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1 Einleitung

1.1 Ubergewicht und Adipositas — schon wieder Pandemie?

»Man soll dem Leib etwas Gutes bieten, damit die Seele Lust hat darin zu wohnen.” Zu viele
Menschen scheinen dem Ratschlag des ehemaligen britischen Premierministers Winston Churchill
wohlwollend gefolgt zu sein. Die Verbreitung von Ubergewicht und Adipositas nimmt weltweit in
epidemischem Ausmal zu (Collaboration, 2024). Laut Angaben der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) hat sich die Pravalenz der Adipositas seit 1990 mehr als verdoppelt. 2022 waren 2,5
Milliarden Menschen (ibergewichtig und 890 Millionen adipds (World Health Organisation, 2024).
Das statistische Bundesamt gibt den Anteil Gibergewichtiger bzw. adipdser Frauen im Jahr 2017 fir
Deutschland mit 43,1% bzw. 14,6% an, bei Mannern waren es sogar 62,1% bzw. 18,1% (Destatis,
2018). Auch der wegen der severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2- (SARS-CoV-2)
Pandemie durchgefiihrte Lockdown hatte einen negativen Effekt auf die Ausbreitung von

Ubergewicht und Adipositas (Pellegrini et al., 2020).

Adipositas ist die Uber das NormalmalR hinausgehende Vermehrung des Korperfetts.
Definiert wird sie anhand des body mass index (BMI), angegeben in Kilogramm Korpergewicht
geteilt durch KoérpergréBe in Metern zum Quadrat (kg/m?). Als Normalgewicht wird ein BMI
zwischen 18,5 und 24,9 kg/m? angesehen. Mit einem BMI zwischen 25 und 29,9 kg/m? besteht
Ubergewicht, bei mehr als 30 kg/m? Adipositas. Ubergewicht und Adipositas entstehen durch ein
chronisches Ungleichgewicht zwischen Energieaufnahme und Energieverbrauch, z.B. aufgrund von
Fehlernahrung, korperlicher Inaktivitdt, Einnahme bestimmter Medikamente oder aufgrund
genetischer Pradisposition (Berg et al., 2014). Dabei ist Adipositas mit zahlreichen negativen
Auswirkungen verbunden: Adipdse Menschen haben ein erhohtes Risiko fir kardiovaskuldre
Erkrankungen, Diabetes mellitus Typ 2, muskuloskelettale Erkrankungen, Krebs und eine schlechte
mentale Gesundheit (Chooi et al., 2019; Muller et al., 2022). Das mittlere Uberleben ist bei morbider
Adipositas, also bei einem BMI (iber 40 kg/m? oder tiber 35 kg/m? mit zusatzlichen Risikofaktoren,
um acht bis zehn Jahre reduziert (Engin, 2017). Zu bedenken sind auch 6konomische Auswirkungen
aufgrund von Ausgaben fir das Gesundheitssystem und aufgrund ausgefallener Arbeit, die 2014
auf jahrlich zwei Billionen US-Dollar und damit 2,8 % der Weltwirtschaftsleistung geschatzt wurden
(Tremmel et al., 2017). Aufgrund einer zunehmend kritischen Betrachtung des BMI und der
Notwendigkeit zur Priorisierung von Gesundheitsausgaben werden neue Diagnosekriterien
diskutiert. In einem kirzlich erschienenen Lancet-Artikel wird der BMI als Surrogatparameter fir
das populationsspezifische Gesundheitsrisiko vorgeschlagen, sollte aber auf individueller Ebene
durch Korperfettmessung oder Messung des Hiftumfangs erganzt werden. Es wird zwischen
praklinischer und klinischer Adipositas unterschieden — letztere zeichnet sich durch einen
exzessiven Korperfettanteil mit verdnderten Organfunktionen und/oder substanziellen

Einschrankungen in Aktivitdten des taglichen Lebens aus (Rubino et al., 2025).

1 Einleitung 6



Assoziiert sind Ubergewicht und Adipositas auch mit dem metabolischen Syndrom. Das
friiher als ,Syndrom X“ bekannte Krankheitsbild bezeichnet ein kardiovaskulares Risikocluster, das
sich aus verschiedenen metabolischen Abnormalitdten zusammensetzt. 2005 veroffentlichte die
International Diabetes Federation (IDF) neue Diagnosekriterien, die eine stammbetonte Adipositas
definiert als Taillenumfang > 94 cm bei Mannern und > 80 cm bei Frauen voraussetzen. Von den
folgenden vier Kriterien missen fiir die Diagnose weiterhin mindestens zwei erfillt sein: 1. erhohte
Triglyceride > 150 mg/dL, 2. erniedrigtes High-density lipoprotein- (HDL) Cholesterin < 40 mg/dL bei
Mannern und < 50 mg/dL bei Frauen, 3. erhdhter Blutdruck > 130/85 mmHg, 4. erhohter
Nichternblutzucker > 100 mg/dL oder Diabetes mellitus Typ 2 (Alberti et al., 2005). Der betroffene
Anteil der Weltbevdlkerung wird auf ein Viertel bis auf ein Drittel geschatzt - deutlich mehr als eine
Milliarde Menschen (Saklayen, 2018). Das gemeinsame Auftreten von Risikofaktoren ist verbunden
mit einem zweifach erhohten Risiko fir kardiovaskulare Erkrankungen und flinffach erhohten Risiko
fiir die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 (Alberti et al., 2009). Assoziiert ist das Syndrom
auch mit einem proinflammatorischen und prothrombotischen Status. Als zentrale Elemente in der
Pathophysiologie werden stammbetonte Adipositas und Insulinresistenz angesehen (H. H. Wang et

al., 2020).

Bislang ist kein Medikament speziell fiir das metabolische Syndrom zugelassen. Auch die
Behandlung der zugrunde liegenden Adipositas gestaltet sich bisweilen schwierig. Eine Lifestyle-
Intervention mit den Komponenten Erndhrung, Bewegung und Verhaltenstherapie ist zwar
prinzipiell wirksam, aufgrund schlechter Umsetzung stellen sich aber haufig enttduschende
Ergebnisse und nachlassende Effektivitdt ein (Burgess et al., 2017). Einige antidiabetische
Medikamente wie Metformin (Yerevanian & Soukas, 2019) oder sodium dependent glucose
transporter-2- (SGLT2) Hemmer (Kovacs et al., 2014; Neal et al., 2017) senken leicht das Gewicht,
sind aber nicht fur die Therapie der Adipositas zugelassen. Der Lipase-Hemmer Orlistat ist
zugelassen und senkt signifikant das Gewicht, wird aufgrund seines als intolerabel angesehenen
Nebenwirkungsspektrums aber selten konsequent eingenommen und verschrieben (Sahebkar et
al., 2017). Unter dem Markennamen Wegovy ist seit kurzer Zeit der ebenfalls zunachst zur
Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2 zugelassene glucagon-like-peptide 1- (GLP-1) Agonist
Semaglutid zur Behandlung der Adipositas erhdltlich. Bei dauerhafter Anwendung mittels
subkutaner Injektion ist ein durchschnittlicher Gewichtsverlust von ca. 15% zu erreichen. Auch hier
ist mit Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Erbrechen, Reaktionen der Injektionsstelle sowie akuter
Pankreatitis zu rechnen (Rubino et al., 2021; Wilding et al., 2021). Zugelassen in Ergdnzung zur
Lifestyle-Intervention ist neben dem GLP-1-Agonisten Liraglutid (Garber et al., 2011) mit Tirzepatid
ein weiteres Inkretinmimetikum, namlich ein Kombinationspraparat mit Agonismus an GLP-1 sowie
glucose-dependent insulinotropic peptide-1 (GIP-1), geforscht wird mit Retatrutid an einem

Praparat mit zusatzlichem Glucagon-Agonismus; beide versprechen eine noch starkere
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Gewichtsreduktion (Gallwitz, 2022; Muller et al., 2022). Die effektivste Behandlungsoption stellt die
bariatrische Chirurgie dar (Sheng et al., 2017). Immer haufiger werden vor allem eine Sleeve-
Gastrektomie oder der Roux-Y-Magenbypass durchgefiihrt und verbessern bedeutend das Gewicht
und assoziierte Komorbiditaten (Angrisani et al., 2015). Insgesamt erhalt aber nur ein Prozent der
potentiellen Patienten eine entsprechende Operation, zu bedenken sind chirurgische

Komplikationen und ein langwieriges follow-up (Hassan et al., 2016).

1.2 Erkranktes Fettgewebe fiihrt zu Resistenzen und leichtgradiger systemischer Entziindung

Fettgewebe wird unterteilt in weilles, braunes und beiges Fettgewebe mit unterschiedlichen
physiologischen Eigenschaften. Weilles Fettgewebe dient als Lipidspeicher, Isolator, Barriere gegen
Infektionen und physischer Schutz. Es findet sich vor allem subkutan, aber in geringerem MaRe auch
viszeral. Uberschiissige Energie wird in Form von Triglyceriden in den Adipozyten gespeichert und
bei Bedarf als Fettsduren wieder abgegeben. Darliber hinaus hat das Fettgewebe aber auch
regulatorische Funktionen, denn es sezerniert Adipokine, Wachstumsfaktoren, Cytokine und

Chemokine (Chait & den Hartigh, 2020).

Liegt wie bei Ubergewicht und Adipositas ein chronischer Energieliberschuss vor, kann das
weille Fettgewebe vor allem durch Hypertrophie, aber zu einem geringen Anteil auch durch
Hyperplasie expandieren (Spalding et al., 2008). Ist die Speicherkapazitat allerdings erschopft,
ergeben sich metabolische Abnormalitaten. Hypertrophe Adipozyten zeigen eine verstarkte Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), oxidativen Stress und endoplasmatisches Retikulum-Stress
(ER-Stress). Dadurch kommt es zum sogenannten lipid spillover, also der unregulierten Freisetzung
von Fettsduren, die dann ektop akkumulieren (Rutkowski et al., 2015). Auch die basale Lipolyse ist
verstarkt (Hammarstedt et al., 2018). Darliber hinaus werden verstarkt proinflammatorische
Cytokine wie tumor necrosis factor a (TNF-a), Interleukin 6 (IL-6), IL-8 und monocyte chemotactic
protein 1 (MCP-1) exprimiert (Choe et al., 2016). Als Ursache fir die Dysfunktion der Adipozyten
wird eine verstarkte Hypoxie diskutiert (Goossens & Blaak, 2015). SchlieRlich gehen die
hypertrophen Adipozyten durch Pyroptose zu Grunde, eine hoch entziindliche Form des Zelltods
(Giordano et al., 2013). Das zuvor exprimierte MCP-1 lockt Monozyten durch Bindung an den C-C
chemokine receptor type 2 (CCR2) aus dem Blutstrom an, die ins Fettgewebe transmigrieren und
sich zu Makrophagen differenzieren. Die Akkumulation von Makrophagen im Fettgewebe korreliert
dabei mit der GroRe der Adipozyten (Kanda et al., 2006). Makrophagen finden sich vor allem in der
Ndhe von toten Adipozyten und bilden crown-like structures (CLS), innerhalb derer sie lokal
proliferieren (Murano et al., 2008). Sie bilden selbst wiederum MCP-1 und exprimieren zahlreiche
weitere proinflammatorische Cytokine, bis sie letztendlich die wichtigste Quelle dafiir werden

(Haase et al., 2014) und die Grundlage fiir eine leichtgradige systemische Entziindung bilden.
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Die proinflammatorischen Cytokine aus den Makrophagen tragen zur Steigerung der
Lipolyse bei. TNF-a verstarkt tGber den Transkriptionsfaktor nuclear factor , kappa-light-chain-
enhancer” of activated B-cells (NF-kB) die Lipolyse (Laurencikiene et al., 2007). Im physiologischen
Zustand wird sie durch Insulin gehemmt (Pontiroli et al., 2011), durch den Einfluss insbesondere
des proinflammatorischen Cytokins IL-6 stellt sich eine Insulinresistenz im Fettgewebe ein
(Matsubara et al.,, 2012). Vermehrtes viszerales Fettgewebe ist im Besonderen mit den
metabolischen Komplikationen der Adipositas assoziiert (Kotronen et al., 2011). Die Adipozyten im
viszeralen Fettgewebe sind kleiner und erreichen daher friiher die kritische Schwelle zu Zelltod und
Akkumulation von Makrophagen. Es finden sich mehr tote Adipozyten und CLS (Murano et al.,

2008). Die Steigerung der Lipolyse ist im viszeralen Fettgewebe verstarkt (Choe et al., 2016).

Zelltod von hypertrophen Adipozyten, Akkumulation von Makrophagen und Expression
proinflammatorischer Cytokine fiihren also zur Steigerung der Lipolyse und damit zur erhéhten
Konzentration von freien Fettsduren im Blut. Aufgrund der anatomischen Nahe ist die Leber den
freien Fettsdauren aus dem viszeralen Fettgewebe (iber die Portalvene direkt ausgesetzt. Aus den
Fettsduren konnen in der Leber wieder Triglyceride gebildet werden. Als Intermediate entstehen
dabei Ceramide und Diacylglycerin. Letzteres tragt entscheidend zur Induktion einer hepatischen
Insulinresistenz bei (Perry et al., 2014). Insulin tragt im physiologischen Zustand zur Suppression
der hepatischen Glukoneogenese bei. Durch die gestorte hepatische Insulinwirkung kommt es zur
vermehrten Freisetzung von Glukose. Solange die B-Zellen des Pankreas die Sekretion von Insulin
steigern kénnen, um die geringere periphere Wirkung zu kompensieren, manifestiert sich noch kein
Diabetes mellitus Typ 2. Freie Fettsduren tragen allerdings zu gestorter Glukose-stimulierter
Insulinfreisetzung und geringerer Synthese bei (Kahn et al., 2006). Ektopisches Fett im Pankreas ist

ebenfalls mit einer geringeren Insulinsekretion assoziiert (Heni et al., 2010).

In der Regulation der Energiehomoéostase nimmt das proportional zur Fettmasse
freigesetzte Leptin eine wichtige Funktion ein. Dieses Adipokin Ubermittelt den Fillungsstand der
korpereigenen Energiespeicher an das zentrale Nervensystem (ZNS) und supprimiert dort die
Nahrungsaufnahme (Enriori et al., 2007). Bei Ubergewicht und Adipositas verliert Leptin seine
Funktion, denn trotz deutlich erhéhter Konzentrationen kann die Nahrungsaufnahme nicht mehr
supprimiert werden — es hat sich eine Leptinresistenz entwickelt. Die chronische Uberstimulation
des Rezeptors bei Adipositas fiihrt auch zur Uberaktivierung des negativen Feedbacks, das in Folge

eine weitere Wirkung von Leptin verhindert (Myers et al., 2008).

1 Einleitung 9



1.3 Dysfunktionales Endothel und rupturgefahrdete Plaques durch Atherosklerose

Die Komponenten des metabolischen Syndroms sind Risikofaktoren der Atherosklerose. Die
Atherosklerose ist eine chronische inflammatorische, fibroproliferative Erkrankung, fihrt zu
koronarer Herzkrankheit (KHK), arterieller Verschlusskrankheit, Aneurysmen, Myokardinfarkt

sowie Schlaganfallen und gehoért damit zu den weltweit fihrenden Todesursachen (Falk, 2006).

Eine chronische Endothelbelastung durch Hypertonie und Hypercholesterinamie
begiinstigt die Ablagerung von low-density lipoprotein- (LDL) Cholesterin im subendothelialen
Raum der Gefalwand. Durch ROS wird LDL oxidiert und lber den scavenger-Rezeptor von
Makrophagen aufgenommen. Die Aufnahme Uber diesen Rezeptor ist nicht reguliert, so dass sich
die Makrophagen mit Cholesterin iberladen und sogenannte Schaumzellen bilden. Endothelzellen
werden aktiviert und exprimieren Adhasionsmolekiile wie vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-
1) und Chemokine wie MCP-1, mit deren Hilfe Monozyten und T-Lymphozyten aus dem Blutstrom
festgehalten werden und in die Gefialwand migrieren. Auch oxidiertes LDL selbst wirkt als
Chemokin. Monozyten differenzieren zu Makrophagen, die ihrerseits MCP-1 sowie
proinflammatorische Cytokine freisetzen und damit zur Rekrutierung weiterer Monozyten
beitragen. T-Lymphozyten sind bei der Pathogenese der Atherosklerose (berwiegend
proinflammatorisch, sezernieren Cytokine wie Interferon-y (IFN-y) und TNF-a und verstarken damit
weiter die Entziindung (Moriya, 2019). Mit Schaumzellen beladene Lasionen werden auch als fatty
streaks bezeichnet. Die progrediente Entziindung und Aktivierung der Endothelzellen fiihren
schlieRlich zur endothelialen Dysfunktion. Durch Insuffizienz der endothelialen NO-Synthase
(eNOS) entsteht ein Mangel an Stickstoffmonoxid (NO), was mit einer gestorten
endothelabhdngigen Vasodilatation, Thrombozytenadhdsion und -aggregation, Steigerung der

GefalRpermeabilitdt und Verlust der atheroprotektiven Wirkung einhergeht (Libby et al., 2019).

Glatte Muskelzellen aus der Media migrieren in die Intima, proliferieren und bilden
kollagenreiche extrazelluldare Matrix (EZM). Es entsteht ein Fibroatherom mit lipidreichem Kern und
einer dicken fibrosen Kappe. Mit fortschreitender Erkrankung, Akkumulation von Makrophagen
und Aufnahme von oxidiertem LDL gehen die Schaumzellen zu Grunde, so dass der wachsende Kern
nekrotisch wird. Makrophagen sezernieren Matrix-Metalloproteasen (MMP) und Kollagenasen,
durch die EZM abgebaut wird. Plaques werden destabilisiert, die fibrése Kappe zunehmend diinner
und vulnerabel fir eine Ruptur (Yamada et al., 2017). Prinzipiell konnen fortgeschrittene Plaques
kalzifizieren, erodieren und rupturieren. Insbesondere die Ruptur ist eine gefiirchtete
Komplikation, da thrombogenes Material mit viel Gewebefaktor und Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor-1 (PAI-1) aus Plaques Kontakt zum Blut erhilt, eine Thrombose initiiert und damit zu

Myokardinfarkt und Schlaganfallen fihrt (Falk, 2006; Libby et al., 2019).
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Die endotheliale Dysfunktion und die mit ihr verbundene reduzierte Verfiligbarkeit von NO
ist zentral bei der Entwicklung atherosklerotischer Lasionen. Physiologisch wird NO von der eNOS
produziert, diffundiert zu glatten Muskelzellen der Media, aktiviert die 16sliche Guanylatcyclase,
erhoht cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP), senkt die intrazelluldre Calciumkonzentration
und induziert eine Vasodilatation. Die eNOS wird aktiviert durch shear stress: Eine Verformung der
Endothelzelle infolge des Blutflusses steigert die intrazellulare Calciumkonzentration, Calcium

bindet an Calmodulin und erhéht die eNOS-Aktivitat (Fels et al., 2010).

Endothelzellen werden auf ihrer luminalen Seite von der Plasmamembran begrenzt. Von
der Membran aus reicht die Glykokalix in das GefaSlumen. Die Glykokalix ist ein negativ geladenes
Netzwerk aus Glykoproteinen, Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen und assoziierten Proteinen.
Physiologisch ist eine weiche Glykokalix mit einer Héhe von 0,4-0,5 um und vasoprotektiven
Eigenschaften. Sie bedeckt die Endothelzellen und verhindert den Kontakt von Entziindungszellen
zu Adhasionsmolekiilen an der Oberfldche, sie ist Sensor und Transduktor mechanischer Einflisse.
Pathologische Zustande konnen allerdings Aufbau und Funktion der Glykokalix durch zwei
Mechanismen verandern: Beim shedding durch abbauende Enzyme oder proinflammatorische
Cytokine wird die Glykokalix flach und weich, beim Kollaps durch hohe Natriumkonzentrationen

wird sie flach und steif, in beiden Fallen verliert sie ihre Funktion (Cosgun et al., 2020).

Die Glykokalix ist Gber Ankerproteine verbunden mit dem Cortex, einem weiteren
wichtigen Kompartiment der Zelle, das der Wahrnehmung mechanischer Krafte, der Weitergabe
von Signalen sowie Aufnahme und Freisetzung von Stoffen dient. Der Cortex umfasst die ersten 50-
150 nm unterhalb der Plasmamembran und besteht aus Aktomyosin sowie assoziierten Proteinen,
die das sogenannte Cytoskelett bilden. Das Cytoskelett bestimmt die mechanischen Eigenschaften
der Endothelzellen und damit auch die Steifigkeit des Cortex. Der Hauptbestandteil Aktin kann
depolymerisiert als G-Aktin und polymerisiert als F-Aktin vorliegen. Ein hoheres F-Aktin/G-Aktin-
Verhiltnis fihrt zu einem steiferen Cortex und zu verdnderten funktionellen Eigenschaften der
Endothelzellen. Es konnte mehrfach gezeigt werden, dass eine héhere kortikale Steifigkeit assoziiert
ist mit einer reduzierten Aktivitdt der eNOS und damit einer geringeren Verflgbarkeit von NO.
Daflir werden mehrere Mechanismen diskutiert: Zum einen kann eine steife Zelle weniger stark
verformt werden und ist damit weniger empféanglich fir Veranderungen des Blutflusses. Zum
anderen interagiert G-Aktin mit der eNOS und steigert deren Aktivitat. Bei einem weichen Cortex
ist das F-Aktin/G-Aktin-Verhaltnis geringer und es steht mehr G-Aktin fur die Interaktion zur
Verfligung. Zuletzt kdnnte ein veranderter Polymerisationsstatus von Aktin auch zu veranderter
Expression der eNOS messenger Ribonukleinsdure (mRNA) fihren (Fels & Kusche-Vihrog, 2019).
Eine erhohte kortikale Steifigkeit kann als Kennzeichen der endothelialen Dysfunktion betrachtet

werden (Targosz-Korecka et al., 2017).
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1.4 Und was hat das Renin-Angiotensin-System damit zu tun?

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) dient der Regulation von Elektrolyt- und Flissigkeitshaushalt
sowie der Aufrechterhaltung des Blutdrucks und besteht aus zahlreichen aktiven, aber auch
inaktiven Peptiden, die mittels proteolytischer Aktivitdt verschiedener Enzyme auseinander
entstehen (s. dazu Abb. 1-1). In der Hauptachse des Systems dient das aus der Leber stammende
Angiotensinogen als Ausgangspunkt. Der juxtaglomeruldre Apparat der Niere sezerniert die
Endopeptidase Renin, durch die aus Angiotensinogen das Dekapeptid Angiotensin | (Angl) entsteht.
Von diesem Uberwiegend funktionslosen Peptid wird durch die Carboxypeptidase angiotensin
converting enzyme (ACE) das C-terminale His-Leu-Dipeptid abgespalten und das Oktapeptid
Angiotensin Il (Angll) gebildet. Angll ist der Haupteffektor innerhalb des RAS und entfaltet seine
Wirkungen Uber die Angiotensin-Rezeptoren Typ 1 und 2 (ATiR, AT2R). Beide Rezeptoren haben
sieben transmembrandre Domanen und sind G-Protein gekoppelt, zeigen aber nur eine Homologie
von 34% und nach Bindung von Angll unterschiedliche Effekte (Li et al., 2017). Uber AT:R fiihrt Angll
zur Blutdrucksteigerung durch Vasokonstriktion und Aldosteron-Sekretion aus der Zona
glomerulosa der Nebennierenrinde, dariiber hinaus zu Proliferation, Hypertrophie, Inflammation,
Fibrose und oxidativem Stress. Antagonistische Wirkungen erzielt die Bindung an AT,R: Angll wirkt
hier vasodilatativ, antiinflammatorisch, antifibrotisch, antiapoptotisch, mildert das Zellwachstum
ab und tragt zur Differenzierung bei. Der AT,R hat insbesondere in der fetalen Entwicklung eine
wichtige Funktion, wird aber auch noch danach vor allem in Gehirn, Nebenniere und den

Reproduktionsorganen exprimiert (Saravi et al., 2021).

Neben dem systemischen RAS existieren in zahlreichen Geweben lokale RA-Systeme mit
autokriner und parakriner Wirkung. In den letzten Jahren sind neben der Hauptachse zahlreiche
weitere Peptide und generierende Enzyme beschrieben worden (Huber et al., 2017; Ziaja et al.,
2021). Zunehmend an Bedeutung gewonnen hat dabei die antagonistisch zu AT;R wirkende Achse
aus ACE2, Angiotensin (1-7) (Angl-7) und dem Mas-Rezeptor. Das Heptapeptid Angl-7, der
Haupteffektor dieser Achse, wird insbesondere durch die Carboxypeptidase ACE2 durch Abspaltung
des C-terminalen Phenylalanin aus Angll gebildet (Santos et al., 2018). ACE2 wird von bestimmten
Endothelzellen exprimiert, besonders in Niere, Herz und Hoden, aber auch im Gastrointestinaltrakt,
in Leber und Lunge (Gurley et al., 2006). Zuletzt erlangte ACE2 Berihmtheit, da es u. a. auch in
Clara-Zellen und Alveolar-Zellen-Typ Il exprimiert wird und als Co-Rezeptor fiir das SARS-CoV-2
dient (Saravi et al., 2021).

Erst 2003 wurde Angl-7 als endogener Ligand des Mas-Rezeptors identifiziert (Santos et al.,
2003). Das Gen fur Mas liegt auf Chromosom 6 und wird im vaskuldren Endothel exprimiert, vor
allem in Gehirn, Herz, Hoden und Niere. Der G-Protein gekoppelte Rezeptor mit sieben

transmembrandren Domanen wurde urspriinglich als Protoonkogen beschrieben, hat aber
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tatsachlich keinen Einfluss auf die Tumorgenese. Die Bindung von Angl-7 resultiert in einer
Aktivierung der eNOS Uber den Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) /Akt-Signalweg sowie der
Aktivierung der Phospholipase A2 und daraus folgend der Freisetzung von Arachidonsdure (Bader
et al., 2014). Die meisten der zahlreichen Effekte von Angl-7 und dessen Bindung an Mas sind auf
die gesteigerte NO-Freisetzung zurlickzufiihren: Angl-7 induziert eine Vasodilatation, Senkung des
Blutdrucks, verbessert die Herzfunktion, verhindert kardiale Hypertrophie und Fibrose, wirkt
antiarrhythmisch und antiproliferativ, verbessert die Sensitivitat des Barorezeptors (Santos, 2014),
hat eine protektive Rolle in der Niere, reduziert Proteinurie und Fibrose (Giani et al., 2012). Ang1-7
wirkt dartiber hinaus neuroprotektiv, verbessert das Gedachtnis und mildert epileptische Anfille
ab, reduziert den kardialen sympathischen Tonus, wirkt anxiolytisch, protektiv in Lunge und Leber

sowie im Tiermodell einer Muskeldystrophie (Santos et al., 2018).

