniger effiziente Suchstrategie definiert
ist (Abschnitt 4.1.5). Derselbe Test wurde auch mit Mausen durchgefihrt, die fir 24 Wochen mit
HFD gefittert wurden. Ahnlich zu den vorherigen Ergebnissen nach 16 Wochen, konnte auch hier
kein eindeutiger HFD-Effekt beobachtet werden (Abbildung 18E-H). Wahrend der
Akquisitionsphase verbesserten beide Gruppen ihre Testperformance im selben Mafe (Abbildung
S6B). Lediglich bei der Anzahl an primaren Fehlern am Tag des Probe Trials konnte ein deutlicher

Trend beobachtet werden, auch wenn dieser nicht statistisch signifikant war (Abbildung 18E).
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Abbildung 18. Weder HFD noch TEL haben einen Effekt auf das Ortsgedachtnis. Mause wurden fir (A)-(D)
16 oder (E)-(H) 24 Wochen mit Normalfett- (NFD) oder Hochfettdidt (HFD) gefuttert. (A) und (E) zeigen die
primaren Fehler, (B) und (F) die primare Latenz, (C) und (G) die primare Distanz und (D) und (H) die
angewandte Suchstrategie am Probe Trial des Barnes Maze Tests. Keine Signifikanzen im Student’s t-Test;
n=12-13 pro Gruppe. Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.

Die adip6sen HFD-Mdause machten hier die doppelte Anzahl an Fehlern, bis sie den
verschlossenen Ausweg auf der Plattform das erste Mal erreichten als die schlanken NFD-Mause
(Abbildung 18E). Auch die priméare Distanz war bei den HFD-Mausen tendenziell erhoht
(Abbildung 18G). Bei der verwendeten Suchstrategie wurde aber kein Unterschied beobachtet
(Abbildung 18H). Die abgedeckte Gesamtdistanz und die Geschwindigkeit waren sowohl nach 16
als auch nach 24 Wochen Diat bei beiden Gruppen gleich (Abbildung S6). Anhand dieser
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Ergebnisse kann geschlussfolgert werden, dass HFD-induziertes Angstverhalten nach 16 Wochen
durch die gleichzeitige Behandlung mit TEL verringert werden kann, wohingegen weder HFD flr

16 oder 24 Wochen noch TEL einen Effekt auf die Gedachtnisbildung haben.
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6. Diskussion

Fir diese Arbeit wurden die Folgen einer Didt-induzierten Adipositas auf die neurovaskulare
Kopplung und den CBF bei Mdusen untersucht, wobei auch betrachtet wurde, welche Prozesse
daran beteiligt sein kdnnten. Weiterhin wurde Uberprift, ob derartige Didt-induzierten Effekte
Defizite im Bereich der Psychosomatik oder der Kognition zur Folge haben und ob der AT;-
Rezeptor-Antagonist TEL bei zeitgleicher Verabreichung diese Effekte verbessert oder gar

verhindert.

Nach 8, 16 und 24 Wochen HFD hatten die fur die jeweiligen Studien verwendeten Mduse, denen
kein TEL verabreicht worden war, eine ausgepragte Didt-induzierte Adipositas entwickelt, die mit
metabolischen Verdnderungen, wie einem erhdhten Glukose-, Insulin- und Leptinlevel
einherging. Solche Effekte lassen die Schlussfolgerung zu, dass die HFD-gefltterten Mause den
Phanotyp des metabolischen Syndroms entwickelt hatten, zu welchem klassischerweise auch
Hypertonie zahlt. Entgegen dieser Annahme konnte bei den Mausen jedoch eine Normotonie
festgestellt werden. Dieses Ergebnis einer ausbleibenden Hypertonie trotz einer HFD-Fltterung

7 Wurden die Mause

Uber mehrere Wochen deckt sich mit dem aus einer vorherigen Studie
zusdtzlich mit TEL behandelt, kam es weder nach 8 noch nach 16 Wochen Behandlungszeit zu
einer Gewichtszunahme. Ebenso verbesserte TEL den metabolischen Status. Dies bestdtigt TEL
zusammen mit vorherigen Studien als potenzielles Medikament in der Pravention von Adipositas

und den damit einhergehenden metabolischen Begleiterscheinungen4’- 164,

Zusammengefasst wurden mit dieser Arbeit angelehnt an die Hypothesen der Einleitung folgende

Ergebnisse erzielt:

1. Beider Untersuchung der neurovaskuldren Kopplung lieRen die Mause nach 16 Wochen HFD
ohne Verabreichung von TEL eine verminderte neurovaskuldre Funktionalitdt erkennen,
welche mit einer Reduktion des CBF in den Arealen des Cortex, der Amygdala und des

Thalamus einherging.
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2. Als mogliche Mechanismen, die an den beschriebenen Adipositas-induzierten Dysfunktionen
beteiligt sind, wurden die vermehrte Bildung von String Vessel, der Ubergang von
Endothelzellen in ein seneszentes Stadium und ein erhdhtes Level an oxidativem Stress
identifiziert. In diesem Zusammenhang konnte eine Abhéangigkeit der Prozesse von den
jeweiligen Gehirnarealen beobachtet werden.

3. Die Untersuchungen hinsichtlich des Verhaltens zeigten, dass die Mause mit Didt-induzierter
Adipositas ein gesteigertes Angstverhalten im Vergleich zu den schlanken Kontrollmause
aufwiesen, die HFD jedoch keinen erkennbaren Effekt auf die Geddchtnisbildung und den
Lernprozess hatte.

4. Die oben beschriebenen defizitiren Effekte durch eine Adipositas konnen durch TEL
verbessert bzw. verhindert werden. Dabei flihrte die Behandlung mit TEL zu einer
Rekonstitution der neurovaskuldren Kopplung und gleichzeitig verhinderte TEL die Adipositas-
induzierte Blutflussreduktion im Gehirn. Zudem hatte die TEL-Behandlung einen protektiven

Effekt auf das Adipositas-induzierte Angstverhalten.

Daraus ldsst sich zum einen ableiten, dass eine Didt-induzierte Adipositas zu neurovaskuladren
Beeintrachtigungen flihrt, welche mit Defiziten im Angstverhalten einhergehen; und zum
anderen zeigt dies, dass diese Veranderungen durch eine Behandlung mit TEL verhindert werden
kdnnen. Die Zusammenhéange dieser Ergebnisse werden im folgenden Abschnitt ndher erldutert

und diskutiert.

6.1. Adipositas-induzierte Effekte auf die neurovaskulare Einheit

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde demonstriert, dass eine HFD die neurovaskulare Kopplung
beeintrachtigt. So war nach 16 Wochen HFD der Perfusionsanstieg als Reaktion auf die
Vibrissenstimulation deutlich reduziert. Nach 8 Wochen konnte dieser Effekt allerdings nicht
beobachtet werden, was darauf hindeutet, dass eine 8-wochige Fitterung mit HFD nicht
ausreichend ist, um solche defizitaren Effekte hervorzurufen. Daraus ldsst sich schlussfolgern,
dass ein HFD-induzierter Effekt auf die neurovaskulare Kopplung stark zeitabhangig ist. Allerdings
haben publizierte Studien aufgezeigt, dass auch bereits Flitterungsperioden kirzer als 16 Wochen
einen Effekt auf die neurovaskuldre Kopplung haben kénnen. Diesbeziglich wiesen Studien, die

nicht mit Mausen sondern mit Wistar Ratten durchgefihrt wurden, bereits nach 8 Wochen HFD
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eine signifikant reduzierte Perfusion wéhrend der Stimulation der Tasthaare auf’®, was auf einen
Speziesunterschied zwischen Ratte und Maus hindeuten kénnte. Boitard et al. beobachteten
allerdings auch bei Mausen bereits nach 11 Wochen HFD zerebrale Verdnderungen. Dabei
postulierten sie eine Abhangigkeit des HFD-Effekts vom Alter der Mause zu Beginn der HFD-
Futterung!’’. Die Arbeitsgruppe begriindete dies damit, dass bei den Mausen, die bereits im Alter
von 3 Wochen eine HFD erhielten, zerebrale Einschrankungen zu beobachten waren, wohingegen
bei den Mausen, die zu Beginn der HFD-Fltterung 12 Wochen alt waren, dieser Effekt ausblieb’’.
Aus diesem Grund wurden fir diese Arbeit 5 Wochen alte Mause beim Ziichter bestellt, was dem
frihestmoglichen Zeitpunkt entsprach. Dennoch konnte ein HFD-Effekt auf die neurovaskulare
Kopplung erst nach 16 Wochen Fitterung beobachtet werden, womit die Schlussfolgerung
naheliegt, dass neben dem Alter der Mduse zu Beginn der HFD ebenfalls die Behandlungsdauer
eine entscheidende Rolle auf die Adipositas-induzierten neurovaskularen Einschrdnkungen spielt.
Es kann dabei allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass die Mause durch das verwendete
Fltterungsregime ab der 9. bis zur 16. Woche neurovaskuldre Einschrankungen entwickelten.

Dies wurde nicht untersucht.