Angiotensinogen

ACE2

Angiotensin | Angiotensin 1-9
Ne,
)
ACE < %/)7,
Cp
ACE2/PEP/PCP

Angiotensin Il Angiotensin 1-7

Angiotensin Il

(o \

Vasodilatation
Anti-Fibrose
Anti-Hypertrophie
Anti-Inflammation
Insulinsensitivitat

Leptinsensitivitat

\ Anti-Atherosklerose  /

Abbildung 1-1: Das Renin-Angiotensin-System mit Fokus auf AT1R, Mas-Rezeptor und deren Bedeutung im

kardiovaskuldaren System. Nach (Bader, 2013; Santos et al., 2018). APA = Aminopeptidase A, APN =
Aminopeptidase N, NEP = Neutrale Endopeptidase, PEP = Prolylendopeptidase, THOP = Thimet-
Oligopeptidase, PCP = Prolylcarboxypeptidase, AD = Aspartat-Decarboxylase

Wahrend pathologischer Prozesse wie Hypertonie oder Adipositas ist die Expression des RAS
gesteigert (Patel et al., 2017). Hypertrophierte Adipozyten produzieren zusatzlich zur Leber
Angiotensinogen (Akoumianakis & Filippatos, 2020). Durch Bindung an AT:R steigert Angll den

Blutdruck und induziert eine Insulinresistenz, verhindert durch gesteigerte Produktion von ROS die
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Translokation von Glukosetransporter Typ 4 (GLUT4) (Liu et al., 2012). Auch in der Pathophysiologie
der Atherosklerose hat die Aktivierung des RAS eine groRe Bedeutung. Dabei wirkt Angll durch
Bindung an AT:R proatherosklerotisch (Thomas et al., 2010). Aktiviertes Endothel exprimiert durch
Angll verstarkt Adhasionsmolekiile wie VCAM-1 und Chemokine wie MCP-1 (Lovren et al., 2008).
Dabei steigert Angll insbesondere die Translokation von NF-kB in den Zellkern, wo es als
Transkriptionsfaktor die Expression von ROS, Adhasionsmolekiilen und proinflammatorischen
Cytokinen induziert (Dandona et al., 2003). Neben der Akkumulation von Entziindungszellen in der
GefaBwand unterstiitzt Angll die Proliferation glatter Muskelzellen und verstarkt die Formation von
Plaques (Sahara et al., 2014). Gesteigerte Aktivitat von MMP und Cathepsin S durch Angll tragt zur
Degradierung von Kollagen, Elastin und anderen Bestandteilen der EZM und damit zur

Destabilisierung der Plaques bei (Sasaki et al., 2010).

Exogenes Angl-7 hingegen kann die Insulinsensitivitdt und Glukosetoleranz verbessern
(Santos et al., 2014) und im Hinblick auf weitere Komponenten des metabolischen Syndroms
Gewicht, Fettmasse, Triglyceride und Cholesterin reduzieren (Santos et al.,, 2010) sowie
antiinflammatorische Wirkung entfalten (Giani et al., 2012). Ang1-7 hat auch in der Entwicklung der
Atherosklerose eine protektive Funktion. Das Heptapeptid aktiviert die eNOS und verbessert die
endotheliale Funktion (Faria-Silva et al., 2005), es senkt die Produktion von ROS, supprimiert die
Bildung von Neointima, verringert atherosklerotische Lasionen (Tesanovic et al., 2010) und inhibiert
die Proliferation von glatten Muskelzellen (Lovren et al., 2008). Indem ACE2 die Konzentrationen
von Angll senkt und gleichzeitig die von Angl-7 steigert, zeigt es bei Uberexpression oder exogen

zugefiihrt ebenfalls protektive Effekte bei Atherosklerose (Thatcher et al., 2011; Zhang et al., 2010).

Die Defizienz von Mas im Tierversuch erzeugt einen Phanotyp mit mehr Fettmasse,
Cholesterin, Triglyceriden, Insulin und Leptin, gesteigerter Expression von Angiotensinogen (Santos
et al., 2008), reduzierter Expression von Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren y (PPARYy),
gestorter Glukosetoleranz, erhohter Niichternglukose, reduzierter Insulinsensitivitat, angstlichem
Verhalten und gestortem Gedachtnis, verstarkter hepatischer Steatose (Santos et al., 2018),
kurzum, die Defizienz von Mas erzeugt den Phanotypen des metabolischen Syndroms (Bader,
2013). Damit verbunden ist auch ein proatherosklerotischer Zustand: Neben dem erhohtem
Blutdruck offenbart sich eine endotheliale Dysfunktion (Rabelo et al., 2008), die Inhibition von eNOS
flhrt zu NO-Mangel, durch erhohte Aktivitat der Nicotinamidadenindinukleotidphosphat- (NADPH)
Oxidase ist die GefaRwand oxidativem Stress ausgesetzt (Xu et al., 2008). Die gesteigerte Infiltration
von Makrophagen fiihrt zu mehr Freisetzung proinflammatorischer Cytokine, T-Zellen proliferieren
schneller und Plaques sind vergroRert (Hammer et al.,, 2016). Insgesamt ist das von
atherosklerotischen Plaques befallene Areal ausgeweitet und auch Aneurysmen treten haufiger auf

(Stegbauer et al., 2019).
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1.5 AT;-Rezeptor-Blockade, Ubergewicht und Atherosklerose — was bisher geschah

Die zahlreichen Einfliisse des RAS in der Pathophysiologie von Adipositas und Atherosklerose legen
die Vermutung nah, dass durch Blockade der Hauptachse, insbesondere durch AT;-Rezeptor-
Blocker (ARB), positive Effekte auf diese Erkrankungen erzielt werden konnten. ARB werden in der
Behandlung von Herzinsuffizienz, Hypertonie sowie nach Myokardinfarkt eingesetzt, reduzieren
dabei Hypertrophie, diastolische Dysfunktion, das Risiko fiir Vorhofflimmern sowie Morbiditat und
Mortalitat (Saravi et al., 2021). Dariber hinaus reduzieren sie die Inzidenz von Diabetes mellitus
Typ 2 (Giani et al., 2009), reduzieren Albuminurie und Nierenschaden durch Diabetes (Tikellis et al.,
2008), reduzieren Frequenz und Stdrke von Migrdaneattacken und wirken anxiolytisch sowie
antidepressiv (Ziaja et al., 2021). ARB blockieren selektiv die Bindung von Angll an den AT:R und
flihren durch das Ausbleiben eines negativen Feedbacks zum Anstieg der Angll-Konzentration (Li et

al., 2017). Einige ARB sind partielle Agonisten von PPARy (Mario et al., 2012).

In der Tat konnten protektive Eigenschaften von ARB bei der Entwicklung von
Atherosklerose gezeigt werden. Valsartan wirkt antiinflammatorisch, senkt das C-reaktive Protein
(CRP), reduziert die Produktion von ROS und supprimiert den Transkriptionsfaktor NF-kB (Dandona
et al,, 2003). Irbesartan reduziert die Expression von TNF-a und IFN-y in T-Zellen und verbessert die
endotheliale Funktion im Tierversuch (Cheng et al., 2004) wie auch in peripheren GefiaRen des
Menschen (Warnholtz et al., 2007). Adhasionsmolekile wie VCAM-1 und E-Selektin werden durch
Candesartan seltener exprimiert (Graninger et al.,, 2004). Daraus folgen eine reduzierte
Akkumulation von Makrophagen, ein reduziertes Ldsionsareal, ein verkleinerter Lipidkern und
vermehrte glatte Muskelzellen in Plaques bspw. durch Telmisartan (Pellegrin et al., 2017). Plaques
werden nicht nur reduziert, sondern auch stabilisiert, indem wie durch Olmesartan die Aktivitat von
MMP und Cathepsin gesenkt und dadurch der Gehalt an Kollagen, Elastin und anderen
Bestandteilen der EZM erhdht wird (Sasaki et al., 2010). Im Falle einer Plaqueruptur oder -erosion

wirken ARB antithrombotisch (Fraga-Silva et al., 2008).

Auch im Hinblick auf das metabolische Syndrom und assoziierte Pathologien haben ARB
positive Wirkung. Sie reduzieren abdominale Adipositas, Nichternglukose, Insulin, Himoglobin Alc
(HbA1c), Triglyceride, steigern HDLim Menschen (Kintscher et al., 2007) und zeigen dhnliche Effekte
auch im Tierversuch mit zusatzlich verbesserter Insulinresistenz sowie weniger Akkumulation von
Lipiden in Skelettmuskel und Leber (Rong et al., 2010). Der gesteigerte Energieverbrauch und das
reduzierte Gewicht wurden unter anderem auf die starkere Expression von uncoupling protein 1
(UCP-1) zuriickgefuhrt (Araki et al., 2006). Insgesamt bleibt aber nach wie vor unklar, durch welche
Mechanismen die chronische AT:R-Blockade zu diesen zahlreichen protektiven Einflissen auf

Ubergewicht und Atherosklerose fiihrt.
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Die Arbeitsgruppe von Prof. Raasch befasste sich insbesondere mit der Gewichtsregulation durch
Telmisartan (TEL) und konnte zeigen, dass die Senkung von Kérpergewicht und Fettmasse sowie die
Steigerung des Energieverbrauchs nur in hohen Dosierungen gelingt und unabhangig von Effekten
auf den Blutdruck erreicht wird (Muller-Fielitz et al., 2011), bei ARB starker ausgepragt ist als bei
ACE-Hemmern (Miesel et al., 2012), sowohl praventiv als auch im therapeutischen Setting gelingt
(Muller-Fielitz et al., 2014) und in Ratten wie auch in Mausen gezeigt werden kann (Schuster et al.,

2018). Verschiedene Mechanismen der Gewichtsreduktion durch TEL wurden diskutiert:

1. PPARy-abhangiger Mechanismus (Muller-Fielitz et al., 2012)

2. Einfluss auf die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinde-Achse (HPA-Achse)
(Gustaityte et al., 2018; Muller-Fielitz & Raasch, 2013)

3. Einfluss des Mikrobioms (Beckmann et al., 2021; Freschi et al., 2024; Nickel et al., 2022)

4. ZNS-abhangiger Mechanismus (Huber et al., 2021; Rawish et al., 2020; Winkler et al., 2016)

5. Leptin-abhédngiger Mechanismus (Muller-Fielitz et al., 2015; Muller-Fielitz et al., 2011;
Schuster et al., 2018)

6. AT:R-unabhéngiger Mechanismus liber Angl-7 (Blanke et al., 2015; Dapper et al., 2019;
Schuchard et al., 2015; Winkler et al., 2018)

TEL induziert PPARy zwar bereits in niedrigen Dosierungen, allerdings fiihren Thiazolidindione, also
PPARy-Agonisten, zu einer Gewichtszunahme (Larsen et al., 2003). ARB mit unterschiedlicher
Affinitat zu PPARy zeigten denselben positiven Effekten auf Gewicht und Insulinsensitivitat,
weshalb diesen Mechanismen nur eine untergeordnete Relevanz zugeschrieben wird (Muller-Fielitz
et al.,, 2012). Auch der Einfluss der HPA-Achse auf die Regulation von Koérpergewicht und
Energieaufnahme erscheint insbesondere nach der jingsten Studie gering (Gustaityte et al., 2018).
Verdanderungen im Mikrobiom sind sowohl mit Adipositas wie auch mit Atherosklerose assoziiert.
Eine Imbalance der verschiedenen Organismen fiihrt zu Ubergewicht, keimfreie M&use sind vor
Ubergewicht und Insulinresistenz geschiitzt und der Stuhltransfer von adipdsen auf schlanke Tiere
flihrt zur Gewichtszunahme. Als Ursache werden unter anderem die gesteigerte Permeabilitat des
Darms und eine daraus folgende metabolische Endotoxindmie sowie eine veranderte Produktion
von Gallensduren und kurzkettigen Fettsduren vermutet (Chait & den Hartigh, 2020). Bei TEL-
assoziierter Gewichtsabnahme konnte die Induktion eines spezifischen Mikrobioms registriert
werden. Der Stuhltransfer von TEL-behandelten auf adipose Mause flhrte zu leichter

Gewichtsreduktion (Beckmann et al., 2021; Freschi et al., 2024).

Studien aus unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass ein ZNS-abhdngiger Mechanismus

zumindest teilweise der TEL-Wirkung zugrunde liegen muss. Die selektive Inhibition des RAS im ZNS
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durch reduzierte Expression von Angiotensinogen verhindert die Entwicklung von Adipositas und
vergroBert den Energieverbrauch, die Effekte von TEL waren reduziert (Winkler et al., 2016). Uber
die Regulation von Kérpergewicht und Energiehomdoostase hinaus verhinderte TEL die Adipositas-
induzierte neurovaskuldre Entkopplung und Reduktion des zerebralen Blutflusses, reduzierte
angstliches Verhalten, die Entstehung von string vessels, Zellalterung und oxidativen Stress
spezifisch in einzelnen Hirnregionen (Hernandez Torres et al., 2024; Huber et al., 2021). Auch Leptin
hat Einfluss auf die gewichtsreduzierenden Effekte von TEL. In einer jingeren Studie konnte gezeigt
werden, dass TEL zwar die periphere Leptinresistenz verhindert, aber keinen direkten Einfluss auf
den Leptintransport hat. Es wurde daher die Vermutung geduBert, dass ein verbesserter Transport
von Leptin Gber die Blut-Hirn-Schranke eher Folge als Ursache des Gewichtsverlusts ist (Schuster et
al., 2018). Beziglich der zentralen Leptinresistenz konnte gezeigt werden, dass TEL den Lipidspiegel
in Tanyzyten normalisiert, hypothalamische Lipidspiegel normalisiert und moglicherweise durch
reduzierte Gliose und reduzierte leichtgradige Entziindung die Resistenz verhindert (Rawish et al.,

2020).

Die Beobachtungen, dass sowohl Angll als auch TEL zur Gewichtsreduktion beitragen
(Winkler et al., 2018) und TEL auch im ATiR ko Gewicht, Insulinsensitivitdt und Leptinsensitivitat
verbessert (Rong et al.,, 2010), lassen einen Mechanismus unabhéngig von diesem Rezeptor
vermuten. Bei der Therapie mit ARB steigen aufgrund des fehlenden negativen Feedbacks die
Konzentrationen von Angl und Angll, gleichzeitig steigt die Expression von ACE2 (Ishiyama et al.,
2004). Das gesteigert verfligbare Angll dient als Substrat fiir ACE2 und es wird Angl1-7 gebildet. Es
wurden wiederholt erhohte Konzentrationen von Angl-7 nach Therapie mit ARB gefunden (lgase
et al., 2005; Jawien, 2012; Pereira et al., 2007; Tesanovic et al., 2010). Unsere Arbeitsgruppe konnte
zeigen, dass die Uberexpression von Angl-7 den Gewichtsanstieg durch ungesunde Erndhrung
verhindert (Blanke et al., 2015), die Leptinsensitivitat wiederherstellt und die Expression von ACE2
und Mas im viszeralen Fettgewebe erhdht. Der Mas-Antagonist A779 konnte dabei die TEL-
induzierte Gewichtsreduktion teilweise aufheben, was bestatigt, dass die Bindung von Angl-7 an
Mas anteilig zur Regulation des Kérpergewichts beitragt (Schuchard et al., 2015). Zuletzt sollte ein
Tierversuch mit Mas-defizienten M&usen auf dem genetischen FVB/N-Hintergrund die Bedeutung
von Angl-7 erneut aufzeigen. Entgegen den Erwartungen zeigten Mas knock-out (ko) Mause
allerdings ein geringeres Gewicht und eine reduzierte Fettmasse. Die Entwicklung einer Adipositas
war weniger stark ausgepragt. TEL reduzierte das Gewicht in Wildtyp Mausen nur gering, daflir aber
starker in Mas ko Mausen. Auch die Leptinsensitivitat konnte nur in Mas ko Mausen
wiederhergestellt werden. Eine Verwechslung der Versuchsgruppen wurde ausgeschlossen und ein
Einfluss des genetischen Hintergrunds auf die Ergebnisse diskutiert (Dapper et al., 2019). In der
vorliegenden Arbeit soll daher der Effekt der Mas-Defizienz auf das Korpergewicht und

insbesondere auch auf Atherosklerose auf anderem genetischen Hintergrund untersucht werden.
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1.6 Das richtige Tiermodell

Um die Effekte von Telmisartan auf die Entwicklung atherosklerotischer Lasionen untersuchen zu
kénnen, muss ein geeignetes Tiermodell gefunden werden. Da die Uberschneidungen zum
menschlichen Lipidprofil und atherosklerotischen Phdnotyp sehr groR sind, wurden jahrelang
besonders Kaninchen zur Erforschung der GefaRpathologie verwendet. Um Kosten fiir die Haltung
zu sparen und vor allem, weil genetische Verdanderungen leichter herbeizufiihren sind, gewann die
Maus als Tiermodell zunehmend Bedeutung. Mause sind jedoch relativ resistent gegenliber der
Nahrungsmittel-bedingten Entwicklung von Atherosklerose, weshalb Veranderungen im Erbgut

und teils eine cholesterinreiche Erndhrung zur Induktion notwendig sind (Emini Veseli et al., 2017).

Zu den am haufigsten verwendeten Maus-Modellen zdhlen der knock-out von
Apolipoprotein E (ApoE) und LDL-Rezeptor. In ApoE ko Mausen werden ausgepragte
Veranderungen im Lipidprofil und die Entwicklung von Atherosklerose bereits in Kombination mit
Standard-Diat (chow) beobachtet. Es werden Cholesterinwerte von bis zu 500 mg/dl und deutliche
atherosklerotische Lasionen erreicht. Unter Hinzunahme von Western Diat (WD) kénnen Werte von
mehr als 1800 mg/d| sowie dreifach vergroRerte Lisionen gesehen werden (Plump et al., 1992).
LDL-Rezeptor ko Mduse zeigen mit chow Diat nur milde Veranderungen im Lipidprofil und kaum
atherosklerotische Lasionen. Erst in Kombination mit atherogener Didt entwickeln sich eine
deutliche Hypercholesterindmie mit Werten tiber 1500 mg/dl und Atherosklerose (Ishibashi et al.,
1994). Der genetische Hintergrund der Maus hat bei der Entwicklung atherosklerotischer Lasionen
einen wichtigen Einfluss. Mause auf dem FVB/N Hintergrund sind relativ resistent gegentber der
Entwicklung von Atherosklerose, wohingegen Mause auf dem C57BL/6 Hintergrund durchgehend

groRere Lasionen zeigen (Teupser et al., 2003).

Sollen in einem Mausmodell mit Atherosklerose weitere genetische Veranderungen wie die
Mas-Defizienz untersucht werden, war lange die Erzeugung eines Doppel-ko (dko) notwendig, was
technisch anspruchsvoll ist und eine langwierige sowie kostenintensive Zucht mit sich bringen
wirde. Um diese Limitationen zu umgehen, wurde 2014 erstmals die Induktion von Atherosklerose
mittels einmaliger Injektion eines adeno associated virus (AAV) beschrieben, der als Vektor fir eine
gain of function Mutation der Proprotein Konvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 (PCSK9) dient (Bjorklund
et al., 2014). PCSK9 wird in der Leber exprimiert, bindet an den LDL-Rezeptor und bewirkt dessen
Abbau in Lysosomen. Bei der Injektion erreicht der Vektor die Leber durch einen spezifischen
Promotor, bewirkt eine liber lange Zeit stabile Expression der mutierten PCSK9 mRNA, die eine
zehnfach hohere Affinitat flir den LDL-Rezeptor zeigt als der Wildtyp, reduziert die Expression des
LDL-Rezeptors und fiihrt zu chronisch erhéhten Cholesterinwerten (s. dazu Abb. 1-2) (Roche-Molina
et al., 2015). Zur Verfliigung stehen die humane Mutation PCSK9 D374Y und die murine Mutation
PCSK9 D377Y. Abgekirzt wird die gain of function Mutation mit PCSK9®" (Peled et al., 2017). In den
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bisherigen Studien erfolgte die Injektion wahlweise intravenos in die Schwanz- oder Femoralvene
sowie intraperitoneal mit einer Anzahl an injizierten Viruspartikeln zwischen 2x10° und 5x10**. Der
erzeugte Phanotyp ist den LDLR ko Mausen ahnlich, denn fiir die Entwicklung atherosklerotischer
Lasionen ist eine entsprechende atherogene Didt notwendig. Unter chow Didt konnen
Cholesterinwerte von 300 mg/dL, in Kombination mit high fat Diat (HFD) Gber 1100 mg/dL und eine

dosisabhangige Induktion der Atherosklerose erreicht werden (Roche-Molina et al., 2015).

N

|

LDL-Cholesterin . PCSKI™-AAV LDL-Cholesterin

Zellmembran

Hepatozyt Hepatozyt

Abbildung 1-2: Recycling und Abbau des LDL-Rezeptors in Abhangigkeit von PCSK9. Nach (Bjorklund et al.,
2014).

Um dieses neue Atherosklerose-Modell in unserer Arbeitsgruppe zu etablieren und die notwendige
Viruslast zu eruieren, erfolgte im Vorfeld zur vorliegenden Hauptstudie eine Vorstudie, in der 24
Wildtyp-M&usen aus vier Versuchsgruppen unterschiedliche Viruslasten des PCSK9®Y-AAV
intravends injiziert und nach zwoélfwéchigem Versuchszeitraum mit Flitterung von Western Didt
Korpergewicht, Lipidprofil, atherosklerotische Plaques und endotheliale Funktion analysiert
wurden. Die Mause entwickelten eine Diat-induzierte Adipositas und dosisabhadngig
Hypercholesterindamie sowie atherosklerotische Plaques. Als Ausdruck einer endothelialen
Dysfunktion stellte sich eine erhéhte kortikale Steifigkeit ein (s. dazu Abb. 1-3). In der
Zusammenschau hielten wir eine Viruslast von 1x10*! fiir prinzipiell ausreichend zur Induktion von
endothelialer Dysfunktion und atherosklerotischen Plaques und wahlten aus Sicherheitsgrinden

fiir die Hauptstudie 2x10 (Achner et al., 2022).
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Abbildung 1-3: Ergebnisse der Vorstudie. Induktion von Hypercholesterindmie (A), atherosklerotischen
Plaques (B) und endothelialer Dysfunktion (C+D) in Abh&dngigkeit der Viruslast nach einmaliger Injektion eines

PCSK9PY-AAV in Kombination mit Western Diat. Nach (Achner et al., 2022).

Im Rahmen der Vorstudie wurde auch Uberprift, inwieweit zwei unabhangige Untersucher an
denselben Daten zur kortikalen Steifigkeit nach manueller Auswertung gleichsinnige Ergebnisse
erhalten, um damit die gemeinsame Vero6ffentlichung von Daten der Hauptstudie zu ermdéglichen
(s. dazu auch Kapitel 1.7 und 2.2). Es konnte gezeigt werden, dass ein konstanter interindividueller
Unterschied besteht, dabei aber die Gleichsinnigkeit der Ergebnisse erhalten bleibt. Aus der
konstanten Differenz zwischen den beiden Autoren wurde ein Faktor von 1,102 zur Anpassung der
erhaltenen Werte des Autors dieser Studie ermittelt (s. Abbildung 1-4). Ein analoges Vorgehen

wurde auch fir die im Folgenden dargestellte Hauptstudie gewahlt.
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Abbildung 1-4: Vergleich der Auswertungen zur kortikalen Steifigkeit in der Vorstudie. (A) Kortikale
Steifigkeit aller Endothelzellen. Die Punkte stellen den Mittelwert aus acht Einzelmessungen einer
Endothelzelle dar. (B) Kortikale Steifigkeit pro Maus. (C) Ermittlung der Differenz zwischen den Untersuchern
und eines Faktors zur Anpassung der Daten. Dargestellt sind Median, 25% und 75%-Perzentile als Boxplot.
Die Antennen stellen Maximum und Minimum dar. Statistische Analyse mittels 1way-ANOVA mit Tukey’s
multiple comparison test oder Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s multiple comparison test bei fehlender

Normalverteilung.

1.7 Fragestellung und Hypothesen

Das RAS hat grofRe Bedeutung in der Pathophysiologie von Adipositas und Atherosklerose.
Insbesondere der antagonistischen ACE2/Angl-7/Mas-Achse werden dabei positive Einflisse
zugeschrieben. TEL erhoht die Konzentration von Angl-7 und kénnte dariber die Entwicklung einer
Diat-induzierten Adipositas verhindern. In der vorliegenden Arbeit soll die Entwicklung von
Adipositas und Atherosklerose in Abhangigkeit einer TEL-Behandlung in Mas ko Mausen auf dem
C57BL/6N Hintergrund im Atherosklerose-Modell mit PCSK9®Y-AAV untersucht werden. Neben
Gewicht, Fettmasse, Lipidprofil, Cytokinprofil und Glukosestoffwechsel untersuchen wir die
endotheliale Funktion anhand der Steifigkeit von Cortex und Glykokalix sowie Messung von Nitrit,

analysieren Plaques histologisch und untersuchen die RNA-Expression der abdominalen Aorta.
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Unsere Hypothesen lauten:

1. Mause mit Mas ko sind schwerer, haben eine groRere Fettmasse, einen erhdhten
Blutzucker, erhohte Werte fir Cholesterin und Triglyceride, eine erhohte kortikale
Steifigkeit im Vergleich zu Wildtyp Mausen.

2. Mause entwickeln durch Western Diat eine Diat-induzierte Adipositas. TEL verhindert die
Entwicklung einer Diat-induzierten Adipositas in Wildtyp Mausen. TEL kann in Mas ko
Mausen die Entwicklung einer Didt-induzierten Adipositas nicht verhindern.

3. TEL reduziert atherosklerotische Plaques und verbessert die endotheliale Funktion in
Wildtyp Mausen. TEL kann in Mas ko Mausen atherosklerotische Plaques nicht reduzieren

und die endotheliale Funktion nicht verbessern.

An der Durchfiihrung des Projekts beteiligt waren der Autor dieser Arbeit sowie Frau Leonie Achner.
Die Vorstudie wurde gemeinsam zu gleichen Anteilen durchgefiihrt. In der Hauptstudie wurde eine
gemeinsame Kontrollgruppe verwendet, Frau Achner untersuchte ACE2 ko Mause, Herr Klersy Mas
ko Mause. Dieses Vorgehen diente nach dem 3R-Prinzip einer Reduktion der bendtigten
Versuchstiere und der Risikominimierung im Krankheitsfall oder Ausfall aus anderer Ursache. Fiir
die gemeinsame Veroffentlichung der Daten beider knock-out Mause wertete Frau Achner die
kortikale Steifigkeit der ACE2 ko Mause aus, Herr Klersy die kortikale Steifigkeit der Mas ko Méuse,
beide werteten unabhingig voneinander die kortikale Steifigkeit der gemeinsam verwendeten
Kontrollgruppe aus. Um sicherzustellen, dass eine kombinierte Darstellung der kortikalen Steifigkeit
moglich ist, musste im Vorfeld zwingend eruiert werden, ob die beiden unabhangigen Untersucher
an denselben Daten gleichsinnige Ergebnisse erhalten. Dies erfolgte im Rahmen der Vorstudie,
indem die beiden Untersucher die Daten zur kortikalen Steifigkeit unabhdngig voneinander
auswerteten. Weil dieses Vorgehen fiir die gemeinsame Verdéffentlichung der Daten der
Hauptstudie zwingend notwendig war, wird in beiden Dissertationsschriften die kombinierte
Auswertung der Daten zur kortikalen Steifigkeit der Vorstudie adressiert (ndheres dazu im Kapitel

2.2). Alle weiteren Ergebnisse der Vorstudie finden sich im Anhang dieser Arbeit (s. Kapitel 7.1).
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2 Methoden

2.1 Tierexperimentelle Methoden

Der Tierversuch ,Einfluss von Telmisartan und Hochfettdiat auf das Koérpergewicht in Mas-KO
Mausen” ist durch das Ministerium fir Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt, Natur und
Digitalisierung des Landes Schleswig-Holstein (MELUR) genehmigt (Antragsnummer: V242-
48029/2018 (85-9/18)) und den National Institutes for Health-Richtlinien (NIH; Guide for the care
and use of laboratory animals) sowie der Tierschutz-Versuchstierverordnung (TierSchVersV)
entsprechend durchgefiihrt worden. Die Ergebnisse wurden nach den Animal Research: Reporting

of In Vivo Experiments- (ARRIVE) Richtlinien dokumentiert.

2.1.1 Versuchstiere

Es waren 36 mannliche Wildtyp Mause des Stammes C57BL/6N bezogen von der Firma Janvier
sowie 36 Mas-defiziente mannliche Mause desselben Stammes Versuchstiere. Die Mas-defizienten
Mause wurden von unserem Kooperationspartner Prof. Dr. Michael Bader (Max-Delbriick-Centrum
fiir Molekulare Medizin, Berlin) geziichtet und liber einen Embryonentransfer in die Gemeinsame

Tierhaltung (GTH) in Liibeck importiert.

2.1.2 Haltungsbedingungen

Die Mause wurden in den Haltungsraumen der GTH der Universitat zu Liibeck im Center of Brain,
Behavior and Metabolism (CBBM, Gebaude 66) in Gruppen von zwei bis vier Tieren in individuell
ventilierten Kafigen (IVC) von Typ Il lang” gehalten. Die Bedingungen der Haltungsrdume
entsprachen wahrend der gesamten Studie einer konstanten Raumtemperatur von 21°C und einer
Luftfeuchtigkeit von 40-60% bei einem 12h-Hell-Dunkel-Rhythmus mit Lichtphase von 7-19 Uhr.
Tagliche Inspektionen, Gewichtsbestimmung und Flitterung erfolgten wahrend der Lichtphase. Bis
zum Versuchsbeginn erhielten die Mause eine Standarddiat ,chow” (EF acc. D12450B mod., ssniff®,
Deutschland) und stets Leitungswasser ad libitum. Einmal woéchentlich erhielten die Tiere neu

eingestreute Kafige.

2.1.3 Studienprotokoll

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, inwiefern die Therapie mit Telmisartan bei Mas-
defizienten Mausen Ubergewicht und Atherosklerose verhindern kann. Die Tiere erreichten die
Haltungsraume der GTH im Alter von acht bis neun Wochen. Wildtyp (wt) und Mas-defiziente-
Mause wurden nach Gewicht randomisiert, in sechs Gruppen zu je zwolf Tieren aufgeteilt und tber

einen Versuchszeitraum von zwolf Wochen beobachtet (s. Tabelle 2-1).
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Gruppe Anzahl der Tiere | Diat Behandlung | Viruslast
wt chow VEH n=12 Chow Diat Vehikel Leervektor
wt WD VEH n=12 Western Didt | Vehikel 2x101

wt WD TEL n=12 Western Digt | Telmisartan | 2x10*
Mas chow VEH | n =12 Chow Diat Vehikel Leervektor
Mas WD VEH | n=12 Western Didt | Vehikel 2x101
Mas WD TEL n=12 Western Didt | Telmisartan | 2x10*

Tabelle 2-1: Versuchsgruppen

Nach einwdchiger Eingewdhnungsphase erfolgte sieben Tage vor Versuchsbeginn eine

retroorbitale Blutentnahme. In der letzten Woche vor Versuchsbeginn wurden die Mause an das

Greifen und das Einflihren der Schlundsonde gewohnt. Ab Versuchsbeginn (Tag 1) erhielten vier

Gruppen Western Diat (WD). Die Wildtyp- und Knockout-Kontrollgruppen erhielten weiterhin chow

Digt. Allen mit WD gefiitterten M3usen wurde ebenfalls an Tag 1 das PCSK9P'-AAV in die

Schwanzvene appliziert, den Kontrolltieren ein Leervektor. Taglich erfolgten Gewichtskontrollen

und die orale Applikation von TEL oder eines Vehikels (VEH). In der zehnten Versuchswoche erfolgte

eine Bestimmung der Masseverteilung mittels Nuklear-Magnet-Resonanz-Spektroskopie. Die

Studie wurde nach zwolf Wochen mit einer erneuten retroorbitalen Blutentnahme, einer kardialen

Blutentnahme und der Organentnahme beendet. Zuletzt wurden die Steifigkeit von Cortex und

Glykokalix der Aorta mittels AFM, atherosklerotische Plaques histologisch und die RNA-Expression

der Aorta durch Sequenzierung untersucht (s. Abb. 2-1).
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Abbildung 2-1: Ubersicht des Studienprotokolls

2 Methoden

24



Die Mause wurden in sechs Gruppen zu je zwolf Tieren mit einwochigem Abstand in die Studie
integriert. Blutentnahmen, Virusinjektionen und Tests der Studie fanden entsprechend mit

einwochiger Zeitversetzung statt.

2.1.4 Herstellung von applizierten Lésungen und Suspensionen

2.1.4.1 Herstellen der Telmisartan- und Vehikel-Suspension

Es lag Telmisartan in pulverisierter Form vor. 2,5 g Gummi Arabicum wurden in einem Morser
vorgelegt und sorgfaltig verrieben. Dazu kamen 40 mg Telmisartan, die Mischung wurde weiter
verrieben und schrittweise mit insgesamt 25 ml Leitungswasser suspendiert. Die Konzentration der
Suspension betrug 1,6 mg/ml Telmisartan in 10% Gummi Arabicum. In einem 50 ml Falcon wurde
die Telmisartan-Suspension bei 4°C aufbewahrt und maximal eine Woche lang verwendet. Vor jeder

Applikation wurde das Falcon mehrere Male geschwenkt.

Die Vehikel-Lésung wurde aus 2,5 g Gummi Arabicum und 25 ml Leitungswasser hergestellt,

ebenfalls bei 4°C gelagert und bis zum vollstandigen Verbrauch verwendet.

2.1.4.2 Herstellen der PCSK9PY-AAV-Lésung

Das PCSK9PY-AAV wurde uns freundlicherweise von Prof. Dr. Oliver Miiller (Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein UKSH Campus Kiel) zur Verfliigung gestellt und wie bereits beschrieben
(Buchmann et al., 2020) hergestellt: Durch Co-Transfektion von AAV/D377Y-mPCSK9 (Addgene
plasmid #58376) mit dem Helfer-Plasmid pDP8 wurden in HEK293T Zellen nach der two-plasmid-
Methode AAV-Serotyp 8 Vektoren fir die Expression muriner D377Y-PCSK9 copy
Desoxyribonukleinsdure (cDNA) produziert. Die Vektoren wurden mit lodixanol Gradienten
gereinigt und anschlieBend titriert. Wir lagerten das PCSK9®Y-AAV bei -20°C. Am Tag der Injektion
wurde das Virus aufgetaut und mit NaCl verdiinnt, um die gewiinschte Viruslast in einem Volumen

von 100 ul zu erhalten.

2.1.4.3. Herstellen der Ketamin-/Xylazin-Narkose
Fir die finalen Narkosen wurden je 700 ul Ketamin (10%) und Xylazin (2%) in ein 15 ml Falcon

gegeben, das anschlieend bis zu einem Volumen von 10 ml mit NaCl aufgefillt wurde.
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2.1.5 Substanzapplikation

2.1.5.1 Injektion des PCSK9PY-AAV

Zur Induktion von Atherosklerose wurde den mit WD gefiitterten Mausen das PCSK9'-AAV in die
Schwanzvene injiziert. Den Kontrolltieren wurde ein Leervektor injiziert. Dazu wurden die Mause in
einem Restrainer fixiert. Zur besseren Venenfillung wurde der Schwanz mit einer Warmelampe

bestrahlt. Es erfolgte dann die Applikation von insgesamt 100 pl der vorbereiteten Losung.

2.1.5.2 Orale Applikation von Telmisartan und Vehikel

Eine vollstandige Gabe von Telmisartan und Vehikel wurde durch intradsophageale Applikation
(,,Schlunden®) Gber eine starre Knopfkaniile erreicht wie bereits mehrfach beschrieben (Dapper et
al., 2019; Rawish et al., 2020). Die Knopfkaniile oder auch ,Schlundsonde” wurde mit einer 1 ml
Spritze verbunden, die die zu applizierende Flissigkeit enthielt. Zur Applikation wurden die Mause
mit der linken Hand an Nacken- und Rickenfell sowie am Schwanz fixiert. Mit der rechten Hand
wurde die Schlundsonde in Mund und Osophagus eingefiihrt. Fiir Telmisartan und Vehikel wurden
separate Kanllen verwendet. Die Mause erhielten 8 mg/kg/d Telmisartan, das in einer Losung mit
Gummi Arabicum in einer Konzentration von 1,6 mg/ml in 10 % Gummi Arabicum vorlag.
Entsprechend wurden pro g Kérpergewicht 5 ul der Losung appliziert. Bei der Vehikel-Therapie

wurde das gleiche Volumen verwendet.

2.1.5.3 Intraperitoneale Applikation

Zur intraperitonealen Applikation des Narkotikums am Ende der Studie wurden 27G Kanilen und 1
ml Spritzen verwendet. Die Kaniile wurde in die gespannte Bauchhaut bei an Riicken- und
Nackenfell fixierter Maus eingefiihrt. Dabei wurde die Maus mit dem Kopf leicht nach unten

gehalten, die Kaniile auf Hohe der Kniefalte angesetzt und die Losung in die Bauchhéhle abgegeben.

2.1.6 Bestimmung der Masseverteilung

Die Masseverteilung wurde mittels Nuklear-Magnet-Resonanz-Spektroskopie am LF110-BCA-
Analyzer erfasst, wie es in der Arbeitsgruppe etabliert ist (Huber et al., 2021). Dazu wurden die
Mause in ihrem Kafig in den Versuchsraum gebracht und nach Akklimatisation einzeln im Restrainer
so fixiert, dass nur noch kleinste Bewegungen moglich waren. Der Restrainer wurde in der
vorgesehenen Offnung des Gerits platziert und die Messung durchgefiihrt. Nach Beenden der

Messung wurde der Restrainer entnommen und die Maus umgehend in den Kafig zuriickgesetzt.
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2.1.7 Gewinnung biologischen Materials

2.1.7.1 Retroorbitale Blutentnahme

Anasthesierte Mause wurden mit zwei Fingern im Nacken fixiert. Eine Glaskapillare wurde am
seitlichen Rand des Auges in die Augenhdhle eingefiihrt und leitete das Vollblut in eine
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-Mikrovette. Diese wurde 30 Minuten auf Eis gelagert und
anschlieRend bei 9000 U/min fiir drei Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Plasma-Uberstand wurde

abpipettiert und in 1,5 ml ReaktionsgefdRen bei -20°C gelagert.

Bei der ersten retroorbitalen Blutentnahme wurden die Mduse vor der Blutentnahme in
einen Plastikzylinder gesetzt, auf dessen Boden ein mit Isofluran getranktes Tuch lag, das die Mause
anasthesierte. Sie wurden nach kurzer Zeit aus dem Zylinder entnommen. Bei der finalen
Blutentnahme wurden die M&use mittels intraperitonealer Injektion einer Ketamin-/Xylazin-Losung

anasthesiert.

2.1.7.2 Blutglukosebestimmung
Bei der oben beschriebenen retroorbitalen Blutentnahme konnte Vollblut der anasthesierten Maus
zur Messung der Blutglukose gewonnen werden. Die Glukosekonzentration wurde mit

handelsiiblichen Messstreifen und Messgeraten bestimmt.

2.1.7.3 Kardiale Blutentnahme fiir Nitrit-Messung

Um eine Hamolyse des Vollbluts fir die Bestimmung von Nitrit zu verhindern, wurde zusatzlich eine
kardiale Blutentnahme durchgefiihrt. Diese erfolgte am narkotisierten Tier nach Er6ffnung von
Bauchraum, Durchtrennung des Zwerchfells und Er6ffnung des Thorax mit einer 23G Kanile und 1
ml Spritze. Das Blut wurde in eine Lithium-Heparin-Mikrovette liberfiihrt, darin auf Eis gelagert und
bei 4°C fir 10 Minuten mit 2000 g zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Plasma in Proteinfilter
pipettiert und darin bei 4°C fiir 70 Minuten mit 14 000 g zentrifugiert. Das entproteinierte Plasma

wurde in lichtgeschiitzten ReaktionsgefalRen bei -80°C gelagert.

2.1.7.4 Toétung und Organentnahme

Es erfolgte nach kardialer Blutentnahme und cervikaler Dislokation die Er6ffnung der Schadeldecke
und die Entnahme des Gehirns mittels Pinzette. Das Gehirn wurde umgehend auf Trockeneis
eingefroren und in SzintillationsgefaBen gelagert. Zur Re-Genotypisierung wurde die Schwanzspitze
ebenfalls entfernt und in einem Reaktionsgefals auf Eis gelagert. Das Herz sowie die daran belassene

Aorta ascendens wurden in 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Die thorakale Aorta descendens
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wurde getrennt: Der erste Teil diente der Messung der kortikalen Steifigkeit und wurde zur
anschlieRenden Praparation in Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS) lberfiihrt. Der zweite Teil
wurde mit Ringer-Losung perfundiert, von umliegendem Gewebe befreit und in einem mit Ringer-
Losung gefillten ReaktionsgefdR in fllissigem Stickstoff schockgefroren. Die abdominale Aorta
wurde in RNAprotect® gegeben. Teile von Leber, Lunge, Duodenum, Dickdarm, Faces, weillem
Fettgewebe, eine Niere und die Milz wurden entnommen und in 1,5 bzw. 2 ml ReaktionsgefaRen in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Alle Organ- und Gewebeproben bis auf das Herz und die Aorta

wurden anschlieBend bei -80°C gelagert.

Die thorakale Aorta descendens wurde anschlieRend fiir die Messung am AFM prapariert.
Umgebendes Gewebe wurde sorgfaltig entfernt, die Aorta wurde der Lange nach aufgeschnitten
und schlieRlich in einzelne ca. rechteckige Stiicke mit einer Flache von etwa 1 mm? getrennt. Diese
Aortenstlicke wurden mit Cell-Tak® auf Deckglasern mit 15 mm Durchmesser fixiert, wobei die
Endothelfliche nach oben zeigte. Nach der Praparation wurden die Deckgldaser in 12-Well-
Zellkulturplatten in minimal essential medium (MEM) mit hinzugeflgten 10% fetalem Kélberserum,
1% MEM Vitaminen, 1% MEM nicht-essenziellen Aminosauren sowie 1% Penicillin G (100 U/mL)
und Streptomycin (100 mg/mL) bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank belassen. Pro Maus wurden
zwei Aortenstlicke gemessen, das erste 24 Stunden und das zweite 48 Stunden nach der Entnahme.
Die Messungen fanden in HEPES-Puffer bei 37°C statt (140 mmol/L NaCl, 5 mmol/L KCl, 1 mmol/L
MgCl,-6-hydrat, 1 mmol/L CaCl,, 5 mmol/L Glucose, 10 mmol/L HEPES).

2.2 Atomic force microscopy

Mit der atomic force microscopy ist es moglich, Einblicke in die nanomechanischen Eigenschaften
lebender Zellen in einem ex vivo Prdparat zu erhalten. Ein als Nanoindentation bezeichnetes
Verfahren wurde verwendet, um Steifigkeit von Glykokalix und Cortex der thorakalen Aorta zu
messen und damit Informationen tber die Funktion der Endothelzellen zu erhalten (Cosgun et al.,
2020; Jeggle et al., 2016). Zu den wichtigen Bestandteilen des AFM zahlen der biegsame Cantilever,
ein goldbeschichtetes Metallplattchen mit spharischer Spitze von 10 um GréRe, ein Laserstrahl, der
von der Ruckseite des Cantilevers reflektiert wird und die Photodiode, die den Laserstrahl

registriert. Der Cantilever dient als Mechanosensor (s. Abb. 2-2).

Bei der Nanoindentation wird die Probe (hier Aorta) in HEPES-Puffer bei 37°C auf einem
beweglichen Piezoelement befestigt. Durch Herauffahren des Elements wird die Probe an den
Cantilever angendhert und in Kontakt gebracht. AnschlieRend wird die Probe bis zu einer
definierten Tiefe durch den Cantilever eingedriickt bzw. deformiert (Aorta 150 nm). Bei der

Deformation der Probe nimmt der Cantilever die auf ihn wirkende Kraft wahr. Eine steife Probe
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lasst sich weniger einfach deformieren als eine weiche und tibt daher mehr Kraft auf den Cantilever
aus. Die entsprechende auf den Cantilever wirkende Kraft wird registriert, indem der Cantilever sich
selbst bei der Deformation der Probe verbiegt, der Laserstrahl von dessen Riickseite abgelenkt wird
und von der Photodiode an verdnderter Position wahrgenommen wird. Dabei kommen Cantilever
mit unterschiedlichen Eigenschaften zum Einsatz. Weiche Cantilever werden bereits durch weniger
Kraft verbogen als steifere. Flir Messungen der Glykokalix wurden in dieser Arbeit Cantilever mit
einer Federkonstanten von 0,01 N/m und fur die Messungen des Cortex mit einer Federkonstanten

von 0,03 N/m verwendet.

Cantileyq,

Aorty

Deckgfas

Piezoelement

Abbildung 2-2: Aufbau des atomic force microscope nach (Cosgun et al., 2020)

Mit der vorgegebenen Federkonstanten und der Empfindlichkeit fiir Verbiegung (deflection
sensitivity) des Cantilevers kann aus der einmaligen Deformation der Probe mit Hilfe der Software
Research Nanoscope eine Kurve erstellt werden (s. Abb. 2-3). Die Steigung dieser Kurve korreliert
mit der Kraft (in N) die notig ist, die Probe bis zur definierten Tiefe einzudriicken. Dies wird als
Steifigkeit (in N/m) definiert. Auf der resultierenden Kraft-Distanz-Kurve kénnen mehrere
Steigungen unterschieden werden: Steigung durch Deformation der Glykokalix, Steigung durch
Deformation des Zellcortex und Steigung durch Deformation des Zellinneren. Die Steigung wird bei
jeder einzelnen Kraft-Distanz-Kurve manuell bestimmt, indem eine Gerade angelegt wird. Dazu

wurde die Protein-Unfolding and Nanoindentation-Analysis Software (Punias) verwendet.

2 Methoden 29



e

L J

Distanz

Abbildung 2-3: Kraft-Distanz-Kurve bei Einzelmessung der thorakalen Aorta. 1 = Annaherung des Cantilevers
an die Probe, 2 = Deformation/Steifigkeit der Glykokalix, 3 = Deformation/Steifigkeit des Cortex, 3 =

Deformation/Steifigkeit des Zellinneren

In dieser Studie wurden sowohl Glykokalix als auch der Zellcortex untersucht. Auf einer Probe
wurde die kortikale Steifigkeit an 20-25 verschiedenen Zellen untersucht. Dazu erfolgten jeweils
acht Deformationen pro Zelle mit entsprechender Generierung und Analyse der Kraft-Distanz-
Kurven. Die 20-25 Zellen stammten aus mindestens drei Bildbereichen der Probe, die
lichtmikroskopisch kontrolliert wurde. Die Experimente wurden durchgefiihrt an einem MultiMode
AFM mit Feedback-kontrollierter Heizung im Institut fur Physiologie der Universitat zu Libeck. Die

Messungen der Glykokalix erfolgten durch Dr. Benedikt Fels.

Um in (Klersy et al., 2025) Wildtyp, ACE2 ko und Mas ko Mause vergleichen zu kénnen, war
eine kombinierte Auswertung durch den Autoren dieser Studie und Frau Leonie Achner notwendig.
Die Kraft-Distanz-Kurven der ACE2 ko Mause wurden durch Frau Achner ausgewertet, die Kraft-
Distanz-Kurven der Mas ko Mause durch Tobias Klersy. Bei gemeinsam verwendeter Kontrollgruppe
und manueller Auswertung der Kraft-Distanz-Kurven mit moglichen individuellen Unterschieden
war zuvor zwingend die Untersuchung notig, ob Frau Achner und Herr Klersy an denselben Proben
zu gleichen Ergebnissen kommen wirden und eine Kombination der Auswertungen statthaft ware.
Daher erfolgte im Rahmen der Vorstudie zunachst die eigenstandige Auswertung der kortikalen
Steifigkeit durch die beiden Autoren. Es konnte gezeigt werden, dass ein konstanter geringer
interindividueller Unterschied zwischen den Auswertern besteht, ohne dass davon die Ergebnisse
beeinflusst wurden. In (Achner et al., 2022) wurde dann die gemittelte Auswertung veroffentlicht.
In (Klersy et al., 2025) wurden die interindividuellen Unterschiede in der Auswertung anhand der
kortikalen Steifigkeit der Kontrollgruppe ermittelt, um anschlieend die Ergebnisse von ACE2 ko

bzw. Mas ko an den gemeinsamen Mittelwert der Kontrollgruppe anzupassen.

2 Methoden 30



2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Lipidprofil

Das Lipidprofil wurde am Institut fir Kardiogenetik untersucht. Gesamtcholesterin und Triglyceride
wurden aus dem Plasma photometrisch bestimmt. Daflir wurde das Roche cobas ¢ 702 mit dem
EnzyChrom HDL/LDL/VLDL Assay Kit 100T (Biotrend Chemikalien GmbH) sowie dem Triglyceride

ColorimetricAssayKit 96well Kit (Biomol GmbH) verwendet.

2.3.2 Hormon- und Cytokinprofil

Es wurden das Milliplex mouse metabolic magnetic bead panel kit MMHMAG-44K.mouse (Amylin,
C-Peptide 2, Ghrelin, GIP, GLP-1 Active or GLP-1 Total, Glucagon, IL-6, Insulin, Leptin, MCP-1, PP,
PYY, Resistin, Sekretin, and TNFa) sowie das Milliplex map mouse high sensitivity T cell panel kit
MHSTCMAG-70K (GM-CSF, IFNy, IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-
17A, KC/CXCL1, LIX, MCP-1, MIP-2, TNF-a) zur Untersuchung des Hormon- und Cytokinprofils den

Herstelleranweisungen entsprechend verwendet.

2.3.3 Nitrit-Messung

Nitrit wurde aus 50 ul heparinisiertem und gefiltertem Plasma als Surrogatparameter fiir die NO-
Konzentration mit einem NO-Analyzer bestimmt. Die Messungen erfolgten am Vascular Research
Center in Frankfurt am Main nach beschriebener Vorgehensweise (Lopez et al., 2021). Um die
Ergebnisse nicht durch Nitrit aus dem Leitungswasser zu verfalschen, erhielten die Mduse vor der

Blutentnahme fiinf Tage lang handelstibliches Mineralwasser mit einem niedrigen Gehalt an Nitrit.

2.3.4 RNA-Sequenzierung (RNAseq)

Die RNA-Sequenzierung der abdominalen Aorta wurde am Vascular Research Center in Frankfurt
am Main durchgefiihrt (Pfluger-Muller et al., 2020). Die RNA-Sequenzierung erfolgte an der
absteigenden Aorta. Das aortale Gewebe wurde isoliert, von Fett befreit und in fllissigem Stickstoff
schockgefroren. Fiir die RNAseg-Analyse wurden die Aortensegmente von drei Mausen gepoolt und
insgesamt wurden vier Proben pro Versuchsgruppe analysiert. Die Ergebnisse reprasentieren zwolf
Mause pro Gruppe. Die gesamte RNA wurde isoliert mit dem RNA Mini Kit von Bio & SELL (Niirnburg,
Deutschland) kombiniert mit DNase (DNase-Free DNase Set, Qiagen), um genomische DNA-

Kontamination zu vermeiden.

RNA und die Vorbereitung der Sequenzierungs-Bibliothek wurden durch LabChip Gx Touch

24 (Perkin Elmer) verifiziert. Als Probe fir die ,,VAHTS Stranded mRNAseq preparation” wurden
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nach Herstellerprotokoll 500 pug der RNA verwendet (Vazyme). Die Sequenzierung wurde an einem
NextSeq2000 der Marke Illumina durchgefiihrt mit 1x72-bp single-end set-up. Die resultierten ,,raw
reads” wurden beziglich Qualitdt, Adapterinhalt und Duplikationsrate mit FastQC Uberpruft
(RRID:SCR_014583) (Andrews Simon: Andrews Simon: FastQC: a quality control tool for high-

throughput sequence data. http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc).

Die RNA Sequenzierungsanalyse erfolgte am Max Planck Institute for Heart and Lung
Research in Bad Nauheim (Bolger et al., 2014; Dobin et al., 2013; Liao et al., 2014; Love et al., 2014)
mit Trimmomatic Version 0.39, um die reads nach einem Qualitatsverlust unter den Mittelwert von
Q15 in einem Bereich von fiinf Nucleotiden zu trimmen und nur gefilterte reads mit einer Lange
von mehr als 15 Nucleotiden beizubehalten. Die Reads wurden gegen dem Ensemble mouse
genome version mm10 (Ensembl release 101) mit STAR 2.7.10a ausgerichtet. Die ausgerichteten
reads wurden mit Picard 2.27.4 (Picard: A set of tools in Java for working with next-Generation
sequencing data in the BAM format) gefiltert, um Duplikate zu entfernen. Die Genzdhlungen
wurden mit featureCounts 2.0.4 erstellt durch Zusammenstellung von reads, die Exons auf dem
korrektem Strang Uiberlappten, ohne solche, die bei vielen Genen (berlappten. Die Rohanzahl-
Matrix wurde mit DESeq2 Version 1.36.0 normalisiert. Kontraste wurden mit DESeq?2 basierend auf
der Rohanzahl-Matrix erstellt. Die Gene wurden bei einer durchschnittlichen Anzahl von > 5 als
signifikant verandert exprimiert klassifiziert, mit angepasstem p-Wert < 0.05 fiir multiples Testen
und -0.585 < log2FC > 0.585. Die Ensemble-Darstellung wurde mit UniProt data (Activities at the

Universal Protein Resource (UniProt)) erstellt.

Um eine Assoziation mit Atherosklerose zu testen, verwendeten wir CTD Gene-Disease
Associations dataset https://maayanlab.cloud/Harmonizome/gene_set/Atherosclerosis/

CTD+Gene-disease+Associations (Rouillard et al., 2016).

2.4 Histologische Analyse der Aorta

Die histologischen Analysen erfolgten am Institut flr Kardiogenetik der Universitat zu Liibeck
(Aherrahrou et al., 2020). Atherosklerotische Lasionen wurden an der aufsteigenden Aorta
verblindet zur Behandlungsgruppe untersucht. Dazu wurden nach Entfernung von umliegendem
Gewebe Kryostatschnitte (8-10 um) der aufsteigenden Aorta aus einem Bereich unterhalb der
Aortenwurzel bis zum Aortenbogen mit einem jeweiligen Abstand von 40 um erstellt und mit der
Oil Red O Farbung (ORO) angefarbt. Die mittlere GroRe der atherosklerotischen Lasionen wurde
aus acht bis zehn Schnitten errechnet. Bilder wurden mit einem Keyence Mikroskop aufgenommen.

Die Schnitte wurden manuell mit der GIMP Software, Version 2.6, analysiert. Lasionsareale und
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ORO-positive Regionen wurden bestimmt nach in-house Skript, bei dem das Python package

OpenCV die Bilder prozessiert und Lasionen durch Farb-Schwellenwerte erkennt.

2.5 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde GraphPad Prism 8 verwendet. Nach Ausreilleranalyse mittels
Robuste Regression und AusreiRerentfernung (ROUT) erfolgte eine Uberpriifung hinsichtlich der
Normalverteilung. Lag bei mehr als zwei zu vergleichenden Gruppen eine Normalverteilung vor, so
wurden eine 1way-Analysis of Variance (ANOVA) bei einer Variablen und eine 2way-ANOVA bei
zwei Variablen durchgefiihrt. Bei Signifikanz wurde Tukey’s multiple comparison test als post-hoc-
Test angewendet. Bei fehlender Varianzhomogenitét erfolgte eine Brown-Forsythe-ANOVA mit
Dunnett’s multiple comparison test. Lag keine Normalverteilung der Daten vor, wurden sie mittels
Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s multiple comparison test als post-hoc-Test analysiert. Bei zwei zu
vergleichenden Gruppen erfolgte bei Normalverteilung ein t-Test und bei fehlender
Normalverteilung ein Mann-Whitney-Test. Die Korrelationsanalyse erfolgte mittels 1- oder 2-tailed

Pearson-Test.