Ein weiterer durch die HFD-induzierter neurovaskularer Effekt ist die Reduktion des basalen CBF.
In Bezug darauf entsprechen die in dieser Arbeit mittels ASL-MRT gemessenen Blutflusswerte der
NFDxon-Mause weitestgehend den in der Literatur angegebenen Werten flr Cortex, Amygdala
und Thalamus bei Mausen?’®. Lediglich die Werte fiir den Hippocampus liegen mit ca. 217 ml/
min/ 100 g unterhalb von Literaturvergleichswerten (277 ml/min/100 g)*’8. Infolge der Fitterung
mit HFD war der CBF im Cortex, in der Amygdala und im Thalamus reduziert. Somit ergdnzen die
hier erzielten Ergebnisse die in der Literatur beschriebene Reduktion des CBF durch Adipositas
und Diabetes in sowohl humanen als auch tierexperimentellen Studien®% %6 7577179 '|m Bereich
des Hippocampus blieb ein HFD-induzierter Effekt auf den CBF allerdings aus. Der Hippocampus
ist ein elementares Areal im Gehirn, welches an der Gedachtniskonsolidierung beteiligt und
auBerdem von groRer Bedeutung fiir die raumliche Orientierung ist'®. Daher kénnte der normale
CBF im Hippocampus bei den HFDxon-Mausen daflrsprechen, dass dessen Funktionalitdt durch
die HFD nicht eingeschrankt ist. Dies wird durch das Ausbleiben von Defiziten bei den

Gedéachtnistests der HFDxon-Mause unterstitzt.

Es lasst sich also zusammenfassen, dass die Reduktion des cortikalen CBF sowie die

eingeschrankte neurovaskuldare Reaktivitat durch die HFD die erste Hypothese dieser Arbeit
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(,Eine Diat-induzierte Adipositas fuhrt zu neurovaskuldren Beeintrachtigungen®) bestatigt.
Dariber hinaus konnte diesbeziglich gezeigt werden, dass solche Defizite abhiangig von der
Dauer der HFD und der jeweiligen Gehirnregion sind und nicht fir das gesamte Gehirn

pauschalisiert werden kénnen.

6.1.1. Potenzielle Mechanismen Adipositas-induzierter neurovaskularer Einschrankungen

Die ursdchlichen Mechanismen, die zu HFD-induzierten Einschrdnkungen im Bereich der
zerebralen Gefaflsstrukturen beitragen, sind bis dato nicht vollstandig erforscht. Daher war ein
weiteres Ziel dieser Arbeit, herauszufinden, welche Mechanismen und Prozesse an der
Entwicklung neurovaskuldrer Beeintrachtigungen im Didt-induzierten Adipositasmodell beteiligt

sein kdnnten.

Li et al. konnten diesbezlglich zeigen, dass eine HFD-induzierte Reduktion der neurovaskularen
Kopplung unabhingig von Veranderungen des Blutdruckes, der Glukose- oder Insulinlevel ist’*.
Dies steht allerdings im Gegensatz zu mehreren Studien, die auf einen Zusammenhang zwischen
beeintrachtigter neurovaskuldrer Kopplung und Hyperglykdmie bzw. Diabetes hinweisen””’. Das
in dieser Arbeit verwendete Mausmodell kommt einem Diabetes Typ 2-Modell sehr nahe, da die
Mause unter starker Hyperglykdmie litten. Auch wenn kein Insulintoleranztest durchgefihrt
wurde, kann aufgrund der hohen Insulinwerte bei den HFDxon-Mdusen davon ausgegangen
werden, dass die adipdsen Mause aulRerdem an einer Insulinintoleranz litten. Diese Annahme
wird durch die ebenfalls hohen Resistinwerte bei den HFDkon-Mausen unterstitzt. Resistin wird
von Adipozyten exprimiert und ist im Zusammenhang mit der Induktion einer Insulinresistenz,
der Hauptursache fiir Diabetes, beschrieben'®. Daher sprechen die hohen Resistinlevel bei den
HFDxon-Mausen daflr, dass sie an einer Insulinresistenz und schlielRlich Diabetes litten. Unsere
Arbeitsgruppe konnte kirzlich mittels Insulintoleranztest Hinweise auf eine Insulinintoleranz bei
Ma&usen nach einer HFD-Fitterung ermitteln'®* 17 Somit ist ein Vergleich zur neurovaskuldren
Kopplung zwischen dem hier verwendeten Modell nach HFD-Fiutterung und den oben genannten
Diabetesmodellen zuldssig. Daher erscheint es plausibel, dass sowohl Hyperglykdmie und
Hyperinsulindmie als auch ein erhohtes Lipidlevel im Gehirn die Ursache fir die beschriebenen

neurovaskuldren Einschrankungen sind. Erhohte Lipidlevel im Gehirn nach einer HFD sind bereits
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in vorherigen Studien gezeigt worden und stehen teilweise im Zusammenhang mit zentraler

100, 164

Inflammation , Was zu neurovaskuldren Beeintrdchtigungen beitragen konnte.

Eine wichtige Rolle in Bezug auf die neurovaskulare Regulation und den CBF spielt der Blutdruck
bzw. ein fehlregulierter Blutdruck im Sinne einer Hypertonie. So ist etabliert, dass Veranderungen
der zerebralen Gefal3e zur Entwicklung einer Hypertonie beitragen und diese wiederum zu einer
Reduktion des CBF fiihren'®?. Hypertonie ist eine haufige Folgeerkrankung von Adipositas’ und
somit als Ursache flir neurovaskuldre Beeintrdachtigungen denkbar. Mittels Blutdruckkontrolle
gegen Ende der Behandlung lief8 sich jedoch keine Erhéhung bei den HFDxon-Mausen nachweisen.
Daraus ldsst sich ableiten, dass in unserer Studie eine Hypertonie als Kausalitdt eines
dysfunktionalen CBF keine oder nur eine untergeordnete Rolle spielt. In Ubereinstimmung mit
dieser Schlussfolgerung beobachteten Katakam et al. ebenso keinen Zusammenhang zwischen
einer Hypertonie oder erhohtem myogenen Tonus und den Veranderungen zerebraler Gefalle

bei Adipositas'®.

Des Weiteren sind die GefalRe des Circle of Willis fir die Versorgung des Gehirns mit Blut
entscheidend, da sie als Basis fiir die Verastelungen in alle wichtigen GefiaRe gelten'®. Da
strukturelle Veradnderungen in diesem Bereich ebenfalls zu einer Reduktion des CBF in
bestimmten Bereichen fiihren konnten, wurden die Durchmesser der wichtigsten Gefalle des
Circle of Willis analysiert. DiesbezUglich konnte in mehreren Studien eine Korrelation zwischen
verminderter neurovaskularer Reaktivitdt und strukturellen Veranderungen der Arterien bei einer
Diat-induzierten Adipositas beobachtet werden®®. So haben Deutsch et al. in einem Diat-
induzierten Adipositasmodell mit 3 Wochen alten Sprague Dawley Ratten nachgewiesen, dass es
zu einer Umstrukturierung der MCA durch die HFD kommt. Dies manifestierte sich zum einen
durch einen verminderten Lumen- und AufRenwanddurchmesser der MCA und zum anderen
durch eine Verdickung der GefiBwand bei den HFD-gefitterten Tieren®. Diese Ergebnisse
bestatigend wurde in der vorliegenden Arbeit festgestellt, dass bei den HFDxon-Méausen der
Durchmesser der MCA deutlich vermindert war. Da die MCA einen GroRteil der lateralen
Oberfliche des zerebralen Cortex mit Blut versorgt®®, kénnte eine Adipositas-induzierte
Verringerung ihres Durchmessers fir die Reduktion des Blutflusses im Cortex verantwortlich sein.
Neben der MCA kénnten aber auch strukturelle Veranderungen der ICA zum veranderten CBF
beitragen. Zwar war infolge der HFD deren Durchmesser nicht signifikant reduziert, es zeichnete

sich aber ein deutlicher Trend ab. Die ICA veréstelt sich in ihrem weiteren Verlauf unter anderem
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in Arterien, die einen Teil der Amygdala mit Blut versorgen®. Da der Durchmesser der ICA nicht
klar von der HFD beeinflusst wurde, konnte dies eine Erklarung daflr sein, dass der CBFim Bereich
der Amygdala ebenfalls nur tendenziell reduziert war. Im Gegensatz zur Versorgung der
Amygdala, ist fur die Versorgung des Hippocampus vornamlich die PCA verantwortlich®. Da die
PCA mittels TOF-Angiographie allerdings nicht bei allen Mausen in ausreichender Qualitat
dargestellt werden konnte, konnte eine Veranderung nicht Gberprift werden. Daher kann hier
nur spekuliert werden, dass die HFD auf den Durchmesser der PCA womoglich keinen Effekt hatte,

da im Bereich des Hippocampus keine Reduktion des CBF gemessen worden ist.