Wir wahlten ein gestuftes Vorgehen und verglichen zunachst die Kontrollgruppen von
Wildtyp und knock-out, anschlieRend die Behandlungsgruppen getrennt nach Wildtyp und knock-
out nach oben beschrieben Tests. Die Daten dieser Arbeit sind als Mittelwert =
Standardabweichung angegeben. In Box-Plots sind der Median, 25% und 75%-Perzentile mit
Minimum und Maximum als Whisker angegeben. Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 festgelegt.
Die biometrische/statistische Fallzahlberechnung erfolgte PC-assistiert mittels eines online-
Programms nach statistischer Beratung mit dem Institut fir Medizinische Biometrie und Statistik
der Universitat zu Libeck. Die Gruppengrofle von n=12 ergab sich durch Power-Analyse

(korrigiertes a=0,01, power 80%) mit Primarparameter Korpergewicht.
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3 Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss einer chronischen Behandlung mit dem AT;R-
Blocker Telmisartan auf Diadt-induzierte Adipositas und Atherosklerose bei globaler Mas-Defizienz
zu untersuchen und dariiber Aussagen Uber den Anteil der ACE2/Angl-7/Mas-Achse an der
Wirkung von Telmisartan zu treffen. Fir alle Parameter erfolgte dafiir zunadchst der Vergleich der
Kontrollgruppen von wt und Mas ko Méausen, um basale Unterschiede zwischen den Mauslinien
erkennen zu kdnnen. Im Folgenden wurden dann der Einfluss der Behandlung mit PCSK9®Y-AAV und

Western Diat sowie zuletzt der Effekt von Telmisartan auf wt und Mas ko Mause analysiert.

3.1 Korpergewicht und Masseverteilung

Wt und Mas ko Méause wurden tber einen Beobachtungszeitraum von zwélf Wochen mit Western
Diat gefuttert und erhielten zu Versuchsbeginn eine einmalige intravenése Injektion des PCSK9PY-
AAV. Kontrollgruppen erhielten chow Diat und Injektion eines Leervektors. Dariber hinaus

erhielten die Mause taglich 8 mg/kg KG TEL, Kontrollgruppen erhielten VEH.

Zu Beginn des Versuchs unterschieden sich wt und Mas ko Méause bezliglich des Gewichts
nicht signifikant, Mas ko Mause waren tendenziell leichter (s. Tabelle 7-1). Alle Versuchsgruppen
nahmen Uber den Beobachtungszeitraum an Gewicht zu. Die chow-Kontrollgruppen der wt und Mas
ko Mause unterschieden sich auch am Ende des Beobachtungszeitraums nicht beziglich ihres

Korpergewichts (s. Tabelle 7-2).

Im Vergleich zur chow-Kontrolle nahmen wt Mause nach Virusinjektion und WD mebhr als
doppelt so viel Gewicht zu. Bei Mas ko Mausen konnte ein ahnlicher Gewichtsverlauf mit deutlicher
Zunahme unter WD gesehen werden. In beiden Mauslinien konnte TEL die gesteigerte
Gewichtszunahme verhindern und die Zunahme knapp unter das Niveau der chow-Tiere reduzieren

(Abbildung 3-1 A-C).

Zur Untersuchung der Masseverteilung erfolgte nach zehn Wochen eine Nuklear-Magnet-
Resonanz-Spektroskopie. Die chow-Kontrollgruppen der wt und Mas ko Mause unterschieden sich
nicht beziglich der Fettmasse, Mas ko Mause zeigten aber signifikant mehr fettfreie Masse (s.
Tabelle 7-2). Unter Fltterung mit WD konnte die Fettmasse in wt und Mas ko Mausen signifikant
gesteigert werden. In beiden Mauslinien verhinderte TEL den Anstieg der Fettmasse (Abbildung 3-
1 D). Die fettfreie Masse blieb bei allen Behandlungsgruppen sowohl in wt als auch in Mas ko
Mausen konstant (Abbildung 3-1 E). Hinsichtlich der freien Korperflissigkeit konnte TEL in beiden

Mauslinien eine geringe Reduktion erreichen (Abbildung 3-1 F).
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Abbildung 3-1: Kérpergewicht und Masseverteilung. Mause wurden zwolf Wochen mit chow oder WD
gefuttert, taglich gewogen und mit Vehikel oder TEL behandelt. chow VEH (weiR), WD VEH (rot), WD TEL
(gran). (A) Gewichtsverlauf Wildtyp. (B) Gewichtsverlauf Mas ko. (C) Absolute Gewichtszunahme. (D)
Fettmasse. (E) Fettfreie Masse. (F) Freie Korperflussigkeit. Dargestellt sind Median, 25% und 75%-Perzentile
als Boxplot. Die Antennen stellen Maximum und Minimum dar. Die Berechnungen erfolgten nach Mauslinie
getrennt, bei Normalverteilung mittels 1way-ANOVA mit Tukey’s multiple comparison test, bei fehlender
Varianzhomogenitdt mittels Brown-Forsythe-ANOVA mit Dunnett’s T3 multiple comparison test und bei
fehlender Normalverteilung mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s multiple comparison test. n=12, * ** ***

p<0.05, <0.01, <0.001 vs. chow VEH. T,t1,t11 p<0.05, <0.01, <0.001 vs. WD VEH.
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3.2 Hormonprofil

Aus Proben retroorbitaler Blutentnahmen erfolgte die Untersuchung von Hormonen mit Einfluss
auf die Nahrungsaufnahme. Vor Versuchsbeginn wiesen Mas ko Mause geringere Leptinspiegel als
wt Mause auf (s. Tabelle 7-1). Plasmaspiegel von Resistin, Ghrelin und Peptid YY (PYY)
unterschieden sich am Versuchsende zwischen wt und Mas ko Méausen in den Kontrollgruppen

nicht. In Mas ko Mausen lagen geringere Plasmaspiegel von Leptin vor (s. Tabelle 7-2).

Nach Virusinjektion und WD entwickelten sowohl wt als auch Mas ko Mause signifikant
héhere, mindestens verdoppelte Leptinwerte, die durch TEL vollstdndig normalisiert wurden
(Abbildung 3-2 A). Ebenfalls gesteigert wurden in beiden Mauslinien die Werte fir Resistin. Durch
TEL konnte allerdings keine Normalisierung erreicht werden, sondern Resistin war weiter leicht
erhoht (Abbildung 3-2 B). Die Werte fiir das Hormon Ghrelin wurden in beiden Mauslinien durch
WD und Virusinjektion leicht gesenkt, TEL erreichte in Mas ko M&usen eine Steigerung (Abbildung
3-2 C). Fur PYY ergaben sich durch Virusinjektion und WD nur geringfliigige Veranderungen, die
Behandlung mit TEL fihrte in wt und Mas ko Mausen zu signifikanten Steigerungen im Vergleich

zur Kontrolle (Abbildung 3-2 D).

Die Leptinwerte korrelierten sowohl in wt als auch in Mas ko Mausen positiv mit dem
Korperwicht. In wt Mdusen korrelierten auch Kérpergewicht und Resistin positiv, dies war in Mas

ko Mé&usen nur tendenziell zu sehen (Abbildung 7-5 A-H).
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Abbildung 3-2: Hormonprofil. Bestimmung der Plasmaspiegel von Hormonen mit Einfluss auf die
Nahrungsaufnahme nach einem Beobachtungszeitraum von zwolf Wochen. chow VEH (weiR), WD VEH (rot),
WD TEL (griin). (A) Leptin. (B) Resistin. (C) Ghrelin. (D) PYY. Dargestellt sind Median, 25% und 75%-Perzentile
als Boxplot. Die Antennen stellen Maximum und Minimum dar. Die Berechnungen erfolgten nach Mauslinie
getrennt, bei Normalverteilung mittels 1way-ANOVA mit Tukey’s multiple comparison test, bei fehlender
Varianzhomogenitdt mittels Brown-Forsythe-ANOVA mit Dunnett’s T3 multiple comparison test und bei
fehlender Normalverteilung mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s multiple comparison test. n=7-12.

* Kk REX p<0.05, <0.01, <0.001 vs. chow VEH. T,71,11+ p<0.05, <0.01, <0.001 vs. WD VEH.
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3.3 Glukosestoffwechsel

Eine Woche vor Versuchsbeginn und nach Ende des Beobachtungszeitraums erfolgte eine
retroorbitale Blutentnahme zur Untersuchung der Blutglukose und weiterer Parameter des
Glukosestoffwechsels. Wt und Mas ko Mause unterschieden sich initial nicht signifikant beztglich
der Blutglukose (s. Tab. 7-1). Die chow-Kontrollgruppe der Mas ko Mause zeigte bei der finalen
Blutentnahme deutlich hohere Werte fir die Blutglukose als wt Mause. Daneben unterschieden
sich die Kontrollgruppen von wt und Mas ko Mé&usen in geringeren Plasmaspiegeln von Insulin, C-

Peptid und Glucagon sowie erhéhten Werten von Sekretin in Mas ko Mausen (s. Tab. 7-2).

Durch WD und Virusinjektion konnte die Blutglukose in wt Mausen tendenziell, in Mas ko
Mausen signifikant gesteigert werden. In beiden Mauslinien hatte TEL keinen Einfluss auf die
Blutglukose (Abbildung 3-3 A). Als Anzeichen einer Insulinresistenz durch WD und Virusinjektion
ergab sich in wt und Mas ko Mausen eine signifikante Steigerung des homeostasis model
assessment (HOMA)-Index. In Mas ko Mausen konnte diese Entwicklung durch TEL normalisiert
werden (Abbildung 3-3 E). Mas ko Mause wiesen im Rahmen von WD und Virusinjektion
Erhéhungen von Insulin, C-Peptid und Glucagon auf, die in wt Mdusen nicht beobachtet wurden.

TEL reduzierte in Mas ko Mé&usen die erhohten Parameter (Abbildung 3-3 B-D).

Zeichen einer Insulinsensitivitat ist auch die negative Korrelation von Insulin und Glukose,
wie sie in der Mas ko Kontrollgruppe klar zu finden war, in wt Mdusen zumindest tendenziell. Durch
Hinzunahme von WD und Virus blieb die Insulinsensitivitdt in wt Mausen erhalten, in Mas ko
Mausen ergab sich als Hinweis auf eine Insulinresistenz der Verlust der signifikanten negativen

Korrelation. TEL hatte keinen weiteren Einfluss auf die Korrelationen (Abbildung 3-3 F+G).

Durch WD und Virusinjektion stellte sich fir GIP in wt und Mas ko Mdusen eine signifikante
Steigerung ein, die durch TEL teilweise normalisiert werden konnte (Abbildung 7-6 G). Die Werte
von GLP1 wurden weder durch Genetik noch Behandlung der Tiere beeinflusst (Abbildung 7-6 H).
Spiegel von Sekretin verdnderten sich nicht maligeblich, in wt Mausen wurde durch
Virusbehandlung und WD eine signifikante, aber geringe Steigerung erzielt (Abbildung 7-6 ). Auf
Amylin hatten Genetik und Behandlungsgruppe keinen Einfluss (Abbildung 7-6 J).
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Abbildung 3-3: Glukosestoffwechsel. Bestimmung der Blutglukose sowie von Hormonen des
Glukosestoffwechsels nach dem Beobachtungszeitraum. chow VEH (wei), WD VEH (rot), WD TEL (grtin). (A)
Blutglukose. (B) Insulin. (C) C-Peptid. (D) Glucagon. (E) HOMA-Index. (F) Korrelation zwischen Glukose und
Insulin nach logarithmischer Transformation. Wt chow VEH: r=-0,1915; p=0,5727; wt WD VEH: r=-0,7142;
p=0,0135; wt WD TEL: r=-0,8861; p=0,0015. (G) Korrelation zwischen Glukose und Insulin nach
logarithmischer Transformation Mas chow VEH: r=-0,6184; p=0,0426; Mas WD VEH: r=-0,3937; p=0,231; Mas
WD TEL: r=-0,2365; p=0,5402. Dargestellt sind Median, 25% und 75%-Perzentile als Boxplot. Die Antennen
stellen Maximum und Minimum dar. Die Berechnungen erfolgten nach Mauslinie getrennt, bei
Normalverteilung mittels 1way-ANOVA mit Tukey’s multiple comparison test, bei fehlender
Varianzhomogenitdt mittels Brown-Forsythe-ANOVA mit Dunnett’s T3 multiple comparison test und bei
fehlender Normalverteilung mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s multiple comparison test. n=7-12.
Korrelationsanalyse erfolgte mittels 2-tailed Pearson-Test. *,** *** p<0.05, <0.01, <0.001 vs. chow VEH.

t,7t,t11 p<0.05, <0.01, <0.001 vs. WD VEH.
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3.4 Cytokinprofil

Eine leichtgradige systemische Inflammation ist Bestandteil der Pathophysiologie bei Adipositas
und Atherosklerose. Zu deren Beurteilung untersuchten wir im Rahmen der finalen Blutentnahme
die Plasmakonzentrationen verschiedener Cytokine. Mas ko und wt Mause unterschieden sich nach
chow Diat und Behandlung mit Vehikel nicht relevant in ihrem Cytokinprofil, einzig bei MIP2

bestand in Mas ko Mausen eine geringe Erhohung (s. Tabelle 7-2).

In wt Mausen fiihrte die Behandlung mit Virusinjektion und WD als Zeichen einer
systemischen Inflammation zu einem meist signifikanten Anstieg von MCP-1, TNF-a, IFN-y,
keratinocyte chemoattractant (KC), macrophage inflammatory protein 2 (MIP2), LPS-induced CXC
chemokine (LIX), IL6, IL10, IL12p70. Damit konnte die Steigerung durch Virusinjektion und WD
sowohl bei zahlreichen proinflammatorischen als auch bei dem antiinflammatorischen Cytokin IL10
beobachtet werden. In Mas ko Mausen konnte eine dhnliche Regulation mit systemischer
Inflammation durch Virusinjektion und WD nicht beobachtet werden. Durch TEL wurden in wt
Mausen mit Ausnahme von IL6 die Cytokinspiegel normalisiert, bei IL6 flihrte TEL zu einem weiteren
Anstieg. In Mas ko Mausen fiihrte TEL selektiv zu einer Erhéhung bei MCP-1, LIX, IL6 und IL10
(Abbildung 3-4 A-l).
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Abbildung 3-4: Cytokinprofil am Ende des Beobachtungszeitraums. chow VEH (weif), WD VEH (rot), WD TEL
(gran). (A) MCP-1. (B) TNF-a. (C) IFN-y. (D) KC. (E) MIP2. (F) LIX. (G) IL6. (H) IL10. (1) IL12p70. Dargestellt sind
Median, 25% und 75%-Perzentile als Boxplot. Die Antennen stellen Maximum und Minimum dar. Die
Berechnungen erfolgten nach Mauslinie getrennt, bei Normalverteilung mittels 1way-ANOVA mit Tukey’s
multiple comparison test, bei fehlender Varianzhomogenitat mittels Brown-Forsythe-ANOVA mit Dunnett’s
T3 multiple comparison test und bei fehlender Normalverteilung mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s
multiple comparison test. n=7-12. *** *** p<0.05, <0.01, <0.001 vs. chow VEH. f,T+,7t+ p<0.05, <0.01,

<0.001 vs. WD VEH.
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3.5 Lipidprofil und histologische Analyse atherosklerotischer Plaques

Eine Woche vor Versuchsbeginn und nach Ende des Beobachtungszeitraums erfolgte eine
retroorbitale Blutentnahme zur Untersuchung des Lipidprofils. Nach Tétung und Organentnahme
wurden Kryostatschnitte der aufsteigenden Aorta angefarbt, um sie auf atherosklerotische
Lasionen zu untersuchen. Vor Beginn der Studie waren die Triglyceride in Mas ko Mausen leicht

erniedrigt (s. Tabelle 7-1).

Basale Unterschiede zwischen den Mauslinien lieRen sich im Vergleich der Kontrollgruppen
nicht feststellen. Die Behandlung mit Virusinjektion und WD flhrte in wt und Mas ko Méausen zu
einer deutlichen Steigerung von Cholesterin und Triglyceriden. Die Steigerung von Cholesterin
konnte in wt Mausen durch TEL reduziert werden. Eine Behandlung mit TEL hatte in Mas ko Mausen

keinen Einfluss auf das Lipidprofil (Abbildung 3-5 B+C).

Die histologische Untersuchung der Aorta ergab keine relevanten Unterschiede zwischen
wt und Mas ko Mausen. Beide Kontrollgruppen entwickelten keine Plaques. Durch Behandlung mit
Virusinjektion und WD entwickelten wt und Mas ko Mé&use in ahnlichem AusmaR atherosklerotische
Lasionen. Eine Behandlung mit TEL fiihrte sowohl in wt als auch in Mas ko Mausen zum signifikanten
Ruckgang dieser Lasionen (Abbildung 3-5 A, D+E). Es ergab sich durchgehend eine positive

Korrelation zwischen Triglyceriden, Cholesterin und Plaqueinhalt (Abbildung 3-5 F-I).

Bezliglich Aortendurchmesser und -lumen wiesen Mas ko Mause im Vergleich der
Kontrollgruppen etwas geringe Werte, beziglich der Aortenmedia leicht erhéhte Werte auf (s.
Tabelle 7-2). In wt Méausen fiihrte die Behandlung mit WD und Virusinjektion zu einer geringen
Steigerung der Mediadicke, in Mas ko Madausen zu einer geringen Steigerung von
Aortendurchmesser und -lumen. Durch TEL konnte in Mas ko Mausen die Mediadicke reduziert

werden (Abbildung 7-7 A-C).
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Abbildung 3-5: Lipidprofil und histologische Untersuchung. Bestimmung von Cholesterin und Triglyceriden
nach dem Beobachtungszeitraum. Histologische Untersuchung der aufsteigenden Aorta. chow VEH (weiR),
WD VEH (rot), WD TEL (grun). (A) Oil Red O Farbung atherosklerotischer Lasionen. (B) Cholesterin final. (C)
Triglyceride final. (D) Plaqueinhalt. (E) Fettinhalt. (F) Korrelation zwischen Plagueinhalt und Cholesterin: wt:
r=0,7534; p<0,0001; (G) Mas ko: r=0,6232; p=0,0002. (H) Korrelation zwischen Plaqueinhalt und Triglyceriden:
wt: r=0,5384; p=0,0012; (I) Mas ko: r=0,6189; p=0,0003. Dargestellt sind Median, 25% und 75%-Perzentile als
Boxplot. Die Antennen stellen Maximum und Minimum dar. Die Berechnungen erfolgten nach Mauslinie
getrennt, bei Normalverteilung mittels 1way-ANOVA mit Tukey’s multiple comparison test, bei fehlender
Varianzhomogenitdt mittels Brown-Forsythe-ANOVA mit Dunnett’s T3 multiple comparison test und bei
fehlender Normalverteilung mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s multiple comparison test. n=7-12.
Korrelationsanalyse erfolgte mittels 2-tailed Pearson-Test. *,** *** $p<0.05, <0.01, <0.001 vs. chow VEH.

t,t1,111 p<0.05, <0.01, <0.001 vs. WD VEH.
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3.6 Endotheliale Funktion der thorakalen Aorta

Zur funktionellen Beurteilung des Endothels wurden Praparate der thorakalen Aorta mit Hilfe des
atomic force microscope beziglich der kortikalen Steifigkeit der Endothelzellen sowie Steifigkeit
und Hohe der Glykokalix untersucht. Als Naherung fiir NO als Parameter der endothelialen Funktion

bestimmten wir im Rahmen der finalen kardialen Blutentnahme die Plasmaspiegel von Nitrit.

Die chow-Kontrollgruppe der Mas ko Mause zeigte eine signifikant hohere kortikale
Steifigkeit als wt Méause (wt 1,318+0,039 pN/nm; Mas ko 1,384+0,034 pN/nm; p=0,0004). Durch
PCSK9PY-AAV und WD erhdhte sich die kortikale Steifigkeit in wt und Mas ko Mausen signifikant.
TEL reduzierte die kortikale Steifigkeit in wt Mausen (wt WD VEH 1,413%0,09395 pN/nm; wt WD
TEL 1,37740,09044 pN/nm). In Mas ko Mé&usen konnte durch TEL keine Reduktion erreicht werden
(Mas WD VEH 1,401%0,1116 pN/nm; Mas WD TEL 1,418+0,1042 pN/nm; Abbildung 3-6 A). War die
statistische Analyse nicht wie zuvor zellbasiert, sondern auf die Versuchstiere bezogen, ergab sich
hier ein dhnliches Bild der kortikalen Steifigkeit. Allerdings war die Steigerung durch WD und
Virusinjektion in Mas ko Mé&usen nicht mehr signifikant (Abbildung 3-6 B). Weder Genetik noch
Behandlung hatten Einfluss auf Steifigkeit oder Hohe der Glykokalix (Abbildung 3-6 D+E).

Passend zu der erhohten kortikalen Steifigkeit der Kontrollgruppe der Mas ko Méuse lieRen
sich hier auch geringere, nahezu halbierte Werte fiir Nitrit feststellen (wt 412,5+127,9 nM; Mas ko
238,4+52,89 nM; p=0,0007). Eine Behandlung mit Virusinjektion und WD fiihrte in wt Mausen zu
einer tendenziellen Senkung (p=0,0971) der Werte, in Mas ko Mausen hatte die Behandlung mit
Virusinjektion und WD keinen Einfluss auf den Plasmaspiegel von Nitrit. TEL fihrte in wt und Mas
ko Mausen tendenziell zu einer Steigerung von Nitrit (Abbildung 3-6 C). In der wt Kontrollgruppe
korrelierten kortikale Steifigkeit und Nitrit negativ, in Mas ko Mausen positiv als Hinweis auf eine
endotheliale Dysfunktion. In wt Mausen korrelierten kortikale Steifigkeit und Cholesterin,
Plaqueinhalt sowie Fettinhalt positiv. In Mas ko Mausen ergab sich keine signifikante Korrelation
zwischen kortikaler Steifigkeit und Cholesterin, kortikale Steifigkeit und Plaqueinhalt korrelierten

negativ (Abbildung 3-6 F-M).

Analog zur Vorstudie erfolgte hier die Anpassung der ermittelten Werte der kortikalen
Steifigkeit anhand eines Faktors, der durch den Vergleich der unabhangigen manuellen Auswertung
der Kontrollgruppen durch die beiden Untersucher (Achner/Klersy) ermittelt wurde. Im
Unterschied zur Vorstudie bestand eine homogenere Auswertung und es ergab sich ein Faktor von

1,02. Mit diesem Faktor wurden die Werte fiir die kortikale Steifigkeit der Mas ko Mause angepasst.
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Abbildung 3-6: Endotheliale Funktion der thorakalen Aorta. Bestimmung von Nitrit nach dem
Beobachtungszeitraum. Messung der kortikalen Steifigkeit sowie von Steifigkeit und Hohe der Glykokalix der
thorakalen Aorta. (A) Kortikale Steifigkeit. Die Punkte stellen Tripletts der Mittelwerte von acht
Einzelmessungen einer Endothelzelle dar, n=191. (B) Kortikale Steifigkeit bezogen auf die Versuchstiere, n=9-
12. (C) Nitrit. (D) Glykokalix Steifigkeit. (E) Glykokalix Hohe. (F+J) Korrelation zwischen kortikaler Steifigkeit
und Nitrit. Wt: r=-0,306; p=0,0473; Mas ko: r=0,277; p=0,0766. (G+K) Korrelation zwischen kortikaler
Steifigkeit und Cholesterin: Wt: r=0,6892; p<0,0001; Mas ko: r=0,2347; p=0,1019. (H+L) Korrelation zwischen
kortikaler Steifigkeit und Plaqueinhalt: Wt: r=0,6771; p<0,0001; Mas ko: r=-0,3842; p=0,015. (I+M) Korrelation
zwischen kortikaler Steifigkeit und Fettinhalt: Wt: r=0,6668; p<0,0001; Mas ko: r=-0,3616; p=0,021.
Dargestellt sind Median, 25% und 75%-Perzentile als Boxplot. Die Antennen stellen Maximum und Minimum
dar. Die Berechnungen erfolgten nach Mauslinie getrennt, bei Normalverteilung mittels 1way-ANOVA mit
Tukey’s multiple comparison test, bei fehlender Varianzhomogenitat mittels Brown-Forsythe-ANOVA mit
Dunnett’s T3 multiple comparison test und bei fehlender Normalverteilung mittels Kruskal-Wallis-Test mit
Dunn’s multiple comparison test. n=7-12. Korrelationsanalysen erfolgten mittels 1-tailed Pearson-Test.

*R* ¥%% p<0.05, <0.01, <0.001 vs. chow VEH. t,tt,111 p<0.05, <0.01, <0.001 vs. WD VEH.
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3.7 RNA-Sequenzierung der abdominalen Aorta

Nach Totung, Organentnahme und entsprechender Praparation wurde an der abdominalen Aorta
eine RNA-Sequenzierung durchgefiihrt. Dabei wurde untersucht, inwiefern knock out oder
Behandlungsgruppe verschiedene Gene oder Gengruppen in ihrer Expression regulieren. Anhand
der principal component analysis (PCA) und der Volcano plots wird deutlich, dass sich wt und Mas
ko Mause hinsichtlich ihrer Genexpression deutlich unterschieden, aber auch Uberschneidungen
aufweisen (Abbildung 7-8). Darliber hinaus fihrten Virusinjektion und WD bzw. TEL zu
Veranderungen in der Genexpression (Abbildung 3-7 A). Dies kann auch an den Volcano plots
abgelesen werden (Abbildung 3-7 B). Durch WD und Virusinjektion wurden mehr Gene signifikant
in ihrer Expression gesteigert, wahrend die Behandlung mit TEL tendenziell haufiger zu einer
signifikanten Reduktion der Expression von Genen fiihrte. Dies konnte sowohl in wt als auch in Mas

ko Mausen gefunden werden.
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Abbildung 3-7: RNA-Sequenzierung der abdominalen Aorta. (A) Principal component analysis (PCA) durch
FactoMineR ermittelt zwei Gengruppen (=Dimensionen), die die groRten Unterschiede zwischen den zu
vergleichenden Gruppen beinhalten. Es erfolgt der Vergleich chow VEH vs. WD VEH sowie WD VEH vs. WD
TEL getrennt flir die Mauslinien. (B) Volcano plot mit den Signifikanzgrenzen FDR < 0,05 sowie -0,585 < logFC
>0,585. Es erfolgt der Vergleich chow VEH vs. WD VEH sowie WD VEH vs. WD TEL getrennt fiir die Mauslinien.

In wt Mausen wurden durch die Behandlung mit Virusinjektion und WD insgesamt 579 Gene
signifikant in ihrer Regulation verandert, in Mas ko Mausen wurden als Reaktion auf die Behandlung
mit Virusinjektion und WD insgesamt nur 250 Gene in ihrer Regulation verandert. AusschliefSlich in
wt Mausen verdndert exprimiert wurden 452 Gene, davon waren 192 mit Atherosklerose assoziiert.

AusschlieRRlich in Mas ko Mausen verandert waren 123 Gene, davon waren 95 mit Atherosklerose

3 Ergebnisse 46



assoziiert. Die Gene mit der deutlichsten Expressionsveranderung sind getrennt fiir Wildtyp, Mas
ko und fir in beiden Mauslinien gleichermaRen veranderte Gene abgebildet (Abbildung 3-8 A).
Gene mit Verbindung zum RAS waren ebenfalls unterschiedlich exprimiert: In wt Mausen wurden
Renl sowie ACE2 gesteigert exprimiert. In Mas ko Mausen wurden weniger Angiotensinogen (Agt)

und MAS Related GPR Family Member G (Mrgprg) in der abdominalen Aorta exprimiert.

Durch TEL wurde in wt Mausen im Vergleich zur Gruppe WD VEH die Expression von 35
Genen verandert, 16 darunter waren mit Atherosklerose assoziiert. Von den 35 Genen wurden 15
zuvor durch WD und Virusinjektion in dhnlichem Ausmal in ihrer Expression erhdht, wie sie nun
durch TEL reduziert wurden, darunter waren neun mit Atherosklerose assoziiert (u. a. Myh1, Pvalb,
Ckm, Tnnt3, Mmp12, Actal, Npr3, Fam20c). In Mas ko Mausen wurden zwélf Gene sowohl im
Vergleich chow VEH vs. WD VEH als auch im Vergleich WD VEH vs. WD TEL reguliert, darunter
wurden acht zwischen den Vergleichen gegenteilig reguliert und darunter waren sechs mit

Atherosklerose assoziiert, namlich Tst, Rgs2, Slc43a1, Cish, Serpinel und Pon1 (Abbildung 3-8 B).

In der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)-pathway Analyse waren als
Reaktion auf WD und Virusinjektion in wt und Mas ko Mausen pathways fiir Insulinresistenz, Starke-
und Saccharosestoffwechsel, AMP-Kinase (AMPK) und PPARy gesteigert. Interessanterweise war

das RAS in der Mas ko Kontrollgruppe vermindert exprimiert (Abbildung 7-9).
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Abbildung 3-8: RNA-Sequenzierung der abdominalen Aorta. (A) Die deutlichsten Expressionsanderungen im
Vergleich chow VEH vs. WD VEH gemeinsam bei wt und Mas ko, ausschlielich im wt und ausschlieBlich im
Mas ko. In fett geschrieben sind Gene mit Assoziation zu Atherosklerose laut CTD Gene-Disease Associations

(Gene Set - Atherosclerosis (maayanlab.cloud) zuletzt abgerufen am 28.08.2024). (B) Dargestellt sind Gene,

die im Vergleich chow VEH vs. WD VEH in ihrer Expression reguliert und im Vergleich WD VEH vs. WD TEL
gegenteilig zum vorherigen Vergleich reguliert wurden. In fett geschrieben sind Gene mit Assoziation zu

Atherosklerose laut CTD Gene-Disease Associations.
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4 Diskussion

Die Verbreitung von Ubergewicht und Adipositas nimmt weltweit in epidemischem AusmaR zu (Y.
Wang et al., 2020). Trotz intensiver Bemiihungen konnte bislang kaum ein effektiver
pharmakologischer Therapieansatz mit tolerablem Nebenwirkungsprofil etabliert werden.
Insbesondere viszerale Adipositas ist assoziiert mit metabolischen Komplikationen und erhéhtem
Risiko fiir Atherosklerose und kardiovaskulare Folgeerkrankungen (Chait & den Hartigh, 2020). Das
Renin-Angiotensin-System hat Einfluss auf Entstehung und Progression von Adipositas und
Atherosklerose. Dabei werden der ACE/Angll/AT;R-Achse negative und der ACE2/Angl-7/Mas-

Achse protektive Eigenschaften zugeschrieben (Tesanovic et al., 2010).

AT1R-Blocker wie Telmisartan konnten in vorausgehenden Studien unserer und anderer
Arbeitsgruppen die Entwicklung einer Diat-induzierten Adipositas verhindern (He et al., 2010;
Muller-Fielitz et al., 2014) und zeigten protektive Einflisse auf die endotheliale Funktion sowie
atherosklerotische Lasionen (Pellegrin et al., 2017). Der gewichtsreduzierende Effekt ist Leptin-
sowie ZNS-abhingig und kann zumindest teilweise auf die ACE2/Ang1-7/Mas-Achse zuriickgefiihrt
werden, da bei der chronischen Therapie mit TEL die Konzentrationen von Angl-7 steigen und
protektive Effekte durch den Mas-Antagonisten A779 reduziert werden konnten (Schuchard et al.,

2015). Zuletzt wurden allerdings widerspriichliche Ergebnisse veroffentlicht.

In dieser Arbeit sollte daher die Bedeutung der ACE2/Angl-7/Mas-Achse bei der
Entwicklung von Adipositas und Atherosklerose anhand eines Mausmodells mit globaler Defizienz
des Mas-Rezeptors untersucht werden. Dazu wurde zunachst im Rahmen einer Vorstudie erstmals
die endotheliale Funktion eines PCSK9PY-AAV Tiermodells durch die atomic force microscopy
untersucht und anschlieBend der Einfluss der chronischen Telmisartan-Behandlung auf Wildtyp-
und Mas-defiziente Mause verglichen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind einige Detailaspekte

der Diskussion im Anhang dieser Arbeit zu finden.

4.1 Einmalige Injektion des PCSK9PY-AAV ist eine sichere und elegante Methode zur Induktion von
endothelialer Dysfunktion und atherosklerotischen Lasionen

Wir konnten zeigen, dass durch Injektion des PCSK9P'-AAV in Kombination mit Western Dit sicher
Atherosklerose induziert wird. Mause entwickelten eine deutliche Hypercholesterinamie,
Hypertriglyceriddamie und atherosklerotische Plaques in Abhangigkeit der Viruslast (Achner et al.,
2022). Unsere Studie bestdtigt damit die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die sich die
degradierende Wirkung der gain of function Mutation von PCSK9 auf den LDL-Rezeptor zur
Induktion von Hypercholesterindmie und Atherosklerose zu Nutze machten (Bjorklund et al., 2014;

Roche-Molina et al., 2015).
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Die endotheliale Dysfunktion ist das erste klinische Korrelat einer Atherosklerose und geht
den morphologischen Veranderungen der GefdBwand voraus. Hypertonie, Hypercholesterindamie,
Diabetes und Rauchen sind assoziiert mit einer endothelialen Dysfunktion, sie ist Pradiktor fur die
kardiovaskuldre Mortalitdt (Daiber et al., 2017). Dysfunktionales Endothel zeichnet sich durch die
gesteigerte Expression von Adhédsionsmolekilen, Cytokinen und humanen Leukozyten-Antigen
(HLA)-Molekiilen sowie einen prothrombotischen Phanotyp aus. Durch eine reduzierte
Bioverfligbarkeit von NO kommt es zu Verdnderungen im GefaRtonus hin zum Verlust der
vasodilatativen Funktion und gesteigerter Vasokonstriktion. Der NO-Mangel ist auf geringe eNOS-
Aktivitat und oxidative Inaktivierung von NO durch ROS zuriickzufiihren (Alexander et al., 2021).
Traditionell wird die endotheliale Funktion Uber die endothelabhadngige Vasodilatation bestimmt.
Dies gelingt sowohl in den Koronargefalen mittels angiographischer Untersuchung und Dilatation
der GefalRe als Reaktion auf die Stimulation mit Acetylcholin oder Nitroglycerin als auch peripher
mittels flow-mediated dilation (FMD) der Brachialarterie (Leite et al., 2020). Auch im Tierversuch
werden die vasodilatativen und hypotensiven Eigenschaften des Endothels zur Bestimmung seiner

Funktion verwendet, sowohl ex vivo als auch in vivo.

Nach unserem Wissen wurde durch unsere Arbeitsgruppe in (Achner et al., 2022) erstmals
die endotheliale Funktion der Aorta nach Injektion des PCSK9PY-AAV untersucht. Dabei bestimmten
wir anders als die oben genannten Studien die nanomechanischen Eigenschaften der
Endothelzellen, um Aussagen Uber deren Funktion zu treffen. Mittels atomic force microscopy
wurde in einem physiologischen Testregime an in situ Endothelzellen von ex vivo Aortenpréparaten
die kortikale Steifigkeit als wichtiger Indikator der endothelialen Funktion gemessen (Jeggle et al.,
2016). Das nanoindentation Verfahren basiert auf der Beobachtung, dass die endotheliale Funktion
abhangig ist von der mechanischen Steifigkeit des Cortex (Jeggle et al., 2013). Endothelzellen
Ubersetzen mechanische Einfliisse des Blutflusses in biochemische Antworten wie die Freisetzung
von NO. Weiche Endothelzellen produzieren mehr NO, da sie leichter deformierbar und damit
sensitiver fir die Wahrnehmung von Veranderungen des Blutflusses sind. Eine endotheliale

Dysfunktion geht mit einer erhohten kortikalen Steifigkeit einher (Targosz-Korecka et al., 2017).

Wir konnten zeigen, dass nach einmaliger Injektion des PCSK9™-AAV die kortikale
Steifigkeit der thorakalen Aorta als Ausdruck einer endothelialen Dysfunktion erhdéht ist. Damit
etablierten wir ein elegantes Tiermodell fir die Erforschung der Atherosklerose in unserer
Arbeitsgruppe, das ohne genetische Veranderung Hypercholesterindmie, endotheliale Dysfunktion
und atherosklerotische Plaques aufweist und damit andere genetische Veranderungen wie im

Folgenden die Mas-Defizienz ohne groReren Zuchtaufwand ermdéglicht (Achner et al., 2022).

Die Ergebnisse der Vorstudie und deren Einordnung finden sich im Anhang dieser Arbeit (s.

Kap. 7.1 sowie 7.3.1).
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4.2 Telmisartan verhindert in Wildtyp und Mas knock-out Mausen gleichermaRen die Entwicklung

einer Didt-induzierten Adipositas

4.2.1 Diat-induzierte Adipositas in wt und Mas ko Mausen

Wt und Mas ko Mause entwickelten im Beobachtungszeitraum durch Injektion des PCSK9PY-AAV
und Fltterung mit Western Diat in gleichem Ausmal} Adipositas. Dies war verbunden mit einer
Steigerung der Fettmasse und von Leptin. Aufgrund vorausgehender Studien, die einen positiven
Einfluss von Angl-7 und dessen Bindung an den Mas-Rezeptor auf das Korpergewicht zeigten,
(Santos et al., 2010; Schuchard et al., 2015) war unsere Hypothese, dass Mas ko Mause schwerer
als wt Mause waren und eine Diat-induzierte Adipositas starker ausgeprdgt sein wirde. Die
Gewichtszunahme der Mas ko Mause war zwar leicht erhoht, allerdings waren Mas ko Mause zu
Beginn des Versuchs tendenziell etwas leichter. Im finalen Gewicht unterschieden sich wt und Mas
ko Mause nicht und wir kommen zu der Aussage, dass die globale Mas-Defizienz keine

Auswirkungen auf die Gewichtsentwicklung hatte.

Damit bestatigt die vorliegende Arbeit die Ergebnisse anderer Gruppen, die ebenfalls keine
Unterschiede in Gewicht oder Fettmasse zwischen wt und Mas ko Mausen zeigen konnten (Ni et
al., 2020; Pinheiro et al., 2009; Wang et al., 2017). Nur wenige Studien untersuchten anders als in
der vorliegenden Arbeit das Gewicht mit dem genetischen FVB/N Hintergrund. Dabei konnte
einerseits gezeigt werden, dass Mas ko Mause leichter sind als der Wildtyp (Dapper et al., 2019;
Guimaraes et al., 2012), andererseits konnte bei unverdndertem Gewicht eine deutliche Steigerung
der Fettmasse gesehen werden (Santos et al., 2008). Der Vergleich von Studien mit
unterschiedlichen genetischen Hintergriinden wie hier C57BL/6N und FVB/N erscheint komplex.
Insbesondere die Gewichtsentwicklung im FVB/N Hintergrund sollte kritisch interpretiert werden,
wird doch eine Resistenz gegeniiber Diat-induzierter Adipositas diskutiert (Devlin et al., 2018). Eine
ausfuhrliche Diskussion der Relevanz genetischer Unterschiede bei Studien zur Didt-induzierten

Adipositas und assoziierten Komorbiditaten findet sich in Kapitel 7.3.2.

Passend zur Entwicklung einer Diat-induzierten Adipositas waren sowohl in wt als auch in
Mas ko Mausen nach Behandlung mit Virusinjektion und WD gleichermalRen Leptin (Enriori et al.,
2007) sowie Resistin (Lazar, 2007) im Plasma erhoht und Ghrelin reduziert (Cui et al., 2017). Dass
sich die Leptinspiegel zwischen wt und Mas ko Mausen nicht unterschieden erscheint plausibel,
wird Leptin doch proportional zur Fettmasse sezerniert und wiesen die beiden Mauslinien in
unserer Studie vergleichbare Fettmassen auf (Enriori et al., 2007). Dennoch legen Studien der
Santos-Gruppe nahe, dass Leptin einer Regulation durch die ACE2/Ang1-7/Mas-Achse unterliegt:
Mas ko Mause wiesen erhohte Leptinspiegel auf, was mit einer vergroRerten Fettmasse assoziiert
war (Santos et al., 2008), mit genetischer Uberexpression oder Gabe von Angl-7 wurden

verringerte Leptinspiegel gefunden (Santos et al., 2010; Santos et al., 2012). Im Gegensatz zu
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unseren Studien wurden in der Santos-Gruppe allerdings hdufig M3use auf dem FVB/N-Hintergrund

verwendet, was die Interpretation dieser Studien erschwert.

Die Entwicklung einer Diat-induzierten Adipositas ist im Rahmen des metabolischen
Syndroms mit einer Insulinresistenz verbunden. Hinweise auf die Entwicklung einer Insulinresistenz
waren einerseits die Steigerung des HOMA-Index, andererseits das Fehlen einer negativen
Korrelation zwischen Insulin und Glukose. Zwar fiihrten Virusinjektion und Western Diat in wt
Mausen zu einer Erhohung des HOMA-Indexes, wie bereits zuvor gezeigt werden konnte (Nickel et
al.,, 2022), allerdings blieb eine negative Korrelation zwischen Insulin und Glukose bestehen.
Signifikante Veranderungen fir Insulin, C-Peptid oder Glucagon blieben in wt Mausen entgegen den
Erwartungen aus. Insgesamt zeichnen die erhobenen Werte das Bild eines durch die Behandlung

mit Western Didt und Virusinjektion leicht gestérten Glukosestoffwechsels der wt Mause.

Wir konnten in unserer Arbeit zeigen, dass Mas ko Mause bereits bei Standarddiat eine
héhere Blutglukose aufweisen. Der Einfluss von Virusinjektion und Western Didt mit Steigerungen
von Insulin, HOMA-Index, C-Peptid und Glucagon war bei Mas ko Mausen deutlicher ausgepragt als
bei wt Mausen und es konnte anhand des Verlusts der negativen Korrelation zwischen Insulin und
Glukose klar die Entwicklung einer Insulinresistenz gezeigt werden. Dies ist im Einklang mit den
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die eine schlechtere Glukosehomdéostase in Mas ko Mausen
auffiihren: Mas ko Mause weisen eine erhéhte Niichternglukose (Monteiro et al., 2022; Silva et al.,
2013), Glukoseintoleranz, reduzierte Insulinsensitivitdit, = weniger Insulin-stimulierte
Glukoseaufnahme und weniger GLUT4 im Fettgewebe auf (Mario et al., 2012). Dies ist verbunden
mit vermehrten Triglyceriden im Skelettmuskel, einer geringeren Adiponektin-Konzentration
(Santos et al., 2008) und strukturellen Verdnderungen im Pankreas mit mehr Glukagon-

produzierenden a-Zellen und weniger Insulin-produzierenden B-Zellen (Felix Braga et al., 2017).

4.2.2 Einfluss von Telmisartan

Telmisartan verhinderte in beiden Mauslinien die Entwicklung der Diadt-induzierten Adipositas
vollstandig. Damit bestatigten wir zundchst zahlreiche Studien unserer (Miesel et al., 2012; Muller-
Fielitz et al., 2015; Muller-Fielitz et al., 2011) und anderer Arbeitsgruppen (Araki et al., 2006; Rong
et al., 2010), die in wt Mausen oder Ratten ebenfalls aufzeigen konnten, dass die chronische
Behandlung mit Telmisartan die Entwicklung einer Didt-induzierten Adipositas verhindert.
Gleichzeitig konnten wir unsere Hypothese nicht bestatigen, dass die Gewichtsreduktion durch

Telmisartan in Mas ko Mausen ausbleibt.

Unsere Studie steht auch im Kontrast zu der Studie von Dapper et al., die mit dem FVB/N

Hintergrund zeigten, dass TEL in wt und Mas ko Mdausen die Entwicklung einer Diat-induzierten
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Adipositas nicht vollstandig verhinderte und der TEL-Effekt in Mas ko Mausen starker ausgepragt
war als in wt Mausen (Dapper et al., 2019). In der Zusammenschau der Studien ergeben sich nun
zwei Beobachtungen: 1) C57BL/6N und FVB/N Mause mit und ohne Mas-Defizienz zeigen bei
gleicher Dosierung eine unterschiedliche Empfanglichkeit fir die gewichtsreduzierenden Effekte
von Telmisartan, 2) unabhangig vom genetischen Hintergrund bleibt in Mas ko Mausen der TEL-
Effekt erhalten, obwohl unsere Arbeitsgruppe mit dem Mas-Antagonisten A779 den TEL-Effekt

reduzieren konnte (Schuchard et al., 2015).

Wie vorausgegangene Studien unserer und anderer Arbeitsgruppen konnten wir zeigen,
dass die Normalisierung des Kérpergewichts durch TEL in wt und Mas ko Mausen gleichermalien
mit einer Reduktion von Leptin verbunden ist (Nickel et al., 2022; Rawish et al., 2020; Rong et al.,
2010). TEL wiederum steigerte in beiden Mauslinien PYY, was zu dem gewichtsreduzierenden Effekt
passend erscheint (Price & Bloom, 2014). Unpassend erscheint, dass durch TEL in wt und Mas ko
Mausen die bereits erhéhten Werte von Resistin weiter leicht gesteigert werden. Ahnliche
Ergebnisse erbrachten in wt Mausen (Dapper et al., 2019; Rawish et al., 2020; Schuster et al., 2018)
und Mas ko Mausen (Dapper et al., 2019; Silva et al., 2013) bereits Studien unserer und anderer
Arbeitsgruppen. Unpassend erscheinen sie deshalb, weil TEL wie einleitend beschrieben mit
positiven Einflissen auf den Stoffwechsel verbunden wird, eine Steigerung von Resistin aber

Ausdruck einer pathologischen Stoffwechsellage ist (Lazar, 2007).

Beziiglich des Glukosestoffwechsels in wt Mausen konnte mit TEL nicht die erwartete
Verbesserung abgelesen werden: Telmisartan senkte weder die Glukose noch den HOMA-Index
oder weitere gemessene Hormone. Beziiglich HOMA-Index und Insulin induzierte die TEL-
Behandlung sogar eine weitere Erhéhung. Dies erscheint unpassend, verzogern AT:R-Blocker doch
den Beginn eines Diabetes mellitus Typ 2 (Mildner et al., 2017), verbessern die Insulinsensitivitat
(Muller-Fielitz et al., 2014), verstarken die Glukoseaufnahme in Adipozyten (Winkler et al., 2016)

und verbessern die Glukoseverwertung (Schuchard et al., 2015).

Mas ko Mause waren empfanglicher sowohl fir die negativen Einflisse im
Glukosestoffwechsel durch Western Diat als auch fiir die protektiven Eigenschaften von
Telmisartan, konnten doch die gesteigerten Werte durch den ARB normalisiert und eine
Insulinsensitivitat wiederhergestellt werden. Unsere Beobachtungen widersprechen also eher der
Annahme, dass Telmisartan seine protektiven Eigenschaften auf die Entwicklung einer

Insulinresistenz und eines Diabetes mellitus Typ 2 tber die ACE2/Angl-7/Mas-Achse vermittelt.
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4.2.3 Fazit zur Gewichtsentwicklung

Die Beobachtungen, dass Angl-7 das Gewicht reduziert, dass A779 diesen TEL-induzierten Effekt
teilweise reduzieren konnte (Schuchard et al., 2015), in der vorliegenden Arbeit die Defizienz von
Mas aber keine Auswirkungen auf das Koérpergewicht hatte, lassen folgende Hypothesen zu: 1) Sind
Mechanismen unabhangig von ACE2 und Angl-7 fir die Gewichtsreduktion verantwortlich? 2) Sind
Mechanismen unabhéngig vom RAS fir die Gewichtsreduktion mitverantwortlich? 3) Ist A779 kein
spezifischer Mas-Antagonist? 4) Bindet Angl-7 nur an den Mas-Rezeptor? 5) Wird Angl-7

metabolisiert und andere RAS-Peptide sind fir die Gewichtsreduktion verantwortlich?

Neben der ACE2/Angl-7/Mas-Achse wird auch eine vermehrte Bindung von Angll an AT2R
als Ursache fir den gewichtsreduzierenden Effekt diskutiert (Nag et al., 2015). Unabhédngig vom
RAS konnte auch die Stimulation von PPARS oder die gesteigerte Expression von UCP-1

verantwortlich sein (Araki et al., 2006; He et al., 2010).

Studien mit A779 lieRen unterschiedliche Aussagen beziglich der Spezifitdt zu (Fraga-Silva
et al., 2008; Zeng et al., 2012), was mit dem heutigen Wissen weniger als Beweis fiir eine fehlende
Spezifitat, sondern vielmehr als Hinweis dienen kann, dass neben Mas weitere Rezeptoren die
Wirkung von Angl-7 vermitteln. Zunehmend erlangte bspw. die Angiotensin A/Alamandin/MrgD-
Achse die Aufmerksamkeit der Arbeitsgruppen. Ang A entsteht durch Decarboxylierung aus Angll
und entfaltet durch Bindung an AT1R dhnlich wie Angll vasokonstriktive, proliferative Wirkung und
steigert den Blutdruck (Habiyakare et al., 2014; Hrenak et al., 2016). ACE2 entfernt das C-terminale
Phenylalanin aus Ang A und bildet Alamandin. Das Heptapeptid unterscheidet sich nur durch eine
Aminosaure von Angl-7 und kann durch Decarboxylierung auch hieraus entstehen (Oliveira et al.,
2019). Alamandin bindet an den Mas related G-protein coupled receptor D (MrgD). Dieser Rezeptor
ist vorwiegend in der Hinterwurzel des Rickenmarks und sensorischen Ganglien exprimiert, in
geringerem Ausmall aber auch im Gefallsystem, Gehirn, Fettgewebe und Gastrointestinaltrakt. Die
nachgeschalteten Signalwege nach Bindung des Liganden sind bislang nur unzureichend untersucht
(Uchiyama et al., 2017). Alamandin wirkt dhnlich protektiv wie Angl-7, fihrt NO-abhangig zur
Vasodilatation, senkt den Blutdruck und verhindert kardiales Remodelling (Oliveira et al., 2019).
Bezlglich der Spezifizitat der Rezeptorbindung konnte gezeigt werden, dass Alamandin sowohl an
MrgD als auch an Mas bindet (Tetzner et al., 2018). Angl1-7 bindet ebenfalls an beiden Rezeptoren
(Schleifenbaum, 2019). Da Mas ko Méause unter physiologischen Bedingungen kaum phanotypische
Veranderungen zeigten, folgerten Tetzner et. al., dass in dieser Situation das endogene Angl-7
vermehrt an MrgD bindet und weiter seine Wirkung entfalten kann (Tetzner et al., 2016). Wir
vermuten, dass bei Mas-Defizienz Angl-7 vermehrt an MrgD bindet oder daraus Alamandin
gebildet wird und die Bindung beider Peptide an MrgD die Entwicklung einer Didt-induzierten

Adipositas in unserer Studie verhinderte.
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4.3 Telmisartan reduziert in Mas knock-out Mausen zwar atherosklerotische Plaques, nicht aber
eine endotheliale Dysfunktion

Nach unserem Wissen wurden in der vorliegenden Arbeit erstmals die Auswirkungen einer Mas-
Defizienz im Atherosklerose-Modell mit PCSK9P"-AAV und Western Diat untersucht. Ebenso wurde
erstmals die atomic force microscopy verwendet, um Aussagen lber die endotheliale Funktion in
diesem Tiermodell zu treffen. Erganzend erfolgten Untersuchungen des Lipid- und Cytokinprofils,
von Nitrit sowie eine RNA-Sequenzierung der abdominalen Aorta. Zusammengefasst ergeben sich

folgende Beobachtungen:

1. Mas ko Mause zeigen bereits im Vergleich der Kontrollgruppen eine schlechtere
endotheliale Funktion als Wildtyp Mause.

2. Wildtyp und Mas ko M&use entwickeln durch PCSK9®Y-AAV und Western Diat in dhnlichem
Umfang atherosklerotische Plaques.

3. Telmisartan reduziert in beiden Tieren atherosklerotische Lasionen. Die Verbesserung der
endothelialen Dysfunktion durch Telmisartan bleibt bei Mas ko Mausen im Gegensatz zu

Wildtyp M&usen aus und ist damit teilweise abh&ngig von der ACE2/Ang1-7/Mas-Achse.

4.3.1 Vergleich der Kontrollgruppen von Wildtyp und Mas ko

Wir konnten anhand der erhdéhten kortikalen Steifigkeit und einem verringerten Plasmaspiegel von
Nitrit zeigen, dass Mas ko Mause bereits unter Standarddiat eine schlechtere endotheliale Funktion
im Vergleich zu wt Mausen aufweisen und damit die Bedeutung von Angl-7 fiir die endotheliale
Funktion bestatigen. Die Ergebnisse sind im Einklang mit den Studien anderer Arbeitsgruppen, die
eine endotheliale Dysfunktion durch verschlechterte endothelabhadngige Vasodilatation in vitro und
in vivo sowie eine reduzierte Bioverfligbarkeit von NO in Mas ko Mdusen nachwiesen (Lemos et al.,
2005; Peiro et al., 2007; Rabelo et al., 2008; Xu et al., 2008). Nach Bindung von Ang1-7 an den Mas-
Rezeptor wird tber den PI3K/Akt-Signalweg die eNOS phosphoryliert, deren Aktivitat gesteigert
und mehr NO freigesetzt (Yang et al., 2018).

Risikofaktoren wie Hypertonie und Hypercholesterinamie fiihren zur Entwicklung einer
endothelialen Dysfunktion, die sich durch die reduzierte Bioverfiigbarkeit von NO sowie gesteigerte
Expression von Adhdsionsmolekiilen auszeichnet. Damit bildet sie die Grundlage fiir Akkumulation
von Entzlindungszellen in der GefaBwand, Expression proinflammatorischer Cytokine und Bildung
von Schaumzellen sowie vulnerabler atherosklerotischer Plaques (Daiber et al., 2017). Zentraler
Risikofaktor fur endotheliale Dysfunktion und atherosklerotische Lasionen ist die Dyslipiddmie mit
erhohtem LDL-Cholesterin (Falk, 2006). Das Renin-Angiotensin-System hat Einfluss auf das

Lipidprofil: Angl-7 konnte in den Studien verschiedener Arbeitsgruppen eine Senkung von
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Cholesterin und Triglyceriden erreichen (Giani et al., 2012; Giani et al., 2009; Santos et al., 2013;
Santos et al., 2010; Schuchard et al., 2015). Die Carboxypeptidase ACE2 ist das zentrale Enzym zur
Bildung von Angl-7. Weder Uberexpression (Zhang et al., 2010) noch Deletion von ACE2 konnten
allerdings Veranderungen im Lipidprofil hervorrufen (Sahara et al., 2014; Thatcher et al., 2011;
Thomas et al., 2010). Zu einem &hnlichen Ergebnis fiir Cholesterin kam auch die in unserer

Arbeitsgruppe durchgefiihrte Studie mit ACE2-defizienten Mausen (Klersy et al., 2025)

Wir konnten in der vorliegenden Arbeit nicht zeigen, dass sich die Kontrollgruppen von wt
und Mas ko Mausen hinsichtlich des Lipidprofils relevant unterscheiden. Damit stehen die
Ergebnisse im Widerspruch zu oben genannten Studien, die eine wichtige Funktion von Angl-7 auf
das Lipidprofil und eine signifikante Senkung von Cholesterin und Triglyceriden aufzeigen konnten.
Auch in Mas ko Mausen konnte unter Standarddiat bereits eine Erhohung von Cholesterin und

Triglyceriden festgestellt werden (Monteiro et al., 2022; Santos et al., 2008; Silva et al., 2013).