Der Durchmesser von Gefdfen steht in Abhdngigkeit von Vasokonstriktion und -dilatation. Eine
blutflussabhdngige Vasodilatation initiiert am Endothelium eine Freisetzung von relaxierenden
Faktoren, die zu einer Erhéhung des GefalRdurchmessers fihren. Infolgedessen steigt das
Perfusionsvolumen®®®. Die eNOS beeinflusst bekannterweise die GefiRreagibilitat Gber die
Freisetzung von NO3> 186187 ynd somit stellt sich die Frage, ob die Expression und Funktion von
eNOS durch die HFD verdndert sein kdnnte, zumal ein Zusammenhang zwischen Diabetes und

39,188, 183 | dieser Arbeit konnte

einer Dysregulation der NO-Freisetzung beobachtet wurde
allerdings keine veranderte Expression von eNOS bei den adipdsen Mausen festgestellt werden.
In Ubereinstimmung zu diesen Ergebnissen, jedoch kontrdr zu den zuvor genannten
Untersuchungen, konnten Wang et al. ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen eNOS und einer
neurovaskuldren Kopplung nachweisen®. Limitierend fir die Darstellung der eNOS ist in den
Untersuchungen dieser Arbeit, dass eNOS aus Lysaten des gesamten Gehirns bestimmt wurde,
sich aber Dilatation und neurovaskulare Kopplung entlang der zerebrovaskuldaren Verastelungen
unterscheiden®> 191193 Unterschiede der eNOS-Expression und -Aktivierung in verschiedenen
Gehirnarealen sind in der Literatur bislang nicht beschrieben aber denkbar, da die neuronale
Isoform der NOS (nNQOS) als Perfusionsregulator und synaptischer Modulator wahrend einer
somatosensorischen Stimulation im Bereich des Cerebellums eine Rolle spielt. Dies gilt jedoch
nicht fir den Bereich des Neocortex!!. Unterstiitzt werden die Hinweise durch Regionen
spezifische Unterschiede der miteinander interagierenden Zellen entlang des zerebrovaskuldren
Systems*. Beispielsweise werden die SMC in den Arteriolen wahrend der weiteren Veristelung

zu Kapillaren durch Perizyten ersetzt (Abschnitt 2.2)°°. Dieser Aspekt sollte fiir zukinftige

Untersuchungen bedacht werden.
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Der GefaRdurchmesser wird neben gefdRdilatierenden auch durch gefdlRkonstringierende
Mediatoren (z.B. Endotheli-1) reguliert. Im Kontext von Adipositas weisen Studien auf eine

funktionelle Korrelation zwischen Adipositas und Vasokonstriktion hin'%*,

Da eine Balance
zwischen Dilatatoren und Konstriktoren fir eine funktionale Regulierung des GefaRdurchmessers
und damit der Gehirnperfusion unerlasslich ist, misste in weitergehenden Versuchen der Frage
nachgegangen werden, ob Vasokonstriktoren (z.B. Endothelin-1) in dem fir diese Arbeit

verwendeten Adipositasmodell verandert sind.

Bei metabolischen Erkrankungen sind aber auch weitere Parameter, wie endotheliale
Dysfunktion, oxidativer Stress, Inflammation und Zelltod nachgewiesen worden, die zu einer
Vasoregression wesentlich beitragen konnen?’® %197 Dies wird durch Studien verdeutlicht, bei
denen es infolge einer Adipositas zu einer progressiven mikrovaskuldren Rarefizierung im Sinne
einer Reduktion der Dichte an MikrogefaRen in verschiedenen Organen kam®* 198 |m Gegensatz
zu diesen Befunden, konnten wir im Rahmen dieser Arbeit weder im Cortex noch in der Amygdala
eine Adipositas-induzierte Reduktion der GesamtgefalRe beobachten. Allerdings konnten wir eine
Gehirnareal-abhdngige Regulation von String Vessel nachweisen. Diese waren in der Amygdala,
nicht aber im Cortex durch die HFD-Fltterung erhéht. String Vessel lassen keinerlei Blutfluss mehr
zu, sodass ihr Auftreten zu einer Minderdurchblutung des jeweiligen Gewebes beitrdgt und die
Ursache fir die Reduktion des CBF in der Amygdala sein kénnte. String Vessel sind bislang
hauptsdchlich im Kontext von Diabetes untersucht worden, wobei der Fokus einer
Kapillardegeneration weniger im Gehirn, sondern vielmehr im Bereich der Retina lag!”. Ein
direkter Zusammenhang von Adipositas und der Bildung von String Vessel ist vor allem im Gehirn
bislang nicht gezeigt worden. Diese Zusammenhange erscheinen flr die Interpretation unserer
Befunde von groRer Relevanz, da Ischamie-bedingte Degenerierung von funktionalen GefaRen zu
weiteren zelluldren Dysfunktionen filhren kann'®*, wobei eine endotheliale Dysfunktion im

Zusammenhang mit einer Beeintrachtigung der zerebralen GefaRreaktivitat steht?®.

Ein weiterer Prozess, der bei der Entstehung einer zelluldren Dysfunktion eine Rolle spielt, ist der
Ubergang von Zellen in ein seneszentes Stadium, einem irreversiblen Zellzyklusarrest!’# 2%
welcher langerfristig die Regeneration und Aufrechterhaltung von Gewebefunktionen verhindert
und dadurch zum Altern des jeweiligen Gewebes beitragt'®. Zelluldre Seneszenz zeichnet sich
durch die Bildung von SADS aus und steht im Zusammenhang mit einer Diat-induzierten

Adipositas?®® 17> 201 Dies konnte im Bereich des Cortex in dieser Arbeit durch die HFD-Fiitterung
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bestdtigt werden. Die adipdsen Mause wiesen mehr Endothelzellen mit einer erhdhten Anzahl an
SADS-Events auf als die schlanken. Im Cortex scheint also die HFD-induzierte endotheliale
Seneszenz eine Rolle bei der Beeintrachtigung des cortikalen Blutflusses zu spielen. Im Gegensatz
zu unseren Ergebnissen haben Ogrodnik et al. ein vermehrtes Vorkommen von seneszenten
Zellen in der Amygdala nachweisen konnen. Die Ergebnisse bezogen sich jedoch auf Gliazellen
(Astrozyten und Mikroglia), wobei Endothelzellen nicht untersucht wurden'®. Daher sind die
Daten von Ogrodnik et al. nicht direkt mit denen dieser Arbeit vergleichbar, zumal Ogrodnik et al.
einen anderen Marker flr die Analyse der Seneszenz verwendet haben. Aus diesem Grund wdre
eine Erweiterung derin dieser Arbeit durchgefiihrten Seneszenzanalyse auf weitere Zelltypen und

Gehirnareale interessant und sinnvoll.

Die Seneszenz ist ein Prozess, der durch verschiedene Faktoren induziert werden kann. Dazu
gehdren unter anderem Inflammation?®® und oxidativer Stress'’* 2%, Oxidativer Stress ein bei
Adipositas verstarkt auftretender Prozess, der fir eine Beeintrdchtigung der Dilatation von
zerebralen Arterien verantwortlich ist’% %4, Da es durch Adipositas zu einer Anreicherung von
Lipiden und einer Verdnderung des Redoxstatus kommt, ist ein Anstieg von oxidativem Stress die
Folge'’®. Dies bestatigen auch die Ergebnisse dieser Arbeit. Entlang des lateralen Ventrikels der
HFDxon-Mduse war ein deutlicher Anstieg des Lipidlevels zu erkennen, was die Daten von
vorherigen Studien ergdnzt, welche einen HFD-induzierten Anstieg von Lipid Droplets im
Hypothalamus nachwiesen®* 2% Daher ist davon auszugehen, dass im Gehirn ein Anstieg des
oxidativen Stresslevels vorliegt. Genauer gezeigt wurde dies unter anderem im Cortex, denn dort
war das oxidative Stresslevel, genauer gesagt das Level des Markers 4-HNE, in den Endothelzellen
bei den mit HFD-geflitterten Mausen im Vergleich zu den schlanken Mausen erhoht. 4-HNE ist
das Hauptendprodukt der Lipidperoxidation und induziert neben der Seneszenz auRerdem
Apoptose (ber die c-Jun-N-terminale Kinase (JNK) und Caspase 3 Aktivierung?®*. Diese
Charakteristika wirden dafursprechen, dass 4-HNE folglich zu einer Degeneration von Zellen
flhrt und somit zur Reduktion des CBF beitragen konnte. Diese Hypothese bestitigend, ist in
adiposen Zucker Ratten eine Interaktion zwischen erhéhtem oxidativem Stress und der
Konstriktorreaktivitat als Ursache fir eine beeintrachtigte Dilatation der zerebralen Arterien

bewiesen worden’?.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass noch nicht alle moglichen Parameter bezlglich eines

Einflusses einer Adipositas auf die Arterienstruktur umfassend verifiziert worden sind, auch weil
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diese sehr vielfaltig sind. Teilweise kommt es zur Rarefizierung oder Degeneration von Gefalien
im Gehirn, was in der Folge die zerebrale Perfusion reduziert oder den zerebrovaskuldren
Widerstand erhoht, jedoch sind die zugrundeliegenden Prozesse fir die Reduktion des Blutflusses
durch eine HFD nicht in allen Gehirnarealen identisch. Dies zeigt auch die vorliegende Arbeit
sowohl hinsichtlich der Bildung von String Vessel als auch der Entstehung von Seneszenz und
oxidativem Stress als Modulatoren der CBF-Reduktion. Zudem sollte in zuklnftigen
Untersuchungen zwischen den Gefalltypen des Gehirns unterschieden werden, da die
neurovaskulare Kopplung vom jeweiligen Segment des neurovaskuldren Netzwerks abhangig
ist3>. So entwickeln zerebrale Arteriolen eine endotheliale Dysfunktion schneller als die zerebralen
MakrogefaRe, wobei die Griinde dafir nicht vollig geklart sind?® %7, AuRer Endothelzellen
kdnnen auch weitere Zelltypen von Verdnderungen betroffen sein. Im Allgemeinen ist davon
auszugehen, dass sich Diat-induzierte Schadigungen der neurovaskuldren Kopplung und des CBF
aus einem multifaktoriellen Milieu heraus entwickeln. Die zweite Hypothese dieser Arbeit kann
also insofern beantwortet werden, als dass es durch die Adipositas zu endothelialen

Veranderungen kommt, die zu den neurovaskularen Defiziten beitragen kénnen.

6.2. Adipositas-induzierte kognitive Einschrankungen

Durch die oben beschriebenen Verdanderungen, die durch Adipositas induziert werden, sind
weitreichende Folgen flr die Funktionalitdt verschiedener Gehirnareale eine logische
Konsequenz. Beim metabolischen Syndrom, einer haufigen Folge von Adipositas, fihrt ein
reduzierter CBF zu einer verminderten Gedéachtnisfunktion'’®. So wurde in 12 Wochen alten
C57BL/6J Mausen bereits nach wenigen Tagen HFD ein Defizit im raumlichen und kontextuellen
Gedéachtnis beobachtet; im objektbezogenen Gedachtnis war ein solches Defizit jedoch nicht
erkennbar?®. Ein weiteres Beispiel fiir die Gedachtniseinschrankungen bei Adipositas ist, dass
Ratten mit einem Adipositasbeginn im Erwachsenenalter kognitive Beeintrachtigungen in Tests
zeigten, die eine cortikale Dysfunktion nahelegen®’. Was die Gruppe um McNeilly dabei nicht
beobachtete, war eine Assoziation zwischen Adipositas und einer geminderten
Hippocampusfunktion®”. Interessanterweise zeigte eine weitere Studie an Mausen, dass
Adipositas Defizite in der Hippocampusfunktion induziert, wenn sich die Adipositas bereits im

jugendlichen Alter entwickelte'’”. Die Tatsache, dass in der Weltbevélkerung die Pravalenz der
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2%, macht dies zu einem wichtigen Aspekt, um die

kindlichen und jugendlichen Adipositas steig
Unterschiede bei der Entwicklung von Adipositas-assoziierter Demenz im Alter zu verstehen®.
Auch Boitard et al. sahen einen Zusammenhang zwischen kognitiven Defiziten und einem frihen
Beginn einer Adipositas. Bei ihrer Studie wurden Mause bereits ab einem Alter von 3 Wochen fir
11 Wochen mit HFD gefiittert. Der frihere Beginn der HFD im Vergleich zur vorliegenden Arbeit
kdnnte dazu beigetragen haben, dass die HFDxon-Mduse weder im Object Place Recognition noch
im Barnes Maze Test eine schlechtere Performance als die NFDxon-Maduse ablieferten. Weiterhin
stehen die in der Literatur beschriebenen kognitiven Beeintrachtigungen haufig im
Zusammenhang mit hohen Insulin-, Glukose- oder Cholesterolplasmakonzentrationen infolge der
HFD?' 21 Derart hohe Level konnten zwar auch in dieser Arbeit bei HFD-gefuitterten Mausen
gezeigt werden, trotz dessen ermittelten wir keinen Unterschied im Lernverhalten der dicken und
dinnen Mduse, auch nicht nach einer Fltterungsperiode von 24 Wochen. Selbst unter dieser
Langzeit-HFD-Futterung fanden wir lediglich einen leichten Trend zu einer schlechteren
Performance der HFDxon-Mduse im Barnes Maze Test. Dies ldsst die Vermutung zu, dass bei
einem Beginn der HFD im Alter von 5 Wochen eine noch langere Futterungsperiode als 16 und
24 Wochen notwendig ist, um das Gedachtnis und somit das Lernverhalten zu beeinflussen.
Boitard et al. haben zudem festgestellt, dass die metabolischen Parameter, wie Insulin-, Leptin-
und Glukoselevel, zwischen jungen und adulten Mausen unter HFD vergleichbar waren. Sie haben
daraus gefolgert, dass die kognitiven Einschrankungen explizit auf den friithen Beginn der HFD und
nicht auf gesteigerte Insulin- oder Glukosewerte zuriickzufihren sind*’’. Auch wenn die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit im Gegensatz zu denen von Boitard et al. stehen, korreliert
das Ausbleiben kognitiver Defizite mit der fehlenden Reduktion des CBF im Hippocampus infolge
der HFD. Die Vermutung ware, dass unter HFD-Fitterung bei gleichbleibendem CBF die
Funktionalitat des Hippocampus erhalten bleibt. Allerdings spielt der prafrontale Cortex bei der

212 ynd sollte mit in Betracht gezogen werden.

Gedéachtnisleistung ebenfalls eine wichtige Rolle
Daher ware es denkbar, dass sich der verminderte CBF im Cortex bei langerer HFD-Futterung auch
auf das Lernverhalten auswirkt. Auch die mikrovaskuldre Dichte im Hippocampus und Cortex
beeinflusst die Hippocampus-abhdngige kognitive Funktion?'?. Allerdings war in dieser Arbeit die
GesamtgefdRlange im Cortex sowohl bei den adipdsen als auch schlanken Mausen ohne TEL

Behandlung identisch, was daflrspricht, dass die Hippocampusfunktion auch in den dicken

HFDxon-Mausen aufrecht erhalten bleibt.
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Wahrend in unseren Untersuchungen keine Bestatigung einer verminderten kognitiven Leistung
infolge der HFD gefunden wurde, haben wir deutliche Hinweise auf die Entstehung eines
gesteigerten  Angstverhaltens aufgezeigt, welche Literaturbefunde bestitigen'®. In
Ubereinstimmung zu den tierexperimentellen Studien haben auch humane Studien eine erhhte
Haufigkeit von psychischen Stérungen, insbesondere von Angst und Depressionen bei Adipositas
zeigen konnen® 213 In diesem Zusammenhang gilt die Amygdala als Hauptentstehungsort fur

t21% und die tendenziell reduzierte Perfusion dieses Hirnareals kdnnte ursachlich fiir deren

Angs
Dysfunktion sein. Diesbeziglich ist bereits ein Zusammenhang zwischen Einschrankungen der
neurovaskuldren Einheit mit einem erhdhten Angstverhalten bewiesen worden?®, Des Weiteren
besteht auch eine positive Korrelation zwischen einem HFD-induzierten Anstieg von Angst und
dem Vorkommen von zelluldrer Seneszenz, wohingegen die Regression von seneszenten Zellen

das Angstverhalten bei Mausen mindert'®

. In der vorgelegten Arbeit ist das Stadium der
Seneszenz in der Amygdala selbst nicht untersucht worden, allerdings im Cortex, welcher
ebenfalls an der Entstehung von Angst beteiligt ist. Darin zeigte sich ein Anstieg der Seneszenz in
den Endothelzellen, was die Schlussfolgerung erlaubt, dass das erhéhte Angstverhalten der HFD-
gefltterten Méause auf eine Erhohung der Seneszenz in Endothelzellen, und woméglich auch in
weiteren Zellen, zurickzufthren ist. Es wird spekuliert, dass neben der Seneszenz auch weitere

215,216 yeranderte Hormonsignalwege?!” und Stammzelldysfunktion?*®

Prozesse wie Inflammation
an einer Adipositas-induzierten Erhohung von Angst beteiligt sind. Daher sollte die Analyse um
diese Faktoren erweitert werden. Weitere Untersuchungen bestatigten dieses HFD-assoziierte
Angstverhalten und setzten aullerdem ein verstarkt depressives Verhalten und einen erhdhten
zelluldren oxidativen Stress bei adipdsen Mausen in Zusammenhang mit einer HFD% 102 Ein
depressives Verhalten der Méause ist in dieser Arbeit nicht im Einzelnen untersucht worden,
allerdings gibt der Vergleich der gelaufenen Gesamtstrecke einen Hinweis darauf, dass die
HFDxon-Mause kein depressives Verhalten entwickelt haben. Dies hatte sich in einer reduzierten
Lauf- und Erkundungsbereitschaft widerspiegeln missen. Dieser erste Hinweis, dass kein

depressives Verhalten vorliegt, sollte weiter Gberprift werden, gerade weil sich das hoéhere

Korpergewicht der adipdsen Mause auf deren Bewegung auswirken kénnte.
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6.3. Protektive Effekte von TEL bei einer Didt-induzierten Adipositas