Ein Meilenstein in der Pathophysiologie von endothelialer Dysfunktion und
atherosklerotischen Lasionen ist auch eine leichtgradige systemische Entziindung mit gesteigerter
Expression proinflammatorischer Cytokine. Auch diesbeziiglich konnten wir nach Fitterung mit
Standarddidat und ohne Virusinjektion keine Unterschiede zwischen wt und Mas ko Mausen
feststellen. Moglicherweise war fiir die ausbleibenden Unterschiede in Lipid- und Cytokinprofil im
Vergleich der Kontrollgruppen die Bindung von Angl-7 bzw. Alamandin an den MrgD-Rezeptor

verantwortlich (Tetzner et al., 2016).

4.3.2 Einfluss von PCSK9®Y-AAV und Western Diit

Wie bereits in der Vorstudie gezeigt, entwickelten wt Mause nach intravendser Injektion des
PCSK9PY-AAV und Fitterung mit Western Didt Hypertriglyceriddmie, Hypercholesterinidmie,
atherosklerotische Plaques und als Ausdruck einer verschlechterten Endothelfunktion eine erhdhte
kortikale Steifigkeit. Unsere Hypothese war, dass aufgrund der protektiven Eigenschaften der
ACE2/Angl1-7/Mas-Achse die Einflisse der atherogenen Behandlung in Mas ko Mausen verstarkt

waren.

Plaques: Mas ko Méause entwickelten dhnlich groRe Plaques wie wt Mause. Damit stehen unsere
Ergebnisse im Kontrast zu denen anderer Arbeitsgruppen, die in Mas ko Mausen in Kombination
mit LDLR ko (Stegbauer et al., 2019) oder mit ApoE ko (Hammer et al., 2016) ein vergroRertes
atherosklerotisches Lasionsareal im Vergleich zur Kontrollgruppe nachwiesen. Eine Studie konnte
wie auch wir keine Unterschiede im Lasionsareal durch Kombination des ApoE ko mit dem Mas ko
feststellen und flhrte das auf die gesteigerte Expression von Leber-X-Rezeptor (LXR) zuriick, einem

Cholesterin-Sensor mit regulatorischer Funktion auf Gene im Lipidstoffwechsel und protektivem
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Einfluss auf Atherosklerose (Silva et al., 2013). Eine ahnliche antiatherosklerotische
Expressionsanderung fiel auch in der vorliegenden Arbeit auf: Die Expression von Cyplal war
ausschlieBlich bei wt Mausen als Reaktion auf die Entwicklung von Atherosklerose reduziert. Dieses
Protein der Cytochrom P450 Familie hat verschiedene Liganden, darunter polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe (PAH). PAH wirken proatherosklerotisch, indem sie durch Cyplal
bioaktiviert werden und anschliefend durch aktive Metabolite die Signaltransduktion iber den
Leber-X-Rezeptor supprimieren, der Einfluss auf Lipidstoffwechsel und Inflammation hat (lwano et
al., 2005). Cyplal wird durch PAH, aber auch durch laminaren shear stress in der Expression
gesteigert, in beiden Fallen ist der Liganden-aktivierte Transkriptionsfaktor aryl hydrocarbon
receptor (AhR) involviert. Cyplal selbst wirkt im Endothel anti-atherosklerotisch. Es konnte im
Tierversuch gezeigt werden, dass in der kleinen Kurvatur des Aortenbogens, einem atherogenen
GefaBabschnitt, im LDLR ko bzw. im ApoE ko wie auch in unserer Studie in wt Mausen weniger
Cyplal exprimiert wird (Conway et al., 2009). Méglicherweise fihrte die ausbleibende Reduktion

von Cyplal in Mas ko Mausen zu antiatherosklerotischen Effekten.

Als Ursache fir die ausbleibende VergroBerung atherosklerotischer Lasionen in Mas ko
M3usen ist auch denkbar, dass die Lisionen in wt Mausen durch PCSK9®Y-AAV und Western Diat
bereits solche Ausmalie angenommen haben, dass eine weitere Steigerung nur schwer oder gar
nicht zu erreichen ware. Gegen diese Annahme spricht, dass das AusmaR unserer
atherosklerotischer Lasionen vergleichbar zur Vorstudie war und mit diesem Modell in wt Mausen
bereits groRere Lasionen erzielt wurden (Bjorklund et al., 2014). In der parallel durchgefiihrten
Studie konnte in ACE2 ko Mausen ein etwas vergroRerter Plaque- und Fettinhalt im Vergleich zu wt
und Mas ko Mausen festgestellt werden (Klersy et al., 2025). Allerdings zeigen vergleichbare
Studien mit Defizienz von Mas oder ACE2 tatsachlich Gberwiegend kleinere Lisionsareale: Wir
konnten durch PCSK9PY-AAV und Western Diat Lasionsareale von ca. 30% erreichen. In ACE2/ApoE
dko Mausen nahmen Lasionen des Aortenbogens ca. 18%, Lasionen anderer Gefdallabschnitte sogar
nur ca. 10% ein (Thomas et al., 2010). Im gleichen Modell einer anderen Arbeitsgruppe gelang eine
Steigerung auf 20% (Sahara et al., 2014). Wurden Mas ko und LDLR ko kombiniert, so konnten
Lasionsareale von ca. 15% gesehen werden. Zu unserer Studie vergleichbare oder gréRere Lasionen
werden nur in Mas/ApoE dko Mausen mit gleichzeitiger Fitterung mit Western Didt bzw.
zusatzlicher Behandlung mit Angll erreicht (Hammer et al., 2016; Stegbauer et al., 2019). Diese
Kombination von ApoE ko mit Western Diat ist wie einleitend beschrieben einem LDLR ko bzw.
unserem Ansatz mit PCSK9®-AAV mit vergleichbarer Nahrung in der Entwicklung

atherosklerotischer Lasionen aufgrund pathophysiologischer Unterschiede per se iberlegen.
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Lipidprofil: Western Diat und Virusinjektion fiihrten in wt und Mas ko Mausen zu dhnlichen
Steigerungen von Cholesterin und Triglyceriden. Unter atherogenen Bedingungen konnte in Mas ko
Mausen bereits eine Erh6hung von Cholesterinwerten im Vergleich zur Kontrolle gezeigt werden:
Mause mit dko von Mas und ApoE wiesen deutlich hohere Cholesterinwerte auf als ApoE ko Méause
(Silva et al., 2013). In einer weiteren Studie, in der ein Mas ko sowohl mit LDLR ko als auch mit ApoE
ko kombiniert wurde, konnten hingegen wie in unserer Studie keine signifikanten Unterschiede in
den Cholesterinwerten, insbesondere in Kombination mit LDLR ko aber eine Tendenz zu
gesteigerten Werten gesehen werden (Stegbauer et al., 2019). Nur eine Studie weist in Mas ko
Mausen hohere HDL- und niedrigere LDL-Werte bei gleichbleibenden Triglyceriden auf und
widerspricht damit den bislang veroffentlichten Arbeiten, insbesondere auch der auf demselben

FVB/N Hintergrund (Dapper et al., 2019).

Cytokinprofil: Wir konnten nachweisen, dass die durch Western Diat und Virusinjektion adipdsen
wt Mause eine leichtgradige systemische Entziindung entwickelten und die Plasmaspiegel
samtlicher gemessener Cytokine im Vergleich zur Standarddiat erhéht waren. Die Behandlung mit
Western Diat und Virusinjektion fiihrte in Mas ko Mausen nicht zu erhéhten Cytokinspiegeln und
systemischer Entziindung. Der protektive Einfluss der ACE2/Angl-7/Mas-Achse beziglich der
Expression proinflammatorischer Cytokine konnte bereits mehrfach gezeigt werden: Angl-7
reduzierte die Cyclooxygenase 2 (COX2) und IL-1B im Fettgewebe (Santos et al., 2012), TNF-a und
IL-6 in der Leber (Santos et al., 2013), ein Agonist von Angl-7 reduzierte proinflammatorische
Makrophagen in atherosklerotischen Lasionen und im perivaskuldarem Fettgewebe (Stegbauer et
al., 2019). Aufgrund der ausbleibenden Wirkung von Ang1-7 sollten in Mas ko M&usen Entziindung
und Cytokine gesteigert sein. In der Tat verstarkten sich in Mas ko Mausen der NFkB-pathway (Ni
et al., 2020), Infiltration von Makrophagen und Expression proinflammatorischer Cytokine in der
Aorta (Hammer et al., 2016) sowie Entziindung und Cytokine nach Induktion durch
Lipopolysaccharide (LPS) (Oliveira-Lima et al., 2015). Dementgegen stehen die Beobachtungen
anderer Studien, in denen in Mas ko Mausen keine Veranderung von Makrophagen und TNF-a im
Fettgewebe (Santos et al., 2008), keine Unterschiede in der Expression von IL-6 und MCP-1 im
Hippocampus (Higaki et al., 2018) oder keine Unterschiede im inflammatorischen Profil innerhalb

von atherosklerotischen Lasionen (Silva et al., 2013) festzustellen waren.

Wurde in den Studien anderer Arbeitsgruppen der Einfluss des RAS auf die
Cytokinexpression bei Atherosklerose untersucht, so erfolgten nur selten Messungen im Plasma.
Haufiger erfolgte der Nachweis einer Inflammation oder deren Reduktion durch Untersuchung von
Endothelzellen, Makrophagen oder glatten Muskelzellen (Sahara et al., 2014; Skiba et al., 2017;

Thomas et al., 2010). Es liegt nahe, dass inflammatorische Prozesse nicht nur systemisch, sondern
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insbesondere auch lokal in den Endothel-, Muskel- und Entziindungszellen der GefaRwand
stattfinden. Darauf deutet auch eine weitere Studie unserer Arbeitsgruppe hin, die in der KEGG-
Analyse der RNA-Sequenzierung die Steigerung inflammatorischer pathways in der Aorta als
Reaktion auf PCSK9PY-AAV und Western Didt nachwies (Hernandez Torres et al., 2024). Dabei wurde
nicht wie bei uns die abdominale, sondern die thorakale Aorta zur RNA-Sequenzierung verwendet.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass sich das Remodelling zwischen unterschiedlichen
GefalRabschnitten unterscheidet (Wu et al., 2024). Dementgegen stehen in der vorliegenden Arbeit
sowohl in wt auch in Mas ko Mausen durch Virusinjektion und Western Diat Steigerungen von
pathways fir Insulinresistenz, Metabolismus, Starke- und Sucrose-Stoffwechsel, Fettstoffwechsel
und AMPK-signalling. In Mas ko Mausen ergab sich auch eine Steigerung von Komplement- und
Koagulationskaskaden. Moglicherweise ware durch Untersuchung anderer Gefallabschnitte oder
Makrophagen sowie Endothelzellen auch in Mas ko Mausen in unserer Studie eine gesteigerte
lokale Cytokinexpression festgestellt worden. So konnte zum Beispiel die Studie einer anderen
Arbeitsgruppe bei Atherosklerose mit gesteigerter Infiltration von Makrophagen und verstarkter
Expression von IL-6 in der Gefidlwand wie wir keine Unterschiede der Cytokine im Plasma

feststellen (Hammer et al., 2016).

Endotheliale Funktion: Wie bereits in der Vorstudie untersuchten wir die thorakale Aorta mittels
AFM hinsichtlich ihrer funktionellen Eigenschaften. Durch Injektion des PCSK9PY-AAV und Fiitterung
mit Western Diat erhohte sich in wt Mausen die kortikale Steifigkeit. Parallel dazu wurde als
Ausdruck einer endothelialen Dysfunktion Nitrit als Surrogatparameter fiir NO tendenziell gesenkt.
In Mas ko Mausen wurde die bereits mit Standarddiat erhohte kortikale Steifigkeit in der
zellbasierten Analyse durch PCSK9PY-AAV und Western Diat signifikant gesteigert. In der auf die
Versuchstiere bezogenen Analyse wurde die kortikale Steifigkeit nicht signifikant gesteigert. Eine
dhnlich deutliche Steigerung wie in wt Mausen blieb also aus und die kortikale Steifigkeit erreichte
nach atherogener Behandlung in Mas ko Mausen ahnliche Werte wie in wt Mausen. Die negative
Korrelation zwischen Nitrit und kortikaler Steifigkeit, die in wt M&usen zu beobachten war, war im
Mas ko aufgehoben. Eine weitere Senkung des bereits bei Standarddidt in Mas ko Mausen
erniedrigten Nitrits blieb ebenso aus. Damit widersprechen unsere Ergebnisse denjenigen anderer
Arbeitsgruppen, die einen starkeren Anstieg der kortikalen Steifigkeit in Mas ko Mausen erwarten

lieBen (Lemos et al., 2005; Rabelo et al., 2008).

Weshalb in Mas ko Mausen die kortikale Steifigkeit durch PCSK9®Y-AAV und Western Diat
trotz Anstieg von Cholesterin und Plaqueinhalt nicht weiter gesteigert werden konnte, verbleibt
unklar. Auch hier erscheint moglich, dass wie die atherosklerotischen Lasionen auch die kortikale

Steifigkeit bereits maximal gesteigert war. Die Werte fiir die kortikale Steifigkeit waren vergleichbar
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mit den Ergebnissen unserer Vorstudie. Dort konnte als Hinweis flir diese Annahme trotz fiinffacher
Steigerung der Viruslast und héheren Cholesterinwerten keine hohere kortikale Steifigkeit als in der
Versuchsgruppe mit einer Viruslast von 1x10! erreicht werden (Achner et al., 2022). Auch in der
parallel durchgefiihrten Studie an ACE2 ko Mausen konnten keine héheren Werte fir die kortikale
Steifigkeit erreicht werden, obwohl dort sogar etwas groRere atherosklerotische Lasionen
vorhanden waren (Klersy et al., 2025). Unsere kortikale Steifigkeit war auch hoéher als jene in

Doppel-ko Mausen von ApoE und LDLR (Maase et al., 2019).

4.3.3 Einfluss von Telmisartan

Plaques: Mit unserer Arbeit bestdtigen wir die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, dass die
chronische AT;R-Blockade atherosklerotische Lasionen reduziert (Pellegrin et al., 2017; Sasaki et al.,
2010). In der histologischen Analyse der aufsteigenden Aorta konnten wir zeigen, dass Telmisartan
die durch PCSK9P'-AAV und Western Diat entstandenen atherosklerotischen Plaques in GréRe und
Fettgehalt deutlich reduzierte. Die Reduktion erfolgte in gleichem AusmaR sowohl in wt als auch in
Mas ko Mausen, was gegen unsere Hypothese reduzierter anti-atherosklerotischer TEL-Wirkung in
Mas ko Mausen und die einleitend aufgezeigten protektiven Eigenschaften der ACE2/Ang1-7/Mas-
Achse spricht. Durch welche Mechanismen reduzierte TEL also atherosklerotische Plaques? Dazu

untersuchten wir auch hier Lipidprofil, Cytokinprofil und RNA-Expression.

Lipidprofil: In der vorliegenden Studie wurde beobachtet, dass Telmisartan das Cholesterin der
adipdsen wt Mause leicht reduziert, dieser Effekt aber nicht in Mas ko Mausen auftritt. Triglyceride
wurden weder in wt noch in Mas ko Mausen durch Telmisartan entscheidend beeinflusst. Unsere
Arbeitsgruppe konnte fir wt Mause bereits zeigen, dass Telmisartan auch Triglyceride reduziert
(Muller-Fielitz et al., 2015; Nickel et al., 2022). Nur in einer Studie unserer Gruppe fihrte die
Behandlung mit Telmisartan nicht zu Veranderungen der Triglyceride (Schuster et al., 2018). Der
TEL-Effekt auf Cholesterin wurde bislang seltener untersucht. In adipdsen Ratten konnte TEL HDL-
Cholesterin steigern ohne LDL-Cholesterin zu verandern (Muller-Fielitz et al., 2014). Bei Dapper et
al. fihrte TEL in wt Mausen ebenfalls nicht zu Veranderungen von HDL oder LDL-Cholesterin, in Mas
ko Mausen fihrte TEL sogar zu einer Erhohung von LDL (Dapper et al.,, 2019). Andere
Arbeitsgruppen zeigten beziiglich des Lipidprofils ebenfalls bereits eine Senkung von Triglyceriden
in Menschen oder im Tierversuch lokal in Muskel oder Leber (Kintscher et al., 2007; Rong et al.,
2010). Weshalb wir nicht wie vorausgehende Studien eine Senkung von Triglyceriden aufweisen
konnten, bleibt unklar. Dass Telmisartan in wt Mausen Cholesterin reduziert, nicht aber in Mas ko

Mausen, lasst einen Angl-7/Mas-abhingigen Mechanismus dieses TEL-Effekts annehmen.
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Als Erklarung flr die sehr deutliche Reduktion atherosklerotischer Lasionen erscheint die
nur geringe Reduktion von Cholesterin durch Telmisartan in wt Mausen nicht ausreichend, zumal
atherosklerotische Lasionen in Mas ko Mausen trotz fehlender Senkung von Cholesterin im selben
AusmaR reduziert wurden. Ein weiterer zentraler Risikofaktor fiir Atherosklerose ist die arterielle
Hypertonie. Telmisartan senkt den Blutdruck und zahlt zu den Antihypertensiva der ersten Wahl
(He et al.,, 2010). Eine Messung des Blutdrucks in der vorliegenden Studie blieb aus, weil
Unterschiede zwischen wt und Mas ko Mausen aufgrund des verwendeten genetischen
Hintergrunds nicht zu erwarten waren (s. fiir eine ausfiihrliche Diskussion dazu Kapitel 7.3.2). Es
konnte gezeigt werden, dass Telmisartan unabhangig von der antihypertensiven Wirkung vor

Atherosklerose schiitzt (Li et al., 2015).

Cytokinprofil: ARB wie Telmisartan werden antiinflammatorische Eigenschaften zugeschrieben: Sie
reduzieren die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, die Lipide in der Zellwand oxidieren und fiir die
Aufnahme in Makrophagen liber den scavenger-Rezeptor pradestinieren (Dandona et al., 2003). Sie
reduzieren die Expression von Adhasionsmolekiilen wie intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1)
und VCAM-1 und damit die Akkumulation von Entziindungszellen in der GefaBwand (Graninger et
al., 2004). Sie reduzieren die Expression proinflammatorischer Cytokine wie TNF-a und IFN-y in
aktivierten T-Zellen (Cheng et al., 2004). Hinsichtlich atherosklerotischer Plaques reduzieren ARB
den Gehalt an Makrophagen (Pellegrin et al., 2017) und stabilisieren sie durch die reduzierte

Expression von MMP (Sasaki et al., 2010).

Mechanistisch wird einerseits eine Reduktion der Bindung von Angll an den AT;R diskutiert,
die zur Expression von ROS, Adhdsionsmolekiilen und proinflammatorischen Cytokinen fiihrt (Han
et al., 2010). Moglich erscheint auch eine vermehrte Bindung von Angll an den AT;R, dem eine
gesteigerte NO-Freisetzung sowie antiproliferative und antioxidative Effekte zugeschrieben werden
(Warnholtz et al., 2007). Mit dem selektiven AT,R-Agonisten Compound 21 (C21) konnte gezeigt
werden, dass die TNF-a-induzierte Expression von IL-6 und MCP-1 reduziert und damit eine
antiinflammatorische Wirkung entfaltet wird (Rompe et al., 2010). Zahlreiche Erkenntnisse deuten
aber auch darauf hin, dass Angll bei AT,R-Blockade metabolisiert wird und weitere RAS-Peptide die
protektive Wirkung auf endotheliale Funktion und atherosklerotische Plaques entfalten. Die
Carboxypeptidase ACE2 bildet Angl1-7 aus Angll. Durch Uberexpression dieses Enzyms konnten die
Progression friiher atherosklerotischer Plaques abgemildert, Makrophagen, MCP-1, MMP, ROS und
Adhasionsmolekiile reduziert werden, was durch den Mas-Antagonisten A779 teilweise verhindert
wurde (Dong et al., 2008; Lovren et al., 2008; Zhang et al., 2010). Gleichzeitig fuhrt die Defizienz
von ACE2 zu gesteigerter Expression von Adhadsionsmolekiilen, Cytokinen, MMP und Akkumulation

von Plaques (Thomas et al., 2010).
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Telmisartan zeigte auch in unserer Studie antiinflammatorische Wirkung, denn mit
Ausnahme von IL-6 wurden die erhdhten Plasmaspiegel der Cytokine wieder normalisiert. Anders
als in einer vorausgegangenen Studie unserer Arbeitsgruppe konnten wir damit bestatigen, dass
Telmisartan nicht ausschlielRlich gewebsspezifisch, sondern auch systemisch antiinflammatorische
Wirkung entfaltet (Rawish et al., 2020). Die Behandlung mit Western Diat und Virusinjektion flihrte
in Mas ko Mdausen nicht zu erhéhten Cytokinspiegeln und systemischer Entziindung, sodass hier
folglich auch keine ausbleibende Wirkung von Telmisartan beobachtet werden konnte. Durch
Telmisartan kam es in Mas ko Mausen zu selektiven Steigerungen von MCP-1, LIX, IL-6 und dem

antiinflammatorischen IL-10.

Endotheliale Funktion: Mit unserer Arbeit konnten wir bestatigen, dass die chronische Behandlung
mit dem AT;R-Blocker Telmisartan die endotheliale Funktion verbessert (Cheng et al.,, 2004;
Graninger et al., 2004). Wa&hrend die kortikale Steifigkeit als Ausdruck der endothelialen
Dysfunktion dhnlich wie in unserer Vorstudie nach Injektion des PCSK9P"-AAV in Kombination mit
Western Diat gesteigert wurde, konnte sie in wt Mausen durch Telmisartan reduziert werden. Das
im Rahmen der endothelialen Dysfunktion reduzierte Nitrit wurde durch Telmisartan tendenziell
gesteigert. Auch in anderen Studien waren die protektiven Effekte von ARB bzw. speziell
Telmisartan mit einer erhéhten Bioverfligbarkeit von NO verbunden (lkejima et al., 2008; Myojo et
al., 2014; Warnholtz et al., 2007). Die Konzentrationserhohung von NO wird bisweilen auf einen
PPARy-abhangigen Mechanismus zuriickgefiihrt (Ikejima et al., 2008; Yuen et al., 2011). Auch ein
Einfluss von TNF-a ist hier beschrieben, denn es blockiert die eNOS und reduziert dadurch NO
(Nosalski & Guzik, 2017). TNF-a wurde in unserer Studie in wt Mausen durch PCSK9PY-AAV und

Western Diat gesteigert und durch Telmisartan normalisiert.

Durch chronische Behandlung mit Telmisartan konnte in unserer Arbeit die endotheliale
Funktion in Mas ko Mausen nicht verbessert werden: Eine Senkung der kortikalen Steifigkeit blieb
aus. Damit bestatigen wir die Vermutung, dass der protektiven Wirkung von Telmisartan auf die
GefaRfunktion auch ein ACE2/Angl-7/Mas-abhangiger Mechanismus zugrunde liegt. Auch in ACE2
ko Mausen der parallel durchgeflihrten Studie blieb ein protektiver Effekt von Telmisartan auf die
Gefalkfunktion aus (Klersy et al., 2025). Auf die Plasmaspiegel von Nitrit hatte Telmisartan keinen

signifikanten Einfluss, wenn auch die Tendenz zu einer Steigerung zu erkennen war.

Eine mogliche Erklarung fir die ausbleibende Verbesserung der endothelialen Funktion
durch TEL in Mas ko Mausen bietet die RNA-Sequenzierung der abdominalen Aorta. Dort
untersuchten wir insbesondere Gene, deren Expression sich bei Induktion von Atherosklerose

veranderte und die durch chronische Therapie mit dem AT;R-Blocker gegenteilig reguliert wurde.
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Dies und zusatzlich die Assoziation mit Atherosklerose nach CTD gene-disease associations dataset
trifft auf mehrere Gene zu. Insbesondere die Matrix-Metalloprotease 12 (MMP12) erscheint
interessant, ist deren Bedeutung in der Pathophysiologie der Atherosklerose doch bereits mehrfach
beschrieben: MMP, exprimiert durch Makrophagen, finden sich in allen Phasen der Plaquebildung
und flhren Gber den Abbau von Kollagenfasern der extrazelluldren Matrix zu einer Destabilisierung
der Plaques (Falk, 2006; Yamada et al., 2017). Wahrend Angll die Expression von MMP steigert,
wird sie durch Sartane, Uberexpression von ACE2 oder Angl-7 reduziert (Dong et al., 2008; Fraga-
Silva et al., 2014; Sasaki et al., 2010). Es ist beschrieben, dass einzelne MMP Angll aus Angl bilden
konnen (Thomas et al., 2010). Die Beobachtung, dass Ang1-7 die Expression von MMP ebenso senkt
wie in der vorliegenden Studie Telmisartan bei wt Mausen, eine Senkung bei Mas ko Mausen
allerdings ausbleibt, ldsst einen ACE2/Angl1-7/Mas-abhingigen Mechanismus der MMP12-Senkung
durch Telmisartan vermuten. Die Expression von MMP ist abhangig von TNF-q, dies wiederum wird
durch Angll gesteigert (Cheng et al., 2004) und durch Ang1-7 (Santos et al., 2018) sowie Telmisartan
gesenkt, sodass hier moglicherweise auch die antiinflammatorische Wirkung des AT;R-Blockers

einen Anteil hat.