Adipositas geht mit vielen Begleiterscheinungen und -erkrankungen einher, allen voran
Hyperglykdmie, Insulin- und Leptinresistenz, Diabetes und kardiovaskulare Begleiterscheinungen
wie Hypertonie> ’. Wie auch diese Arbeit gezeigt hat, kénnen diese metabolischen
Veranderungen durch eine Behandlung mit TEL verhindert werden. Dies wurde bereits in
zahlreichen Studien unterschiedlicher Behandlungsdauer sowohl bei Ratten als auch bei Mausen
gezeigt!4’ 149184 Die vorliegende Arbeit bestatigt somit nachhaltig die Adipositaspravention und
die Verbesserung des metabolischen Status durch TEL. Im Folgenden sollen weniger die
Mechanismen diskutiert werden, die einen anti-adipdsen Effekt erklaren kénnen, sondern
vielmehr soll der Fokus der Diskussion auf potenziell zerebrale Einflisse gerichtet sein.
Diesbeziglich haben Studien gezeigt, dass AT:-Rezeptor-Antagonisten trotz ihrer Lipophilie die
Blut-Hirn-Schranke tberwinden kénnen und insbesondere TEL, peripher verabreicht, zeit- und

dosisabhidngig die zentral vermittelten Effekte von Ang Il inhibieren kann?'® 2%,

6.3.1. Bedeutung von TEL als Protektor des zerebralen GefalRsystems bei Adipositas

Wie in den vorherigen Abschnitten beschrieben, induziert Adipositas neben den klassischen
metabolischen Symptomen auch neurovaskulare Einschrankungen, die unter anderem mit einem
reduzierten CBF einhergehen. Ermutigt durch die Tatsache, dass TEL eine Diat-induzierte
Adipositas sowohl bei Ratten als auch bei Mausen verhindert und sie vor weiteren metabolischen
Veranderungen schitzt, wurde in dieser Arbeit zudem der Effekt von TEL auf die neurovaskulare
Einheit im Setting von Adipositas untersucht. Vorherige Studien haben bereits eine Beteiligung
der zerebralen RAS-Komponenten und der AT;-Rezeptorblockade durch TEL an den protektiven
Effekten bewiesenl® 147, 148 1%, 163, 164 " Dpje 7y Beginn formulierte Hypothese, dass TEL die
neurovaskularen Beeintrachtigungen und die Reduktion des CBF bei HFD-geflitterten Mausen
verbessert oder gar verhindert, wurde mit dieser Arbeit bestéatigt. Die HFDrg -Méause zeigten eine
gesteigerte neurovaskuldre Kopplung im Vergleich zu den HFDkon-Méausen. Allerdings war auch
bei den NFD-gefutterten M&usen eine verminderte Antwort nach der Vibrissenstimulation unter
TEL zu beobachten. Dies konnte auf den reduzierten Blutdruck bei diesen Tieren zurtickzuftihren

sein. Die TEL-induzierte Reduktion des Blutdruckes in den NFD- oder HFD-gefiitterten Kollektiven
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konnte also prinzipiell zur Normalisierung der neurovaskuldaren Kopplung beitragen, da die
Blutdrucksenkung und somit die Erweiterung der Gefdlle eine bessere basale Perfusion des
Gewebes zur Folge haben kdnnte, sodass die Amplitude der Reaktion auf die Stimulation geringer
ist. Im Rahmen der CBF-Messung zeigte sich dies allerdings nicht. Der Aspekt, dass TEL auch bei

den NFD-gefltterten Mausen einen Effekt hat, kann somit nicht eindeutig geklart werden.

Auf den CBF bei HFD-geflitterten Mausen hatte die Behandlung mit TEL ebenfalls einen
protektiven Effekt. So normalisierte TEL den CBF im Cortex, der Amygdala und im Thalamus bei
den HFDme-Mdusen. Nach welchen genauen Mechanismen dies geschieht, ist noch unklar.
Allerdings liegt die Vermutung nahe, dass der TEL-Effekt Uber die Wirkung an den zerebralen
Gefalen vermittelt wird, da das RAS Adipositas-bedingt chronisch aktiviert ist, was mit einem
dramatischen Anstieg von Ang Il und einer chronischen Aktivierung der AT;-Rezeptoren
einhergeht, wodurch eine vasokonstriktive Reaktion eingeleitet wird?*!. Im Gehirn stimuliert Ang
Il die ATi-Rezeptoren, welche vor allem im zerebrovaskuldren Endothelium und den
circumventrikuldren Organen lokalisiert sind???. Die Aktivitat der AT;-Rezeptoren beeinflusst den
CBF und dadurch konsequenterweise die Gehirnfunktion im Allgemeinen??® %4, In der Diskussion
stehen weitere Rezeptoren des Gehirnparenchyms, die in spezifischen Neuronen exprimiert
werden und durch Ang Il aktiviert werden?** 22> 226 Djese Neurone sind an der sensorischen,
zerebrovaskuldren und verhaltenssteuernden Regulation beteiligt, sodass eine ibermalRige Ang
[I-Zirkulation und Rezeptoraktivierung Veranderungen in diesen Bereichen hervorrufen wirde.
Eine chronische Aktivierung von AT;-Rezeptoren durch Ang Il, die bei adipdsen Mausen auch in
dieser Arbeit angenommen wird, kann aulRerdem eine Inflammation, vaskulares Remodelling und
Thrombose zur Folge haben??” 2?8 Dabei gilt Aldosteron, dessen Freisetzung von Ang Il induziert
wird, als treibende Kraft von Inflammationsprozessen auch im Gehirn??® 2%, Damit ware die
logische Konsequenz, dass die Blockade des AT;-Rezeptors durch einen AT;-Rezeptor-
Antagonisten wie TEL die Minderung der Aldosteronfreisetzung diesen Inflammationsprozess
verhindert und dadurch die zerebralen GefaRe geschiitzt werden. Interessanterweise ist flr den
AT;-Rezeptor-Antagonisten Azilsartan bereits die Protektion vor zerebrovaskularem Remodelling
und die Normalisierung des myogenen Tonus in diabetischen Tieren gezeigt worden?!. Ein
Adipositas-induziertes Remodelling konnte fiir diese Arbeit zwar nur bei der MCA beobachtet
werden, allerdings konnte trotz HFD der Durchmesser von ICA, ACA und minimal auch MCA durch

die Behandlung mit TEL normalisiert werden.
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Durch die Lokalisation der ATi-Rezeptoren im zerebrovaskuldren Endothelium liegt die
Vermutung nahe, dass Veranderungen, die durch eine UbermalRige Ang IlI-Aktivitat induziert
werden, vor allem die Endothelzellen als Teil der neurovaskularen Einheit betreffen und eine AT;-
Rezeptorblockade ebenfalls dort protektiv wirkt. Daher wurden fir diese Arbeit die Effekte des
ATi-Rezeptor-Antagonisten TEL vor allem in Endothelzellen untersucht. Generell ist die
Interaktion zwischen Ang Il und dessen Rezeptor AT1 mit einem erhdhten oxidativen Stresslevel
im Endothelium verbunden??’. Diesen Riickschluss lassen auch die Ergebnisse dieser Arbeit zu.
Die vermutliche Anreicherung und Aktivitdt von Ang Il am ATi:-Rezeptor, die durch die HFD
ausgeldst wird, und der daraus resultierende Anstieg des oxidativen Stresses im Bereich des
Cortex, wurden durch TEL antagonisiert. Diese Vermutung bestétigt sich darin, dass in HFDre.-
Mausen im Vergleich zu den adipdsen HFDxon-Mdausen die 4-HNE-positiven Endothelzellen
vermindert waren. Das bedeutet, dass TEL das Endothelium vor oxidativem Stress bei Adipositas
schitzt und dessen Funktionalitdt erhalten bleibt. Diese Wirkung von TEL auf das Level von
oxidativem Stress scheint allerdings nicht auf das gesamte Gehirn zuzutreffen. Dies zeigt sich
darin, dass in der Amygdala, im Gegensatz zum Cortex, die Behandlung mit TEL keinen Effekt auf

die 4-HNE-positiven Zellen hatte.

Es ist etabliert, dass oxidativer Stress eng mit zelluldrer Seneszenz korreliert!’*. Somit erscheint
es konklusiv, dass die Behandlung mit TEL die Endothelzellen im Cortex vor dem Ubergang in
einen seneszenten Status schitzt. Ob dies direkt oder indirekt beispielsweise Uber die Reduktion
des oxidativen Stresses geschieht, ldsst sich allerdings im Rahmen dieser Untersuchungen nicht
ausreichend kldren. Ogrodnik et al. zeigten diesbeziglich, dass die Lyse von seneszenten Zellen
mit den senolytischen Prdparaten Dasatinib und Quercetin zu einer Verbesserung von
Verhaltenseinschrankungen wie dem erhéhten Angstverhalten bei HFD fihrt'®. In Bezug auf das
Angstverhalten konnte in unseren Untersuchungen genau dieser Effekt beobachtet werden: Die
HFDre-Mause waren vor einem gesteigerten Angstverhalten geschiitzt und verhielten sich wie
die NFDxon-Maéuse. In Anbetracht dessen ldsst sich mutmalien, dass TEL eine senolytische
Wirkung im Cortex hat und somit die Anzahl der seneszenten Zellen reduziert wird, was folglich
zu der beobachteten Verbesserung des Angstverhaltens bei den HFDw-Mdausen flhrt. Ob TEL
eine senolytische oder protektive Wirkung hinsichtlich eines Ubergangs von Zellen in ein
seneszentes Stadium hat, ist damit allerdings nicht geklart und somit ware es notwendig, auch

andere Gehirnregionen (z.B. die Amygdala) zu untersuchen. Dies erscheint von groRer Relevanz
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zu sein, da senolytische Praparate als neue potenzielle therapeutische Moglichkeit bei
neuropsychiatrischen Stérungen diskutiert werden®® 232 233 Ein weiterer Parameter, der die
Folge von erhéhter Seneszenz sein konnte und auf den die Behandlung mit TEL einen protektiven
Effekt hatte, ist die Entstehung von String Vessel und dem damit verbundenen Untergang von
funktionalem Endothelium. Auch hier zeichnete sich eine Abhangigkeit von den einzelnen
Gehirnregionen ab. Im Cortex, flr den zuvor eine Reduktion von Adipositas-induzierter Seneszenz
beschrieben wurde, hatte TEL keinen Effekt auf die Menge an String Vessel. Im Vergleich dazu
konnte TEL in der Amygdala die Entstehung von HFD-induzierten String Vessel verhindern. In der
Literatur wurde auch ein protektiver Effekt fir die AT;-Rezeptor-Antagonisten Valsartan und
Candesartan gezeigt?®* 2*°. Dabei reduzierte Valsartan in einem Diabetesmodell mit Ratten die
Anzahl an String Vessel und proliferierender Endothelzellen in der Retina und wird daher als
Therapeutikum bei diabetischer Retinopathie diskutiert?®®>. Den gleichen Effekt hatte der ACE-
Hemmer Captopril?®¢. Zusammen mit den Ergebnissen dieser Arbeit zeigt dies die wichtige Rolle
der Inhibitoren des RAS beim Schutz vor der Degeneration von Gefallen auch im Gehirn bei
Adipositas und Diabetes. Allerdings kann mit dieser Arbeit nicht differenziert werden, ob es sich
bei den beschriebenen protektiven Wirkungen von TEL um einen akuten Effekt durch die
Antagonisierung von Ang Il am AT;-Rezeptor handelt, oder ob der TEL-vermittelte Schutz vor
einer Adipositas folglich auch die neurovaskuldren Beeintrachtigungen verhindert. Daflir waren

weitere Untersuchungen notwendig.

6.3.2. Bedeutung von TEL hinsichtlich eines Adipositas-induzierten Risikos einer

Demenzerkrankung

Wie auch mit dieser Arbeit gezeigt wird, sind strukturelle und funktionale Veranderungen im
zerebralen GefaRsystem die Folge von Adipositas und flhren zur Erhéhung des
GefaRwiderstandes und gleichzeitig zur Reduktion des CBF. Dies kann zur Entstehung von
Demenz und kognitiven Einschrdnkungen beitragen®?, da Hypoperfusion Defizite beim Lernen
und in der Gedichtnisbildung induziert®®. Wie im vorherigen Abschnitt diskutiert, wirkt TEL
protektiv auf das GefaRsystem im Gehirn und kann dadurch eine Reduktion des CBF verhindern.
Im Verlauf dessen konnte dies dazu fihren, dass TEL auch vor kognitiven Defiziten schitzt. Auch

wenn unter TEL ein reduziertes Angstverhalten einhergehend mit einer Reduktion von String
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Vessel, oxidativem Stress und Seneszenz zu beobachten war und diese Prozesse auch in Bezug
auf Kognition eine Rolle zu spielen scheinen, konnten wir hier keinen Effekt von TEL auf die
Kognition in den Verhaltensversuchen nachweisen. Allerdings ist diese Tatsache vermutlich
darauf zurlckzufihren, dass die HFD schon keinen nachteiligen Effekt auf das Gedadchtnis gezeigt
hat. Im Gegensatz dazu zeigten einige Studien eine protektive Wirkung von Sartanen auf die
Kognition. Diesbezlglich verbesserte der ATi-Rezeptor-Antagonist Candesartan die
beeintrachtigte kognitive Funktion bei Mdusen mit Typ 2 Diabetes?®’, und Olmesartan hatte einen
therapeutischen Effekt bei Mdausen, die durch HFD und eine salzreiche Didt kognitive

Beeintrachtigungen aufwiesen?3®.

Wie wir mit unseren Untersuchungen zeigen konnten, fihrt die AT;-Rezeptorblockade zu einer
Reduktion von oxidativem Stress, welcher zusammen mit Inflammation mit einer erhéhten
Inzidenz von Demenz in Zusammenhang steht’®. So haben bereits groRe Kohortenstudien
festgestellt, dass antihypertensive Medikamente, insbesondere ATi-Rezeptor-Antagonisten, die
Inzidenz von Demenz reduzieren kénnen?/9242_Der AT;-Rezeptor-Antagonist Valsartan war dabei
in der Lage die Oligomerisierung von Amyloid-p Peptiden abzuschwachen und unterbrach zudem
die Entwicklung von Amyloid-B vermittelten kognitiven Beeintrachtigungen im Alzheimer-
Mausmodell?*. Das Protein ACE zeigte hingegen eine Beteiligung an der Zersetzung von Amyloid-
B%**. Aber auch fir TEL ist ein protektiver Effekt vor der Minderung der kognitiven Leistung in
einem Alzheimer-Mausmodell beschrieben, bei dem die Mause intrazerebroventrikular Amyloid-

245,286 Diese Aspekte unterstiitzen die Annahme, dass ATi-Rezeptor-

B injiziert bekamen
Antagonisten, mit TEL als wichtigem Vertreter, die Entstehung von Diabetes- und Adipositas-
induzierter Demenz verhindern kénnen. Hinzu kommt, dass bei einer Alzheimererkrankung
vermehrt String Vessel auftreten'®®, und wie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gezeigt
haben, TEL die Enstehung von genau diesen vermindert. Auch die Reduktion von seneszenten
Zellen steht im Zusammenhang mit Tau-abhdngigen neurodegenerativen Erkrankungen wie

Alzheimer®? 2%’ Auch hier konnte mit dieser Arbeit ein protektiver Effekt im Setting von

Adipositas gezeigt werden.

Die in zusammengefassten Studien zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen AT;-
Rezeptorblockern (ARB) und einer Verbesserung der kognitiven Leistung sind zumeist in
Alzheimermodellen durchgefiihrt worden und daher nur bedingt mit den Ergebnissen dieser

Arbeit vergleichbar. Auch wenn hier mit einem klassischen Diadt-induzierten Adipositasmodell
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keine kognitiven Einschrankungen beobachtet wurden, liegt die Vermutung nahe, dass TEL durch
die protektive Wirkung hinsichtlich der GefaRstruktur auch die Folgen einer Adipositas-
induzierten Verdnderung der zerebralen GefaRRe und somit Demenzerkrankungen wie Alzheimer
verhindert. Das Alter der Mause spielt in diesem Zusammenhang eine entscheidene Rolle, denn
Demenzerkrankungen sind Erkrankungen, die mit einem fortgeschrittenen Alter in Verbindung

42, 85

stehen . Die Verwendung von sehr jungen Mausen war aufgrund der in Abschnitt 6.2

t*’’. Dennoch sollte fir weitere

beschriebenen Studie von Boitard et al. gerechtfertig
Untersuchungen, die auf ein durch Adipositas erhéhtes Alzheimerrisiko und die protektive

Wirkung von TEL abzielen, ein hoheres Alter der Mause in Betracht gezogen werden.

. —I Atherosklerose <
\/‘k Zerebrovaskuldre
I // Erkrankungen

Neuronenverlust

‘ _'I Ischémische\Schéden Zerebrale Atrophie .

Vorhofflimmern =p | Stroke

Oxidativer Stress

\
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-

Abbildung 19. Protektive Wirkung von AT;-Rezeptorblockern (ARB) hinsichtlich einer Demenzerkrankung.
Adaptiert von Mogi et al.?3°; == frdert; === verhindert

6.4. Limitationen

Mit dieser Arbeit konnte eindeutig ein protektiver Effekt von TEL hinsichtlich Adipositas-
induzierter Defizite auf das neurovaskulare System und auch das Angstverhalten gezeigt werden.

Was jedoch bedacht werden muss ist, dass hier nicht zwischen einem akuten und chronischen
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TEL-Effekt differenziert werden kann. Um die Frage zu beantworten, ob TEL durch die akute
Antagonisierung von Ang Il am AT:-Rezeptor die beschriebenen Einschréankungen verhindert oder
ob die Protektion durch TEL vor einer Adipositas dazu flhrt, dass die Beeintrachtigungen erst gar

nicht entstehen, missten weitere Untersuchungen durchgefihrt werden.