In der Gesamtschau des atherosklerotischen Phanotyps in Mas ko Mausen ergeben sich
schlieBlich Unterschiede zwischen der histologischen Darstellung der Plaques und der funktionellen
Messung mittels AFM. Wahrend Telmisartan atherosklerotische Plaques in Mas ko Mausen im
selben Ausmal wie in wt Mausen reduzieren konnte, blieb eine Reduktion der kortikalen Steifigkeit
aus. Einerseits fallt auf, dass Telmisartan in Mas ko Mausen keine Senkung von Cholesterin
herbeizufiihren vermochte, wie dies in wt Mausen anteilig der Fall war. Auch fiihrte die Behandlung
mit Telmisartan in Mas ko Méausen selektiv zur Erh6hung der proinflammatorischen Cytokine MCP-
1 und LIX. Weshalb diese Beobachtungen allerdings ausschlielich zur Verschlechterung der
endothelialen Funktion und nicht zur VergroRerung atherosklerotischer Plaques beitragen sollten,
ist unklar. Auffallig waren in der RNA-Sequenzierung Unterschiede in der Expression von serpin
peptidase inhibitor, clade E, member 1 (Serpinel), das flir den Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1
(PAI-1) codiert, einem Glykoprotein mit Rolle in der Thrombusbildung. PAI-1 ist ein Akute-Phase-
Protein produziert in Endothelzellen, Thrombozyten, glatten Muskelzellen, Makrophagen und
Adipozyten, das im Komplex mit Gewebs-Plasminogen-Aktivator (t-PA) eine antifibrinolytische
Wirkung entfaltet. Dabei sind erhohte Serumspiegel assoziiert mit kardiovaskularen Erkrankungen
wie KHK, Herzinfarkt und Schlaganfall. In atherosklerotischen Plaques konnte eine verstarkte
Expression nachgewiesen werden (Kubota et al., 2021). Erhoht sind die Spiegel auch beim
metabolischem Syndrom. PAI-1 wirkt proinflammatorisch und stimuliert die Migration von
Monozyten und Makrozyten (Yasar Yildiz et al., 2014). Angll steigert die Expression von Serpinel,
wahrend ACE-Hemmer und AT;R-Antagonisten wie Candesartan die Expression reduzierten (Tiryaki

et al., 2012). Uberraschenderweise konnten wir in der vorliegenden Studie in wt Mdusen weder
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eine gesteigerte Expression in der abdominellen Aorta im Rahmen der atherosklerotischen
Entwicklung feststellen, noch wurde sie durch Telmisartan reduziert. Im Gegenteil steigerte
Telmisartan bei Mas-Defizienz Serpinel vergleichsweise deutlich, was Anteil an der ausbleibenden

Verbesserung der endothelialen Funktion haben kdnnte.

Eine Bestatigung der Ergebnisse mithilfe der parallel untersuchten Glykokalix gelang nicht:
Zur kortikalen Steifigkeit vergleichbare Anderungen von Héhe oder Steifigkeit der Glykokalix durch
PCSK9PY-AAV, Western Diat oder Telmisartan blieben sowohl in wt als auch in Mas ko M&usen aus.
Die Moglichkeit einer Fehlmessung der kortikalen Steifigkeit erscheint unwahrscheinlich, wurde
doch fiir Mas und ACE2 ko Mause durch zwei unabhangige verblindete Untersucher das gleiche
Ergebnis erreicht. In wt M3usen konnte wie auch in der Vorstudie der Effekt von PCSK9PY-AAV und
Western Diat auf die kortikale Steifigkeit abgelesen werden. Auch im Hinblick auf die
Pathophysiologie erscheint eine erhohte kortikale Steifigkeit bereits durch Standarddiat und die
ausbleibende Verbesserung der endothelialen Funktion in Mas ko Madusen plausibel. Da die
endotheliale Dysfunktion als erstes klinisches Korrelat der Atherosklerose den morphologischen
Verdanderungen an der GefdRwand vorausgeht, stellt sich die Frage, ob sich durch einen
verlangerten Beobachtungszeitraum auch in Mas ko Mausen trotz Behandlung mit Telmisartan

vergroRerte Plagues nachweisen lieRen (Daiber et al., 2017).

Zusammenfassend konnten wir die protektive Wirkung von Telmisartan auf die endotheliale
Funktion der thorakalen Aorta anteilig auf einen ACE2/Angl-7/Mas-abhangigen Mechanismus
zurickfiihren. Die Wirkung wird unabhdngig von antiadipésen und Plaque-reduzierenden
Eigenschaften entfaltet. Die Verbesserung der endothelialen Funktion ist unter anderem auf den
antiinflammatorischen Aspekt von Telmisartan mit Reduktion von TNF-a und konsekutiv MMP 12

zurickzufiahren.

4.4 Limitationen

Wir verwendeten in dieser Arbeit hohe Dosierungen von Telmisartan, die fiir die Behandlung von
Menschen nicht zugelassen sind und vermutlich zu starken Nebenwirkungen flihren wirden.
Telmisartan diente hier durch seine Blockade des negativen Feedbacks liber den AT;R allerdings
hauptsachlich der Steigerung von Angl-7. Perspektivisch sollen zur Behandlung des metabolischen
Syndroms und der Atherosklerose Agonisten am Mas-Rezeptor oder MrgD und nicht Telmisartan

selbst verwendet werden.

Die Blutentnahme zur Bestimmung des Lipidprofils und des Blutzuckers erfolge am nicht

nlchternen und andsthesierten Tier. Daher konnten die Nahrungsaufnahme sowie die Aktivierung
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des sympathischen Nervensystems die gemessenen Werte beeinflusst haben. Es erfolgte nur die
Messung von Gesamtcholesterin. Insbesondere die Steigerung von LDL und die Senkung von HDL
ist mit der Entwicklung einer Atherosklerose assoziiert (Libby et al., 2019). Die Auswirkungen der
PCSK9P'-AAV Injektion auf das Lipidprofil ist bereits beschrieben (Bjorklund et al., 2014). Wie Mas

ko und AAV-Injektion interagieren, kann durch die vorliegende Studie nicht beantwortet werden.

Zur Bestimmung der endothelialen Funktion verwendeten wir das Nanoindentation
Verfahren. Dabei erfolgt die Messung der kortikalen Steifigkeit an zufillig ausgewéhlten 1 mm?
groRen Aortenprdparaten. Um den Einfluss von Heterogenitat zwischen den Prdparaten und
innerhalb eines Praparates zu minimieren, erfolgte die Messung an mindestens zwei verschiedenen
Praparaten und innerhalb eines Praparats an 20-25 Zellen aus mindestens drei verschiedenen
Bildausschnitten. Um potenzielle Unterschiede in der Beschaffenheit des Cantilever zu umgehen,

wurde ein Cantilever fiir den maximal moglichen Zeitraum verwendet.

Aus statistischer Sicht wiinschenswert ware bei den zugrundeliegenden Variablen Genetik,
PCSK9PY-AAV-Injektion und Telmisartan die Durchfiihrung einer 3way-ANOVA. Das war aufgrund
der Komplexitat dieses Tests und der Anforderungen an die Daten hinsichtlich Normalverteilung
und Varianzhomogenitadt nicht moéglich. Daher beschrankten wir uns auf ein gestuftes Vorgehen
und verglichen zunachst die Kontrollgruppen der wt und Mas ko Mause und anschlieRend die

Versuchsgruppen der Mauslinien getrennt wie in Kapitel 2.5 beschrieben.

4.5 Ausblick

Trotz der mehrfach aufgezeigten positiven Einflisse der ACE2/Angl-7/Mas-Achse auf die
Entwicklung einer Diat-induzierten Adipositas gelang es in zwei verschiedenen genetischen
Hintergriinden nicht, durch knock-out des Mas-Rezeptors die geringere Gewichtszunahme durch
Telmisartan zu verhindern. Das lasst die Schlussfolgerungen zu, dass entgegen der bisherigen
Erkenntnisse Angl-7 keine wesentliche Funktion beziiglich der Gewichtsregulation hat oder Ang1-
7 sowie weitere Metabolite an andere Rezeptoren binden. In zukiinftigen Studien sollte daher
einerseits die Gewichtsentwicklung durch Telmisartan im AT;R ko vor allem aber im MrgD ko und
Mas/MrgD dko untersucht werden. Dies kdnnte kombiniert werden mit der Expressionsanalyse
systemischer und lokaler RAS-Komponenten, um mogliche Feedback-Regulationen im ko zu
erkennen. Um dem Einfluss von Telmisartan auf die Steigerung von Lipolyse und adaptive
Thermogenese zu untersuchen, sollten sowohl im Wildtyp als auch im jeweiligen ko mRNA
und/oder Proteinspiegel von u. a. PPARS, Hormon-sensitiver Lipase (HSL) und UCP-1 analysiert

werden.
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Unsere Arbeit konnte bestatigen, dass die protektiven Einflliisse der AT;R-Blockade auf die
Entwicklung von endothelialer Dysfunktion auch auf einen Angl-7/Mas-abhangigen Mechanismus
zuriickzufihren sind. Die Rolle von Alamandin und MrgD auf GefaRfunktion und -morphologie ist
bislang nur unzureichend untersucht. Um weitere Erkenntnisse zur Bedeutung der Ang
A/Alamandin/MrgD-Achse zu erhalten, kdnnte in einem ahnlichen Ansatz wie in der vorliegenden

Arbeit im Atherosklerose-Modell die Aorta histologisch und funktionell untersucht werden.

Das Renin-Angiotensin-System wird lokal im Gehirn exprimiert und hat dort zahlreiche
Implikationen, u. a. wird einem dysregulierten RAS ein Anteil an der Entwicklung von Alzheimer und
Parkinson zugeschrieben (Saravi et al., 2021). Der AT4R hat wichtige Funktionen bei Lernen und
Gedachtnis (Li et al., 2017). Unsere und andere Arbeitsgruppen konnten bereits bestatigen, dass
AT1R-Blocker auch ins zentrale Nervensystem gelangen und ein ZNS-abhangiger Mechanismus Teil
des gewichtsreduzierenden Effekts ist: Die selektive Inhibition des RAS im Gehirn verhindert
Adipositas und verringert die TEL-Effekte (Winkler et al., 2016), TEL hat positiven Einfluss auf Lipide
in Tanyzyten und im Hypothalamus sowie auf die dortige Entziindung (Rawish et al., 2020), ARB
wirken antidepressiv und reduzieren Migrdne (Ziaja et al., 2021). TEL ist protektiv bei Alzheimer,
verbessert neurovaskulare Kopplung und cerebralen Blutfluss, reduziert angstliches Verhalten und
oxidativen Stress in Ependymzellen (Huber et al., 2021). Um die protektiven Effekte von TEL auf
neurologische Funktionen besser zu verstehen, sollten in zukiinftigen Studien weitere
Verhaltensversuche insbesondere nach Induktion von Atherosklerose durch PCSK9P'-AAV und

Western Diat sowie Defizienz von Mas-Rezeptor und MrgD/Mas dko durchgefiihrt werden.

Das Mikrobiom gelangte zuletzt vermerkt in den Fokus der Aufmerksamkeit. Eine
Imbalance des Mikrobioms ist verbunden mit Adipositas sowie kardiovaskuldaren Erkrankungen.
Dabei sind u. a. eine gesteigerte intestinale Permeabilitdt und metabolische Endotoxindmie sowie
die Produktion von Gallensduren bedeutsam (Chait & den Hartigh, 2020). Auch das RAS hat
beziiglich des Mikrobioms zahlreiche Implikationen. So konnte beispielsweise bei ACE2 ko Mausen
ein verandertes Mikrobiom und eine intestinale Entziindung festgestellt werden (Santos et al.,
2018). Auch die Gewichtsreduktion durch TEL kdnnte abhédngig vom Mikrobiom sein, konnte doch
ein spezifisches Mikrobiom nach chronischer TEL-Behandlung nachgewiesen werden (Beckmann et
al., 2021; Freschi et al., 2024). Um die gegenseitige Beeinflussung von RAS und Mikrobiom besser

zu verstehen, sind weitere Studien notwendig.
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5 Zusammenfassung

Das Renin-Angiotensin-System hat Einfluss auf die Entwicklung von Adipositas und Atherosklerose.
Dabei werden der ACE/Angll/ATiR-Achse negative und der ACE2/Angl-7/Mas-Achse protektive
Effekte zugeschrieben. Der AT,R-Blocker Telmisartan konnte sowohl Kérpergewicht und Fettmasse
als auch endotheliale Dysfunktion und atherosklerotische Lasionen reduzieren. Ob diesen
Eigenschaften von Telmisartan die vermehrte Bindung von Angl-7 an den Mas-Rezeptor zugrunde

liegt, sollte in dieser Arbeit untersucht werden.

In der vorliegenden Studie wurden insgesamt 72 mannliche C57BL/6N-Md&use in sechs
Versuchsgruppen lber zwolf Wochen untersucht. Wildtyp und Mause mit globaler Mas-Defizienz
erhielten Standarddiat oder Western Diit, Injektion eines PCSK9PY-AAV oder einer Kontrolle sowie
tagliche Behandlung mit Telmisartan 8 mg/kg KG oder Kontrolle. Beurteilt wurden Kérpergewicht,
Masseverteilung, Hormonprofil, Cytokinprofil, Lipidprofil, atherosklerotische Lasionen,

endotheliale Funktion der Aorta sowie RNA-Expression.

Die endotheliale Funktion war in Mas ko Mausen bereits in der Kontrollgruppe verschlechtert, denn
die kortikale Steifigkeit der aortalen Endothelzellen war erhéht und Nitrit reduziert. Mit PCSK9®Y-
AAV und Western Didt entwickelten wt und Mas ko Mause Diat-induzierte Adipositas,
Hypercholesterindmie, atherosklerotische Lasionen und eine endotheliale Dysfunktion.
Telmisartan reduzierte Gewichtszunahme, Fettmasse, Leptin sowie atherosklerotische Lasionen
gleichermalRen in Wildtyp und Mas knock-out. In Mas ko Mausen blieb eine Verbesserung der

endothelialen Funktion durch Telmisartan aus.

Telmisartan verbessert die endotheliale Funktion der thorakalen Aorta auch in Abhangigkeit der
ACE2/Angl-7/Mas-Achse des Renin-Angiotensin-Systems, denn die Verbesserung einer
endothelialen Dysfunktion durch TEL blieb bei Defizienz des Mas-Rezeptors aus. Der Verbesserung
der endothelialen Funktion liegt insbesondere eine antiinflammatorische Wirkung mit Reduktion
von Matrixmetalloprotease 12 und TNF-a zugrunde. Die Verbesserung der endothelialen Funktion
gelingt unabhangig von der antiadipdsen und der Plaque-reduzierenden Wirkung, denn beide

blieben trotz Defizienz des Mas-Rezeptors erhalten.
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7 Anhang

7.1 Ergebnisse Vorstudie

Im Folgenden werden zunachst die Ergebnisse der Vorstudie dargestellt. Weil zwei Autoren zu
gleichen Anteilen an der Durchfiihrung der Vorstudie beteiligt waren, erfolgt die Darstellung hier
und nicht am Hauptteil dieser Arbeit. Fur die Vorstudie erhielten 24 mannliche C57BL/6N Mé&use zu
Versuchsbeginn unterschiedliche Viruslasten eines PCSK9PY-AAV zur Induktion von Atherosklerose
in die Schwanzvene injiziert und wurden tGber zwolf Wochen mit Western Diat geflttert. Es wurden
Korpergewicht, Masseverteilung, Lipidprofil, atherosklerotische Plaques histologisch und die

endotheliale Funktion der thorakalen Aorta mittels AFM untersucht.

7.1.1 Korpergewicht und Masseverteilung

Zu Beginn des Versuchs unterschied sich das Gewicht der Mause nicht (Kontrolle: 24,4+1,2 g;
Viruslast 0,5x10*: 23,6+1,5 g; Viruslast 1x10%: 24,1+0,9 g; Viruslast 5x10%%: 24,7+1,3). Uber den
Beobachtungszeitraum nahmen alle vier Gruppen um mindestens 55% an Koérpergewicht zu. Dabei
war die Gewichtszunahme bei Virusinjektion signifikant reduziert und Mause zeigten ein um knapp
10% geringeres Korpergewicht als die Kontrollgruppe (42,5+0,9 g; 38,5+0,5 g; 38,9+1,2 g; 38,4+1,6
g; Abbildung 7-1 A).

Zur Untersuchung der Masseverteilung erfolgte nach elf Wochen eine Nuklear-Magnet-
Resonanz-Spektroskopie. Virusinjizierte Mause zeigten eine signifikante Reduktion der Fettmasse
um bis zu 22% (Abbildung 7-1 B), wahrend die fettfreie Masse unverandert blieb (Abbildung 7-1 C)
und die freie Korperflissigkeit nur tendenziell verringert wurde (Abbildung 7-1 D). Die
Gewichtsreduktion nach Virusinjektion war folglich Giberwiegend auf eine Reduktion der Fettmasse

zurickzufiahren.
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Abbildung 7-1: Korpergewicht und Masseverteilung. M3use wurden tiber zw6lf Wochen mit Western Diat
gefiittert. Zu Beginn erfolgte die einmalige Injektion unterschiedlicher Viruslasten eines PCSK9PY-AAV in die
Schwanzvene. (A) Gewichtsverlauf und absolute Gewichtszunahme am Ende des Beobachtungszeitraum
(F=6,272; p=0,0042). (B) Fettmasse (F=10,23; p=0,0004). (C) Fettfreie Masse (F=1,466; p=0,2573). (D) Freie
Korperflussigkeit (F=2,625; p=0,0820). Dargestellt sind Median, 25% und 75%-Perzentile als Boxplot. Die
Antennen stellen Maximum und Minimum dar. Statistische Testung mittels 1way-ANOVA und Tukey’s
multiple comparison test. n=5-6. * ** *** p<0.05, <0.01, <0.001 vs. Viruslast 0. t,t1,¥+t p<0.05, <0.01,
<0.001 vs. Viruslast 0,5x10.
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7.1.2 Lipidprofil

Nach sechs und zwolf Wochen erfolgte eine retroorbitale Blutentnahme zur Bestimmung von
Cholesterin und Triglyceriden. Durch Injektion des PCSK9P'-AAV entwickelten sich deutliche
Steigerungen der Cholesterin- und Triglycerid-Spiegel (Abbildung 7-2 A-B). Bereits nach sechs
Wochen hatten im Vergleich zur Kontrollgruppe alle Virusgruppen signifikant héhere, mehr als
verdoppelte Cholesterinwerte. Dabei unterschieden sich die Virusgruppen untereinander nicht
signifikant. Die Triglyceride waren in den Virusgruppen gegenilber der Kontrollgruppe nach sechs
Wochen ebenfalls gesteigert, in den beiden Gruppen mit der hdchsten Viruslast signifikant und

mehr als verdoppelt.

Nach zwolf Wochen blieben die Cholesterin- und Triglyceridwerte in der Kontrollgruppe
konstant, ebenso die bereits erhéhten Triglyceride in zwei Virusgruppen. Nur in der Gruppe der
hochsten Viruslast konnten die Triglyceride noch einmal leicht gesteigert werden und waren nun
auch gegeniiber der niedrigsten Viruslast signifikant erhéht. Die Cholesterinwerte hingegen
konnten gegeniiber der ersten Blutentnahme in allen Virusgruppen gesteigert werden, in den
beiden Gruppen mit den hdéchsten Viruslasten deutlich (Abbildung 7-2 A-B). Nach zwolf Wochen
erreichten diese Gruppen ahnliche Werte von knapp iber 1000 mg/dl und damit signifikant hohere

als die Kontrollgruppe und auch als die Gruppe mit der niedrigsten Viruslast.
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Abbildung 7-2: Lipidprofil. Charakterisierung des Lipidprofils nach sechs und zwolf Wochen WD und
unterschiedlicher Viruslast PCSK9PY-AAV. (A) Plasma-Cholesterin, Interaktion: F=9,561, p=0,0005; Zeit:
F=38,52, p<0,0001; Viruslast: F=17,75, p<0,0001; Subjekt: F=4,252, p=0,0018. (B) Plasma-Triglyceride,
Interaktion: F=0,3652, p=0,7790; Zeit: F=0,08097, p=0,7792; Viruslast: F=11,36, p=0,0002; Subjekt: F=5,863,
p=0,0002. Dargestellt sind Median, 25% und 75%-Perzentile als Boxplot. Die Antennen stellen Maximum und
Minimum dar. Statistische Testung mittels 2wayRM-ANOVA und Tukey’s multiple comparison test. n=5-6.

* k% xxx 00,05, <0.01, <0.001 vs. Viruslast 0. T,t1,711 p<0.05, <0.01, <0.001 vs. Viruslast 0,5x10"L.
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7.1.3 Histologische Analyse atherosklerotischer Plaques

Nach Tétung und Organentnahme wurden Kryostatschnitte der aufsteigenden Aorta angefarbt, um
sie auf atherosklerotische Lasionen zu untersuchen. Die Kontrollgruppe entwickelte keine Plaques.
Nach Virusinjektion entwickelten die Mause Plaques, die eine dosisabhéngig vergroRerte Flache
einnahmen. Dabei zeigten insbesondere die beiden hochsten Viruslasten signifikante Unterschiede
zur Kontrollgruppe (Abbildung 7-3 A+B). Je hoher die Viruslast, desto groRBer war der Fettinhalt in
der Plague. Die beiden Gruppen mit der hochsten Viruslast zeigten signifikant mehr Fettinhalt in
der Plaque als die Kontrolle (Abbildung 7-3 C). Es zeigten sich starke positive Korrelationen zwischen
Plagueinhalt und Fettinhalt, zwischen Cholesterin und Plaqueinhalt sowie zwischen Triglyceriden

und Plaqueinhalt (Abbildung 7-3 D-F).
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Abbildung 7-3: Plaque-Histologie. (A) Oil Red O Farbung. (B) Plaqueinhalt (H=13,13; p=0,0044). (C) Fettinhalt
(H=15,20, p=0,0017). (D) Korrelation zwischen Fettinhalt und Plaqueinhalt (r=0,9936; p<0,0001). (E)
Korrelation zwischen Cholesterin nach zwolf Wochen und Plaqueinhalt (r=0,9543; p<0,0001). (F) Korrelation
zwischen Triglyceriden nach zwolf Wochen und Plaqueinhalt (r=0,9185; p<0,0001). Dargestellt sind Median,
25% und 75%-Perzentile als Boxplot. Die Antennen stellen Maximum und Minimum dar. Statistische Testung
mittels Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s multiple comparison test bei fehlender Normalverteilung. Die
Korrelationsanalyse erfolgte mittels 2-tailed Pearson-Test. n=5-6. *,** *** p<0.05, <0.01, <0.001 vs. Viruslast

0. t,tt,t11 p<0.05, <0.01, <0.001 vs. Viruslast 0,5x10%,
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7.1.4 Endotheliale Funktion der thorakalen Aorta

Zur funktionellen Beurteilung des Endothels wurden Praparate der thorakalen Aorta mit Hilfe des
AFM bezlglich der kortikalen Steifigkeit untersucht. Erfolgte der Vergleich zellbasiert, war die
kortikale Steifigkeit in allen Virusgruppen gegentiber der Kontrollgruppe signifikant erhéht. Die drei
Virusgruppen unterschieden sich nicht (Kontrolle: 1,306+0,1499 pN/nm; Viruslast 0,5x10%:
1,414+0,1452 pN/nm; Viruslast 1x10*: 1,43+0,1434 pN/nm; Viruslast 5x10*: 1,413+0,1574 pN/nm;
p<0,0001; Abbildung 3-1 A). Auch bei versuchstierbasierter Analyse war die kortikale Steifigkeit
nach Virusinjektion signifikant gesteigert (Kontrolle: 1,305+0,03613 pN/nm; Viruslast 0,5x10%:
1,416+0,04708 pN/nm; Viruslast 1x10': 1,43+0,03849 pN/nm; Viruslast 5x10*': 1,414+0,03562
pN/nm; p=0,0001; Abbildung 3-1 B). Die kortikale Steifigkeit korrelierte stark positiv mit

Cholesterin- und Triglyceridwerten sowie dem Plague- und Fettinhalt (Abbildung 3-1 C-F).
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Abbildung 7-4: Endotheliale Funktion der thorakalen Aorta. (A) Kortikale Steifigkeit aller Endothelzellen. Die
Punkte stellen den Mittelwert aus acht Einzelmessungen einer Endothelzelle dar, n=310, 290, 249, 240
(H=118,4; p<0,0001). (B) Kortikale Steifigkeit pro Maus. Die Antennen stellen Maximum und Minimum dar.
Die Punkte stellen den Mittelwert der kortikalen Steifigkeit einer Maus dar, n=5-6 (F=12,24; p=0,0001). (C)
Korrelation zwischen Cholesterin nach zwolf Wochen und kortikaler Steifigkeit (r=0,6734; p=0,0004). (D)
Korrelation zwischen Triglyceriden nach zwolf Wochen und kortikaler Steifigkeit (r=0,6271; p=0,0014). (E)
Korrelation zwischen Plaqueinhalt und kortikaler Steifigkeit (r=0,6649; p=0,0007). (F) Korrelation zwischen
Fettinhalt und kortikaler Steifigkeit (r=0,7356; p<0,0001). Dargestellt sind Median, 25% und 75%-Perzentile
als Boxplot. Die Antennen stellen Maximum und Minimum dar. Statistische Analyse mittels 1way-ANOVA mit
Tukey’s multiple comparison test (F) oder Kruskal-Wallis-Test (H) mit Dunn’s multiple comparison test bei
fehlender Normalverteilung. Korrelationsanalyse erfolgte mittels 2-tailed Pearson-Test. * ** *** p<0.05,

<0.01, <0.001 vs. Viruslast 0. +,7t,1t+ p<0.05, <0.01, <0.001 vs. Viruslast 0,5x10%.
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7.2 Ergebnisse Hauptstudie
Im Folgenden werden aus Griinden der Ubersichtlichkeit weitere Ergebnisse der Hauptstudie

dargestellt. An den entsprechenden Stellen im Hauptteil wird an die hier folgende Darstellung

verwiesen.

7.2.1 Ausgangswerte vor Versuchsbeginn

Parameter Wildtyp Mas ko p-Wert
Gewicht (g) 26,2+1,2 25,5+2,1 p=0,0746
Blutglukose (mg/dl) 151,1+31,5 159,4+18,9 p=0,1808
Cholesterin (mg/dl) 109,9+21,3 103,4+16,5 p=0,1603
Triglyceride (mg/dl) 74+17,7 51,6+£10,4* p<0,0001
Leptin (ng/dl) 4631202 240+173* p=0,016

Tabelle 7-1: Vergleich der Ausgangswerte vor Versuchsbeginn zwischen wt und Mas ko.