Des Weiteren stellt die Behandlungsdauer bzw. das Alter der Mause hinsichtlich einer
Uberpriifung protektiver Effekte von TEL auf Kognition und Demenz einen limitierenden Faktor
dar. Neurodegenerative Erkrankungen wie Demenz, sind Erkrankungen, die mit einem
fortgeschrittenen Alter assoziiert sind. Die hier verwendeten Mduse waren sehr jung, was, wie in
Abschnitt 6.1 diskutiert wurde, auch gerechtfertigt war. Dennoch gehen wir davon aus, dass
kognitive Defizite erst bei einer noch langeren Flutterungsperiode sichtbar werden, sodass auch
eine protektive Wirkung von TEL vor Demenz-assoziierten Parametern erst zu diesem Zeitpunkt

sichtbar wirde.

6.5. Ausblick

Die Tatsache, dass Adipositas und auch Diabetes Risikofaktoren nicht nur fir vaskulare
Erkrankungen per se, sondern auch fir zerebrale Pathologien mit vaskuldaren Beeintrachtigungen
sind, macht eine kontinuierliche Forschung hinsichtlich der Effekte des metabolischen Syndroms
auf die Regulation von zerebrovaskularer Reaktivitdt und Perfusion erforderlich. Der Einsatz von
AT;-Rezeptor-Antagonisten als praventive und auch kurative Therapeutika bei Adipositas und den
damit assoziierten Folgeerscheinungen scheint dabei vielversprechend. Dennoch gibt es noch
viele Aspekte in Bezug auf deren genauen Effekte und Wirkmechanismen im Zusammenhang mit

Adipositas zu erforschen.

Ein wesentlicher Aspekt, der eine entscheidende Rolle bei Adipositas-assoziierten Verdnderungen
im Gehirn spielt und in dieser Arbeit nicht betrachtet wurde, sind entzindliche Prozesse.
Adipositas geht mit einer chronischen low grade Inflammation einher, wodurch andere Aspekte

176, 197, 202 Eine zerebrovaskulare

wie oxidativer Stress und Seneszenz beeinflusst werden
Inflammation kann die Ursache fir einen unterbrochenen CBF und fir Verdnderungen bei der
Autoregulation sein??>. Kommt es dabei zu einer unregulierten Inflammation, wird die Inzidenz

und Progression von Veranderungen der zerebralen Zirkulation erhdht und kann unter anderem
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eine Ischamie hervorrufen, welche wiederum inflammatorische Prozesse verstarkt und neuronale

Schadigungen verursacht?® 249

. In einer vorherigen Studie unserer Arbeitsgruppe ist eine
protektive Wirkung von TEL auf einen HFD-induzierten Anstieg der Inflammationsfaktoren TNFa
und IL-1a bereits gezeigt worden®. Daher wére eine Untersuchung von weiteren Faktoren der
Inflammation im hier verwendeten Adipositasmodell auch unter TEL-Behandlung sehr sinnvoll.
Gliazellen im Gehirn, genauer gesagt Mikroglia, sind dabei entscheidend an der zerebralen
Inflammationsantwort beteiligt und stellen die Makrophagen des Gehirns dar®®°. Sie produzieren
inflammatorische Mediatoren, wie Zytokine, und setzen diese frei. Neben der Bestimmung dieser
Zytokine im Gehirn ware es daher sinnvoll, die Aktivierung von Mikroglia in den verschiedenen
Gehirnregionen zu bestimmen. Die von den Mikroglia freigesetzten Mediatoren haben wiederum
einen Effekt auf die mit den Mikroglia in Kontakt stehenden Neuronen (Abbildung 2). Somit
stellen die Neurone einen weiteren Zelltyp der neurovaskuldren Einheit dar, der zum Gegenstand
weiterer Untersuchungen werden sollte. Beispielsweise konnten Neurone auf eine mogliche
Degeneration oder auf Defizite bei der Neurogenese bei einer vorliegenden Adipositas hin
Uberprift werden. So besteht namlich ein Zusammenhang zwischen einer Adipositas-assoziierten
Seneszenz, die auch in dieser Arbeit bei den adipdsen Mausen im Cortex gezeigt wurde, pro-
inflammatorischen Gliazellen und einer fehlregulierten Neurogenese. Genauer gesagt wurden bei
HFD-gefltterten Méausen mit erhdhter Seneszenz pro-inflammatorische Gliazellen in direkter
Néhe von Gehirnarealen gefunden, welche Marker fir neuronale Vorlduferzellen und unreife
Neurone exprimieren®. Zudem wurde bei Ratten eine reduzierte Neurogenese im Hippocampus
in Verbindung mit einer HFD beobachtet?!. Eine mogliche protektive Wirkung von TEL
hinsichtlich einer durch HFD-induzierten Einschrankung der Neurogenese wirde ebenfalls zum
praventiven und therapeutischen Effekt von TEL auf neurodegenerative Erkrankungen bei
Adipositas beitragen. Neurone stehen indes Uber Astrozyten mit den oben beschriebenen
Mikroglia in Kontakt (Abbildung 2). In Astrozyten sind wiederum ebenfalls eine signifikante Anzahl
an ATi-Rezeptoren enthalten?’? 2°2 und sie sind die Hauptquelle von Angiotensinogen im
Gehirn?3. AuRerdem ist die Funktion der Astrozyten bei der Regulierung der Nahrungsaufnahme
bei einer Didt-induzierten Adipositas gestért?®*. Diese Charakteristika machen Astrozyten
ebenfalls zu einem Zelltyp, auf den TEL potenziell einen protektiven Effekt im Setting von

Adipositas haben konnte.
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Fur die Weiterverfolgung der protektiven Effekte von TEL auf neurodegenerative Erkrankungen
wie Alzheimer bei Adipositas, sollte, wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, das Alter der Tiere
nicht auller Acht gelassen werden. Hier sollte eine deutlich langere Fitterungs- und
Behandlungsperiode in Betracht gezogen werden, um die Auswirkungen einer juvenilen
Adipositas auf eine deutlich gealterte Maus zu untersuchen. Es ist davon auszugehen, dass die in
der vorliegenden Arbeit induzierten Effekte dadurch noch deutlicher sein kdnnen, da das Altern
beispielsweise den Adipositas-induzierten oxidativen Stress und die Einschrankungen beim CBF
verstarkt?!?. AuBerdem deuten die Ergebnisse des Barnes Maze Tests dieser Arbeit (Abbildung
18) darauf hin, dass messbare Gedachtniseinschrankungen erst durch eine noch ldngere
Fatterung mit HFD hervorgerufen werden. Erst dann wére es sinnvoll, die Level von Alzheimer-
assoziierten Proteinen wie die Akkumulation von Amyloid-B und des Tau-Proteins zu bestimmen,

um weitere protektive Effekte von TEL zu untersuchen.

6.6. AbschlieRendes Fazit

AbschlieRend ldsst sich konstatieren, dass mit dieser Arbeit die einleitenden Hypothesen
eindeutig beantwortet werden konnten. Eine Diat-induzierte Adipositas schrankt die
neurovaskulare Kopplung abhédngig von der Fitterungsperiode ein und fihrt zudem nach 16
Wochen zu einer deutlichen Reduktion des CBF im Cortex, Thalamus und der Amygdala, aber
nicht im Hippocampus. Strukturelle und funktionale Prozesse tragen zur Entwicklung dieser
neurovaskuldren Defizite bei. Insbesondere die auf oxidativen Stress und Seneszenz beruhenden
Veranderungen im Endothelium sind ebenfalls abhangig von der jeweiligen Gehirnregion. Die
gleichzeitige Behandlung mit TEL verbessert oder verhindert messbar die beschriebenen Defizite

bei HFD-gefltterten Mausen (zusammengefasst in Abbildung 20).

Dadurch stellt TEL ein potenzielles Therapeutikum von Adipositas-assoziierten neurovaskularen
Erkrankungen wie Schlaganfillen und Alzheimererkrankungen dar. Folglich kénnten RAS-
Hemmstoffe, insbesondere AT;-Rezeptor-Antagonisten, im Sinne einer personalisierten Medizin
und der Vermeidung von Polymedikation, von besonderer Bedeutung sein. Sie sind
multifunktionale Wirkstoffe, die fir mehrere Indikationen eingesetzt werden koénnen.
Vornehmlich Patienten, die unter dem multifaktoriellen metabolischen Syndrom leiden, konnten

davon profitieren.

96



DISKUSSION

Adipositas

beeintrachtigt
vermindert

% ~___ neurovaskulare Kopplung

por J zerebraler Blutfluss

& : . String Vessel Bildung
Seneszenz

; A 7 oxidativer Stress
i O// Angstverhalten

NFD + TEL B

L

verbessert
normalisiert

Normalgewicht

Abbildung 20. Zusammenfassung der Ergebnisse. Gezeigt sind die verschiedenen Behandlungsstrategien
mit Normalfett- (NFD) oder Hochfettdiat (HFD) und Telmisartan (TEL) und deren Wirkungen auf das
neurovaskuldre System und das Verhalten.
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Abbildung S1. Bestimmung metabolischer Hormone im Plasma. Mause wurden fir 24 Wochen mit
Normalfett- (NFD) oder Hochfettdiat (HFD) gefuttert. Mittels Multiplex-Assay wurden die Konzentrationen
von (A) Insulin, (B) Resistin und (C) Leptin im Plasma bestimmt. n=12 pro Gruppe; * P<0,05 im Student’s t
Test (mit Welsh’s Korrektur bei A und C); Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.
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Abbildung S2. Messung der Gewebeperfusion wahrend der Stimulation mit CO,. Mause wurden fur (A)-
(C) 16 und (D)-(F) 24 Wochen mit Normalfett- (NFD) oder Hochfettdidt (HFD) gefuttert. (A) und (D)
Quantifizierung der LSI-Messung mit (B) und (E) Angabe der maximalen Reaktion und (C) und (D) Area
under the Curve (AUC); n=12-13 pro Gruppe; * P<0,05 im Student’s t Test. Daten sind als Mittelwert + SEM

angegeben.
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Abbildung S3. GefaBquantifizierung der Immunhistochemie fir String Vessel. Mause wurden fir 16
Wochen mit Normalfett- (NFD) oder Hochfettdiat (HFD) gefittert und gleichzeitig taglich mit
Vehikelkontrolle (KON) oder Telmisartan (TEL) behandelt. GesamtgefaRlange (links) und Anzahl der
Gefélverzweigungen (rechts) im (A) Cortex und (B) der Amygdala. 2-Wege ANOVA ergab keine
Signifikanzen. n=17-18 pro Gruppe (4 Bilder pro n); Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.
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Abbildung S4. GefaRquantifizierung der Immunhistochemie fir 4-HNE. Mause wurden fir 16 Wochen mit
Normalfett- (NFD) oder Hochfettdiat (HFD) geflttert und gleichzeitig taglich mit Vehikelkontrolle (KON)
oder Telmisartan (TEL) behandelt. GesamtgefaRlange (links) und Anzahl der GefaRverzweigungen (rechts)
im (A) Cortex und (B) der Amygdala. 2-Wege ANOVA ergab keine Signifikanzen. n=17-18 pro Gruppe (4
Bilder pro n); Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.
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Abbildung S5. Allgemein untersuchte Parameter wahrend des Object Place Recognition Tests. Mause
wurden fur 16 Wochen mit Normalfett- (NFD) oder Hochfettdiat (HFD) gefuttert und gleichzeitig taglich
mit Vehikelkontrolle (KON) oder Telmisartan (TEL) behandelt. Gemessene Aktivitatsparameter wahrend
des Object Place Recognition Tests nach einer Retentionszeit von (A)-(C) 1 h und (D)-(F) 24 h mit (A) und
(D) gelaufener Gesamtdistanz, (B) und (E) Geschwindigkeit und (C) und (F) Explorationszeit. 2-Wege
ANOVA ergab keine signifikanten Unterschiede. n=17-18 pro Gruppe; Daten sind als Mittelwert + SEM
angegeben.
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Abbildung S6. 16 oder 24 Wochen HFD hat keinen Effekt auf den Lernprozess. Mause wurden fir (A) 16
oder (B) 24 Wochen mit Normalfett- (NFD) oder Hochfettdidt (HFD) gefittert und in der letzten
FUtterungswoche wurde ein Barnes Maze Test durchgefihrt. Priméare Fehler, primare Latenz wahrend der
Akquisitionsphase und gelaufene Gesamtdistanz und Geschwindigkeit am Probe Trial sind jeweils gezeigt.
n=12-13 pro Gruppe; keine Signifikanzen im Student’s t Test. Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.

128



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.

Abbildung 2.

CIPCIE OF WTTIS e e et 7

NEeUIrOVASKUIEIE BINNEIT ..o e 8

Abbildung 3. Das klassische Renin-Angiotensin-SyStemM .........cccoceviiiiiiriene et 13
AbDiIldUNg 4. STUIENPIAN 3A oottt 36
Abbildung 5. Studienplan 3B. Schematische Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Experimente
VON STUGIE 3B oottt ettt ettt et esbeeteeneesseeseene e 37
Abbildung 6. Metabolische Charakterisierung von Madusen nach 8-woéchiger Behandlung mit HFD
UNG TEL ottt ettt ettt ettt et ettt e s e sbe st e s e sbeeseessebeeseaneas 54
Abbildung 7. Die Neurovaskuldre Kopplung ist nach 8 Wochen weder durch HFD noch durch TEL
DEEINTIUSST ittt eb et ae e enes 56
Abbildung 8. Die neurovaskulare Kopplung ist nach 16 und 24 Wochen HFD beeintrachtigt .... 58
Abbildung 9. TEL verbessert den Phdanotyp des metabolischen Syndroms nach einer HFD-
FUTEEIUNEG ettt e e s e e st e e s etae e e e naaeeeans 60
Abbildung 10. HFD fir 16 Wochen hat keinen Einfluss auf den Blutdruck ........cc.ccoeviiiiieiinnn, 62

Abbildung 11. TEL schiitzt vor neurovaskularen Einschrankungen nach einer HFD-Fitterung .. 63

Abbildung 12. TEL normalisiert CBF nach einer HFD-FUttEIrUNG ....cccoovvievieiiieiieceeeeeeeeeee e, 64
Abbildung 13. HFD und TEL Effekte auf den GefaRdurchmesser im Circle of Willis .................... 66

Abbildung 14. TEL hat mogliche protektive Effekte auf die zerebrale GefaRstruktur nach einer

HED-FUTEEIUNE ittt aree e 68

Abbildung 15. HFD and TEL haben abhéangig von der Gehirnregion einen Effekt auf Marker flr

OXIAATIVEN SEIESS . e 70

129



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 16.

Abbildung 17.

Abbildung 18.

Abbildung 19.

Abbildung 20.

Abbildung S1.

Abbildung S2.

Abbildung S3.

Abbildung S4.

Abbildung S5.

Abbildung S6.

TEL reduziert Angstverhalten nach einer HFD-FUtterung ......coocoevveviivieciecineennnn, 72
Weder HFD noch TEL haben einen Effekt auf das Objektgedachtnis ................... 74
Weder HFD noch TEL haben einen Effekt auf das Ortsgedachtnis ..........cccccoeeni. 75
Protektive Wirkung von AT;-Rezeptorblockern (ARB) hinsichtlich einer

DEeMENZEIKIANKUNE .. .oveiiiie ettt ettt ettt ens 93
Zusammenfassung der ErgebniSSe .....ooi oo 97
Bestimmung metabolischer Hormone im Plasma ..., 123
Messung der Gewebeperfusion wahrend der Stimulation mit CO2 ................... 124
GefaRquantifizierung der Immunhistochemie flr String Vessel ........ccccceeveenie. 125
GefaRquantifizierung der Immunhistochemie fir 4-HNE ..........ccooiiiiiiiiiinnn, 126

Allgemein untersuchte Parameter wahrend des Object Place Recognition Tests

130



TABELLENVERZEICHNIS

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1. Risikofaktoren, die dem metabolischen Syndrom zugeordnet werden ........c.cccccoveni. 4

Tabelle 2. Zusammensetzung des SDS Trenn- und Sammelgels. .....c.ccvevvveviiiiiiiiiiciieeeceee, 49

131



132



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkilirzungsverzeichnis

4-HNE 4-Hydroxynonenal

A. Arteria

ACA anterior cerebral artery

ACE Angiotensin-konvertierende Enzym, engl. angtiotensin converting enzyme
Ang Angiotensin

APS Ammoniumpersulfat

ARB AT;-Rezeptor Blocker

ATi-Rezeptor Angiotensin lI-Rezeptor Typ 1

AUC area under the curve

BA basilar artery

BMI Body Mass Index

BSA Bovines Serumalbumin

Ca* Calcium

CBF zerebraler Blutfluss, engl. cerebral blood flow
CO; Kohlenstoffdioxid

Col IV Collagen IV

COX-2 Cyclooxygenase 2

DTT Dithiotriol

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
ERK extrazellular Signal-regulierten Kinase

FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

GLP-1 Glucagon-like Peptide

HFD Hochfettdiat

HRP Meerrettichperoxidase, engl. horse radish peroxidase
ICA internal carotid arteries
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

IVC individually ventilated cage

IL Interleukin

i.p. intraperitoneal

JNK c-Jun-N-terminale Kinase

KON Vehikelkontrolle

LSI Laser Speckle Imaging

MAD mittlerer arterieller Druck

MAP Mitogen-aktiviertes Protein

MCA middle cerebral artery

MCP-1 Monozyten chemotaktische Protein 1
MRT Magnetresonanztomographie

NFD Normalfettdiat

nNOS neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase
NO Stickstoffmonoxid

NOS Stickstoffmonoxid-Synthase

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung

PCA posterior cerebral artery

PFA Paraformaldehyd

Plin2 Perilipin 2

RAS Renin-Angiotensin-System

RT Raumtemperatur

SADS Senescence-associated distension of satellites
SDS Natriumdodecylsulfat

SEM Standardfehler des Mittelwertes, engl. standard error of the mean
SMC smooth muscle cells

TBS Tris-gepufferte Salzlésung

TEL Telmisartan
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

TEMED Tetramethylethylendiamin

TNF-a Tumornekrosefaktor a

TOF time-of-flight

Tris 2-Amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol
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