7.2.2 Vergleich der Kontrollgruppen nach Versuchsende

Gewicht &

Masseverteilung Wildtyp Mas ko p-Wert
Gewicht (g) 29,5+1,7 29,4+1,8 p=0,8790
Gewichtszunahme (g) 3,611,1 4,4+0,9 p=0,0669
Fettmasse (g) 5,9+1,1 5,310,8 p=0,1246
fettfreie Masse (g) 17,2+0,8 18,2+1,2* p=0,0329
freie Korperflissigkeit (g) 1,05+0,11 1,01+0,09 p=0,5961
Hormonprofil

Leptin (pg/ml) 1296+595,4 699+108,4* p=0,0294
Resistin (pg/ml) 1806+204,9 2045%458,7 p=0,1268
Ghrelin (pg/ml) 44,95+14,81 58,33+18,26 p=0,0868
PYY (pg/ml) 109,2+11,96 109,2+46,32 p=0,9979
Glukosestoffwechsel

Blutglukose (mg/dl) 135,9+18,7 163,9+13,8* p=0,0006
Insulin (pg/ml) 164,8+81,3 89+75,9* p=0,0206
C-Peptid (pg/ml) 368,5+210,5 132,4+66,7* p=0,0013
HOMA 1,49+0,76 1,23+1,04 p=0,2104
Glucagon (pg/ml) 89,6+16,1 69,1+47,1* p=0,0196
GIP (pg/ml) 398497 413+195 p=0,5249
GLP1 (pg/ml) 25,146,1 33,3+12,9 p=0,1741
Sekretin (pg/ml) 59,5+11,1 100,1+46,7* p=0,0117
Amylin (pg/ml) 29,7+6,5 23,5+11,1 p=0,3251
Cytokinprofil

MCP1 (pg/ml) 19,3+2 19,8+4,3 p=0,7520
TNFa (pg/ml) 12,8+1,6 13,2+2,0 p=0,6758
IFNy (pg/ml) 13,343,2 14,8+2,7 p=0,2826
KC (pg/ml) 1274+624,1 158441007 p=0,5899
MIP2 (pg/ml) 11,7+1,4 13,7+2,9* p=0,0487
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LIX (pg/ml) 11524404 193441595 p=0,1296
IL6 (pg/ml) 14,5+1,4 15,8+2,7 p=0,157
IL10 (pg/ml) 13,6+1,4 12,7+1,6 p=0,1751
IL12p70 (pg/ml) 10,9+1,7 11,71,6 p=0,2861
Lipidprofil & Histologie

Cholesterin (mg/dl) 140,1+21,6 130,74£18,1 p=0,2597
Triglyceride (mg/dl) 73,4+21,9 60,1+15,6 p=0,1014
Plagueinhalt (mm?2) 0,00025+0,0006 | 0,003+0,004* p=0,0072
Fettinhalt (mm?2) 010 010 p>0,9999
Aortendurchmesser (mm) | 0,284+0,024 0,263+0,014* p=0,0152
Aortenlumen (mm?2) 2,692+0,419 2,292+0,235* p=0,0086
Aortenmedia (mm?2) 0,264+0,083 0,34+0,03* p=0,0432
Endotheliale Funktion der thorakalen Aorta

Cortex (pN/nm) 1,318+0,039 1,384+0,034* p=0,0004
Glykokalix (pN/nm) 0,404210,1412 |0,403310,0939 |p=0,9864
Glykokalix (nm) 112,3+23,06 111,3£25,21 p=0,9221
Nitrit (nM) 412,5+127,9 238,4+52,89* p=0,0007

Tabelle 7-2: Vergleich zwischen den Kontrollgruppen wt vs. Mas ko nach Versuchsende
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7.2.3 Hormonprofil
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Abbildung 7-5: Hormonprofil. Korrelationen zwischen Korpergewicht und Plasmaspiegeln von Hormonen mit

Einfluss auf die Nahrungsaufnahme nach Leervektor- oder Virusinjektion, zwolf Wochen Fiitterung mit chow

oder WD, taglichem Wiegen und Behandlung Vehikel oder TEL. chow VEH (weiR), WD VEH (rot), WD TEL

(grun). (A+B) Korrelation zwischen finalem Korpergewicht und Leptin: Wt: r=0,7312; p<0,0001; Mas ko:

r=0,7221; p<0,0001. (C+D) Korrelation zwischen finalem Kérpergewicht und Resistin: Wt: r=0,4095; p=0,0222;

Mas ko: r=0,2952; p=0,0852. (E+F) Korrelation zwischen finalem Korpergewicht und PYY: Wt: r=-0,0662;

p=0,7143; Mas ko: r=0,0682; p=0,6972. (G+H) Korrelation zwischen finalem Kérpergewicht und Ghrelin: Wt:

r=-0,2837; p=0,1435; Mas ko: r=-0,2232; p=0,2537. Korrelationsanalyse erfolgte mittels 2-tailed Pearson-Test.

7 Anhang

95



7.2.4 Glukosestoffwechsel
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Abbildung 7-6: Glukosestoffwechsel. Am Ende des Beobachtungszeitraums wurden Plasmaspiegel von
Hormonen des Glukosestoffwechsels erhoben. chow VEH (weiB), WD VEH (rot), WD TEL (griin). (G) GIP. (H)
GLP1. (1) Sekretin. (J) Amylin. Dargestellt sind Median, 25% und 75%-Perzentile als Boxplot. Die Antennen
stellen Maximum und Minimum dar. Die Berechnungen erfolgten nach Mauslinie getrennt, bei
Normalverteilung mittels 1way-ANOVA mit Tukey’s multiple comparison test, bei fehlender
Varianzhomogenitdt mittels Brown-Forsythe-ANOVA mit Dunnett’s T3 multiple comparison test und bei
fehlender Normalverteilung mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s multiple comparison test. n=7-12.

* Kk EEX p<0.05, <0.01, <0.001 vs. chow VEH. T,71,11+ p<0.05, <0.01, <0.001 vs. WD VEH.
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7.2.5 Histologische Untersuchung
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Abbildung 7-7: Histologische Untersuchung. Nach Totung erfolgten Entnahme, Farbung und histologische
Untersuchung der aufsteigenden Aorta. chow VEH (weif), WD VEH (rot), WD TEL (griin). (A)
Aortendurchmesser (B) Aortenlumen. (C) Media. Dargestellt sind Median, 25% und 75%-Perzentile als
Boxplot. Die Berechnungen der histologischen Untersuchung erfolgten nach Mauslinie getrennt, bei
Normalverteilung mittels 1way-ANOVA mit Tukey’s multiple comparison test, bei fehlender
Varianzhomogenitdt mittels Brown-Forsythe-ANOVA mit Dunnett’s T3 multiple comparison test und bei
fehlender Normalverteilung mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s multiple comparison test. n=7-12.

* k¥ FXX p<0.05, <0.01, <0.001 vs. chow VEH. T,T1,111 p<0.05, <0.01, <0.001 vs. WD VEH.
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7.2.6 RNA-Sequenzierung der abdominalen Aorta
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Abbildung 7-8: RNA-Sequenzierung der abdominalen Aorta. (A) Principal component analysis (PCA) durch
FactoMineR ermittelt zwei Gengruppen (=Dimensionen), die die groBten Unterschiede zwischen den zu
vergleichenden Gruppen beinhalten. Es erfolgte der Vergleich wt chow VEH vs. Mas chow VEH. (B) Volcano
plot mit den Signifikanzgrenzen FDR < 0,05 sowie -0,585 < logFC > 0,585. Es erfolgt der Vergleich wt chow
VEH vs. Mas chow VEH.
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Abbildung 7-9: RNA-Sequenzierung der abdominalen Aorta. KOBAS enrichment plots nach KEGG-pathway
Analyse. Aufgezeigt wird der Vergleich chow VEH vs. WD VEH getrennt nach Mauslinien.

Weitere ausfiihrliche Ergebnisse der RNA-Sequenzierung sind hier aus Griinden der
Ubersichtlichkeit nicht dargestellt. Diese sind im Anhang der Originalarbeit zu finden:

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0753332225001842?via%3Dihub

7 Anhang 99


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0753332225001842?via%3Dihub

7.3 Ergdnzende Diskussion

7.3.1 Induktion atherosklerotischer Lisionen durch PCSK9®Y-AAV

Im Rahmen der Vorstudie wurden zur Induktion atherosklerotischer Ldsionen unterschiedliche
Viruslasten eines PCSK9P-AAV in Kombination mit Western Didt verwendet. Dabei zeigten
insbesondere die hdheren Viruslasten 1x10'! und 5x10' im Vergleich zur niedrigen Viruslast
0,5x10*! hoéhere Cholesterinwerte und ein groReres Lisionsareal. Zwischen den beiden héheren
Viruslasten konnten trotz finffacher Steigerung der Viruslast nur kleine Unterschiede gesehen
werden, weshalb wir eine Viruslast von 1x10'! als prinzipiell ausreichend zur Induktion von

Hypercholesterinamie und Atherosklerose betrachten.

Die bisher veroffentlichten Studien unterscheiden sich in der verwendeten PCSK9-
Mutation, der Injektionsmethode, der injizierten Viruslast, dem Geschlecht der verwendeten
Mause, der atherogenen Didt und dem Beobachtungszeitraum, was einen Vergleich komplex

werden lasst.

Wie auch in dieser Studie wurde von den meisten Arbeitsgruppen die murine Mutation
D377Y verwendet. Bjorklund et. al. verwendeten in ihrer Arbeit beide Mutationen und konnten
keine Unterschiede zeigen (Bjorklund et al., 2014). Roche-Molina et. al zeigten mit der seltener
verwendeten D374Y ahnliche Cholesterinwerte und Lasionsareale (Roche-Molina et al., 2015).
Injiziert wurde PCSK9P-AAV hauptsichlich intravenés in die Schwanzvene, wie auch von uns,
beschrieben ist aber auch die intraventse Gabe in die Femoralvene (Roche-Molina et al., 2015), die
intraperitoneale Injektion (Peled et al., 2017) und die retroorbitale Injektion (Vozenilek, Blackburn,
et al., 2018). Unter letzterer wurde nur eine milde Hypercholesterindmie erreicht, was aber auch
auf die geringere Viruslast oder die Diadt zurlickzufiihren sein kénnte. In Anbetracht der hohen
verwendeten Viruslast und der im Vergleich zu Bjorklund et. al. geringeren Cholesterinwerte

scheint die intraperitoneale Injektion etwas weniger effektiv zu sein (Peled et al., 2017).

Verwendete Viruslasten liegen zwischen 2x10° und 5x10*!. Dabei wurde insbesondere in
den zuletzt veréffentlichten Studien und insgesamt am haufigsten 1x10!! verwendet. Mit dieser
und hoherer Viruslast wurden sicher Hypercholesterindamie und Atherosklerose induziert, was
ebenfalls durch unsere Vorstudie bestatigt wurde. Mit niedrigeren Viruslasten gelingt haufig nur
eine milde Hypercholesterindmie. Anders als bei ApoE ko Mausen bedarf es bei Injektion von
PCSK9PY-AAV der Kombination mit atherogener Didt zur Induktion von Atherosklerose. Dazu
wurden in der Vergangenheit HFD, Paigen Didt und Western Diat mit unterschiedlichen Anteilen
von Fett, Cholesterin und anderen Zusatzen verwendet. Ein erhohter Anteil von Cholesterin scheint

effektiv die Hypercholesterindmie zu verstarken (Bjorklund et al., 2014).
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In einem groRen Teil der Studien wurden ausschlieBlich mannliche Mause verwendet,
teilweise mannliche und weibliche gleichzeitig, seltener alleine weibliche Mause. Goettsch et. al.
verwendeten beide Geschlechter, zeigten aber nur kombinierte Daten auf (Goettsch et al., 2016).
Neuere Studien weisen darauf hin, dass der Lebertropismus des Vektors bei weiblichen Tieren
weniger stark ausgepragt ist (Vozenilek, Blackburn, et al., 2018) und weibliche Tiere weniger starke
Veranderungen des Lipidprofils zeigen (Buchmann et al., 2020). Zur Induktion von Atherosklerose
ist ein Beobachtungszeitraum von 21 Tagen nicht ausreichend (Louloudis et al., 2021), nach zw6élf

Wochen zeigen sich hingegen deutliche atherosklerotische Lasionen (Bjorklund et al., 2014).

Mit einem Lisionsareal von 0,1-0,2 mm? bei héherer Viruslast zeigen wir sehr dhnliche
Werte wie vorangegangene Studien. Die in unserer Studie erreichten Cholesterinwerte sind im
Vergleich zu Studien mit dahnlichen Parametern etwas geringer als erwartet. Griinde dafir kénnten
Unterschiede in der Nahrungszusammensetzung, dem Verhalten, den Haltungsbedingungen oder

eine nicht immer vollstandig gelungene Virusapplikation liber die Schwanzvene sein.

Uber die Cholesterinwerte und Lisionsareale hinaus stellten wir eine dosisabhingige
Gewichtsreduktion fest, die auf eine geringere Fettmasse zurlickzuflihren war. Nur wenige der
durchgefiihrten Studien berichten tiber die Gewichtsentwicklung nach PCSK9®-AAV-Injektion: Eine
Studie konnte keine Verdnderungen im Korpergewicht feststellen (Goettsch et al., 2016). In einer
weiteren Studie flihrte die Injektion bei Standarddiat zu signifikanter Gewichtszunahme, aber nicht
bei Western Diat (Louloudis et al., 2021). Nur in einer Studie konnte eine Gewichtsreduktion nach
Injektion gesehen werden (Mulorz et al., 2020). In keiner der genannten Studien wurden
Unterschiede im Gewichtsverlauf diskutiert. Zur Assoziation von Adipositas und PCSK9-
Konzentrationen ist bislang nur eine begrenzte Anzahl an Studien durchgefiihrt worden, die
bisweilen widerspriichliche Ergebnisse zeigten. Einerseits waren Adipositas und Diabetes in jungen
Frauen mit hoheren PCSK9-Konzentrationen verbunden (Levenson et al., 2017) und PCSK9-
Inhibitoren verhinderten Adipositas (Deshycka et al., 2021). Es zeigte sich auch eine positive
Korrelation zwischen BMI und PCSK9. Andererseits wurde im Dinndarm adiposer Patienten mit
Insulinresistenz weniger PCSK9 gefunden (Melendez et al., 2017) und in einer Studie wurde eine
inverse Beziehung zwischen PCSK9 und dem Taillenumfang gefunden (Vekic et al., 2019). Die
Ursache fiir die dosisabhdngige Reduktion der Fettmasse nach PCSK9P'-AAV-Injektion kann daher
nicht abschlieBend beantwortet werden. Eine mogliche Lebertoxizitdit oder entziindliche
Reaktionen auf den Vektor konnten in den bisher durchgefiihrten Studien ausgeschlossen werden.
Fraglich bleibt der Einfluss von PCSK9PY-AAV auf die Nahrungsaufnahme, auf Adipokine wie Leptin
und auf das Verhalten der Tiere. Um den Einfluss von PCSK9PY-AAV darauf zu untersuchen, sind

weitere Studien notwendig.
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7.3.2 Bedeutung des genetischen Hintergrunds im Tierversuch

Wahrend in jlingeren Studien sowohl an C57BL/6N-Mausen (Rawish et al., 2020; Schuster et al.,
2018) als auch an Ratten (Beckmann et al., 2021) dhnlich wie in unserer Hauptstudie die Diat-
induzierte Adipositas vollstandig verhindert wurde, konnten Dapper et al. an FVB/N-M&usen nur
die Tendenz zur Gewichtsreduktion durch Telmisartan sehen (Dapper et al., 2019). Die vorliegende
Studie liefert einen weiteren Hinweis dafiir, dass der genetische Hintergrund der Mause fir die

diskrepanten Ergebnisse verantwortlich sein konnte.

C57BL/6 und FVB/N sind haufig verwendete genetische Hintergriinde bei Studien zu
metabolischen Erkrankungen, sie unterscheiden sich aber sowohl genotypisch als auch
phanotypisch, weshalb bei der Interpretation und dem Vergleich von Studien ein besonderes
Augenmerk darauf zu legen ist, auf welchem genetischen Hintergrund sie durchgefiihrt wurden.
Insbesondere im Hinblick auf das metabolische Syndrom und die Entwicklung atherosklerotischer
Lasionen konnten Unterschiede gezeigt werden. Wie eingangs beschrieben, sind Mause auf dem
FVB/N-Hintergrund relativ resistent gegenuber der Entwicklung atherosklerotischer Lasionen,
wahrend C57BL/6-Mause trotz niedrigerer Cholesterin-Spiegel bis zu neunfach groBere Lisionen
entwickeln (Shim et al., 2011). Als Griinde fiir die veranderte Suszeptibilitait werden Unterschiede
im Apolipoprotein A-l (Sontag et al.,, 2014) und A-ll (Sontag & Reardon, 2014) diskutiert, die
wichtigsten Apolipoproteine im HDL-Cholesterin, dessen geringe Konzentrationen im Blut als
Risikofaktor fiir Atherosklerose identifiziert werden konnten. Beschrieben wurden auch die
veranderte Funktion von A20, einem wichtigen negativen Regulator der NF-kB-Aktivitat (Idel et al.,
2003) und eine unterschiedliche Empfanglichkeit der GefaBwand gegeniiber der Formation von

Plaques (Shim et al., 2011).

Der Glukosestoffwechsel ist ebenso durch den genetischen Hintergrund beeinflusst. Maduse
auf C57BL/6 entwickeln durch HFD Insulinresistenz und Glukoseintoleranz (Gaisler-Silva et al.,
2021). Auf FVB/N sind Mause hingegen bereits mit chow Diat relativ intolerant gegenliber Glukose
und zeigen eine &hnliche Toleranz wie C57BL/6 mit HFD (Montgomery et al., 2013). Die
Glukoseintoleranz von FVB/N kann durch HFD weiter gesteigert werden (Nascimento-Sales et al.,
2017). Insgesamt entwickeln C57BL/6 einen milden Diabetes mellitus, wahrend FVB/N eine starke
Hyperglykdamie entwickeln und deutlich reduzierte Konzentrationen von Adiponektin aufweisen
(Haluzik et al., 2004). Weil C57BL/6 im Vergleich zu drei anderen Inzucht-Stammen, darunter FVB/N,
eine intermediare physiologische Antwort im Glukosestoffwechsel zeigte, wurde dieser genetische
Hintergrund als passendes Modell fiir die Untersuchung der Glukosehomdostase befunden

(Berglund et al., 2008).

Diskrepant ist die Studienlage bezlglich der Frage, ob M&use auf dem FVB/N-Hintergrund

resistent gegeniber der Entwicklung einer Didt-induzierten Adipositas sind. So wurde einerseits
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gezeigt, dass C57BL/6 zwar mit einem leicht geringeren Gewicht, kleineren Adipozyten und
starkerer Kapazitat flir Remodelling im weillen Fettgewebe beginnen und durch HFD signifikant an
Gewicht zunehmen, FVB/N ihr initial leicht erh6htes Gewicht aber kaum steigern (Kim et al., 2013).
Auch in einer weiteren Studie zeigten FVB/N mit chow und HFD das gleiche Ausmall an
Gewichtszunahme und wurden als resistent gegeniiber der Didt-induzierten Adipositas beschrieben
(Devlin et al., 2018). Eine fehlende Gewichtszunahme trotz HFD wurde auf eine mitochondriale
Entkopplung bei FVB/N zuriickgefihrt, die in reduziertem oxidativem Stress und einem erhoéhten
Energieverbrauch miindete, wahrend bei C57BL/6 die mitochondriale Kapazitit reduziert war und
sich oxidativer Stress entwickelte (Boudina et al., 2012). Dem gegeniiber stehen zahlreiche Studien,
die auch auf dem FVB/N-Hintergrund die Entwicklung einer Diat-induzierten Adipositas zeigen
konnten (Martin et al., 2006; Metlakunta et al., 2008; Sahu et al., 2015), darunter auch die Studie
unserer Arbeitsgruppe (Dapper et al.,, 2019). Es wird aufgezeigt, dass Mause auf diesem
Hintergrund im Vergleich zu C57BL/6 mehr HFD konsumieren, aber dennoch in geringerem Ausmaf
Adipositas entwickeln (Gaisler-Silva et al., 2021). Weniger Fett akkumuliert in viszeralen Depots,
HFD ruft im Fettgewebe von FVB/N aber eine starkere Entziindung hervor und die Entwicklung einer
hepatischen Steatose wird beglinstigt. Insgesamt ergaben sich sogar schwerwiegendere
Auswirkungen durch HFD bei FVB/N im Vergleich zu C57BL/6 (Nascimento-Sales et al., 2017). Als
Ursachen der widerspriichlichen Ergebnisse werden die Lange des Untersuchungszeitraums, die
Nahrungszusammensetzung, das Geschlecht der Mause, das Mikrobiom und die unterschiedliche

Anzahl von Tieren pro Kéfig diskutiert (Cranford et al., 2016).

Auch hinsichtlich des Renin-Angiotensin-Systems gibt es genetische Unterschiede. Mause
auf dem C57BL/6 Hintergrund verflugen nur Gber ein Gen fir die Endopeptidase Renin, wahrend
andere Stamme wie 129Sv und FVB/N dafiir zwei Gene auf dem Chromosom 1 aufweisen. Ren-2
codiert im Gegensatz zu Ren-1 eine nicht-glykosylierte Form von Renin, die vor allem in der
Speicheldrise, aber auch in der Niere exprimiert wird. Welchen Anteil die beiden Formen an der
Plasma-Renin-Aktivitdt (PRA) haben und wie sie sich gegenseitig beeinflussen, ist bislang unklar.
Hansen et. al. konnten zwischen den beiden Stimmen keine Unterschiede der PRA und der Renin-
MRNA feststellen, weisen aber darauf hin, dass bei erhdhtem Stresslevel eine Verdanderung
beobachtet werden konnte (Hansen et al., 2004). Hingegen konnte in einer anderen Studie ein
erhohter Blutdruck und eine gesteigerte PRA bei Vorhandensein von zwei Renin-Genen gesehen
werden (Wang et al., 2002). Eine weitere Studie zeigte ebenfalls einen erhéhten Blutdruck, aber

eine niedrigere PRA (Lum et al., 2004).

Innerhalb der verschiedenen C57BL/6 Substimme wurden genetische Polymorphismen
beobachtet, die sich ebenfalls auf den Phanotyp auswirken. Dazu zahlt insbesondere eine Mutation

der Nicotinamid-Nukleotid-Transhydrogenase (NNT), die C57BL/6J-Stamme aufweisen, C57BL/6N-
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Stamme aber nicht (Zurita et al., 2011). Mausen, die diese Mutation zeigen, wurde eine abnorme
Glukosetoleranz und eine gestorte Insulinsekretion zugeschrieben (Mekada & Yoshiki, 2021). NNT
ist eine wichtige Quelle von antioxidativem NADPH im Mitochondrium. Durch die genannte
Mutation wird die Aktivitat der NNT verringert und es entstehen vermehrt ROS. Das konnte mit
einer erhdhten Suszeptibilitat fir Hypertonie und vergroRerten atherosklerotischen Lasionen
assoziiert werden (Vozenilek, Vetkoetter, et al., 2018). Beziiglich des Glukosestoffwechsels weist
eine Studie allerdings darauf hin, dass C57BL/6J-Stamme in vitro zwar weniger Glukose-stimulierte
Insulinfreisetzung zeigten, in vivo aber keine Unterschiede zwischen C57BL/6J und C57BL/6N zu
erkennen waren. Durch den Konsum von HFD zeigten sich vielmehr Unterschiede zwischen den
Substimmen von C57BL/6N (Hull et al., 2017). Fisher-Wellman et. al. zeigten, dass C57BL/6J im
Vergleich zu C57BL/6N entgegen der Erwartung weniger Gewichtszunahme, Fettmasse und
Nahrungsaufnahme aufweisen und HFD bei C57BL/6N einen groReren Einfluss auf die Redox-
Homoostase hatte. Aufgrund der genetischen Varianzen im C57BL/6J Hintergrund wurde der
Hintergrund C57BL/6N fir metabolische Studien empfohlen, den auch wir in der vorliegenden

Studie verwendeten (Fisher-Wellman et al., 2016).

Wie oben aufgefiihrt unterscheiden sich C57BL/6N und FVB/N sowohl genotypisch als auch
phanotypisch. Unsere Studie enthalt weitere Erkenntnisse dafiir, dass der genetische Hintergrund
zu einer unterschiedlich starken Empfanglichkeit fir die Wirkung von Telmisartan auf die
Gewichtsentwicklung beitragt. Im Wildtyp auf FVB/N konnte die Entwicklung einer Dit-induzierten
Adipositas nur geringfligig reduziert, auf C57BL/6N aber vollstandig verhindert werden. Bei Mas-
Defizienz auf FVB/N konnte die Entwicklung einer Diat-induzierten Adipositas in groRerem Ausmaf
als im Wildtyp reduziert werden, wiederum aber nicht vollstandig wie dies hier auf C57BL/6N der
Fall war (Dapper et al., 2019). Zu den wichtigsten genetischen Unterschieden zwischen den beiden
Inzucht-Stammen  zdhlen die unterschiedliche Suszeptibilitdit fur die Entwicklung
atherosklerotischer Lasionen, Unterschiede im Glukosestoffwechsel, die unterschiedlichen
Gewichtsentwicklungen bei Konsum von HFD und die unterschiedliche Anzahl von Renin-Genen.
Der Phanotyp von Mas ko Mausen wurde hinsichtlich des kardiovaskuldaren Systems und

metabolischer Veranderungen in verschiedenen genetischen Hintergriinden beschrieben.

Walther et al. untersuchten 1998 erstmals Mause mit globaler Defizienz des Mas-Rezeptors
(Walther et al., 1998). Dabei und in folgenden Studien wurden Mause mit gemischtem genetischen
Hintergrund 129/SvxC57BL/6 verwendet und zeigten verdndertes Verhalten sowie Unterschiede in
der Herzfrequenz und der Blutdruckvariabilitat bei insgesamt unverdandertem Blutdruck (Walther,
Voigt, et al., 2000; Walther, Wessel, et al., 2000). Falschlicherweise vermutete man Mas in diesen

Studien als Rezeptor fiir Angll. Erst 2003 gelang der Nachweis von Angl-7 als endogenem Liganden

7 Anhang 104



fir Mas (Santos et al., 2003). Es folgten weitere Untersuchungen auf reinem C57BL/6-Hintergrund,

seltener auf FVB/N-Hintergrund.

Die Uberwiegende Anzahl der Studien mit Mas ko Md&usen auf C57BL/6 zeigt keine
Veradnderung des basalen Blutdrucks (Botelho-Santos et al., 2012; Pinheiro et al., 2009; Rabelo et
al., 2008; Silva et al., 2013). Nur eine Studie zeigt einen niedrigeren systolischen Blutdruck, der auf
die verschlechterte kardiale Funktion zurickgefihrt wird (Santos et al., 2006). Nach HFD oder
Stimulation mit erhohten Salzkonzentrationen wiesen mannliche Mas ko Mause einen
ausbleibenden oder wenig stark ausgepragten Anstieg des Blutdrucks auf (Heringer-Walther et al.,
2012; Wang et al., 2017). Bei basal unverandertem Blutdruck zeigte nur eine Studie einen starkeren
Anstieg durch Angll-Stimulation (Ni et al., 2020). Dem gegeniiber stehen Untersuchungen, die in
Mas ko Mausen auf FVB/N stets einen erh6hten Blutdruck sahen (de Moura et al., 2010; Rabello
Casali et al., 2016; Santos et al., 2008). Auf Grundlage der bereits durchgefiihrten Studien waren
Unterschiede zwischen wt und Mas ko Madusen im Blutdruck auf dem von uns verwendeten
C57BL/6N-Hintergrund nicht zu erwarten, weshalb die Blutdruckmessung in der vorliegenden

Arbeit ausblieb.

7.3.3 Einordnung der Hypothesen zur Gewichtsreduktion

A779 wurde erstmals von der Santos-Gruppe charakterisiert als spezifischer Antagonist, der den
antidiuretischen Effekt von Angl-7 und Effekte auf den Blutdruck verhindert, ohne intrinsische
agonistische Aktivitat zu zeigen oder die Effekte von Angll an AT1R sowie ATR zu verandern (Fontes
et al., 1994; Santos et al., 1994). Hinweise auf Spezifitdt sind auch die Beobachtungen, dass A779
die NO-Freisetzung in vitro und in vivo vollstédndig und damit im selben Ausmal verhindern konnte
wie Mas ko Mause (Fraga-Silva et al., 2008) sowie die Vasodilatation durch Angl-7 im selben MaR
reduzierte wie Mas ko Mause (Peiro et al., 2007). Andere Studien zeigen allerdings auf, dass A779
die Effekte von Angl-7 nur teilweise reduzieren konnte: Die NO-Freisetzung durch Angl-7 konnte
in bovinen Endothelzellen nur um 50% verringert werden (Lemos et al., 2005), die Vasodilatation
durch Ang1-7 konnte nicht aufgehoben werden (Bosnyak et al., 2012) und die positiven Wirkungen
hinsichtlich Herzfunktion und Remodelling wurden nur zu 52-86% reduziert (Zeng et al., 2012).
Diskutiert wurden neben strukturellen Unterschieden zwischen bovinen und Maus-Endothelzellen
auch die Rolle der Rezeptor-Oligomerisation und die Dosierung von A779. Zeng et al. verweisen
darauf, dass in zukinftigen Studien die Spezifitdt von A779 untersucht werden sollte (Zeng et al.,
2012). Durch die aufgefiihrten Studien kann die Frage nicht abschlieBend beantwortet werden. Mit
dem Wissen von heute erscheinen die diskrepanten Ergebnisse aber weniger als Beweis fir
fehlende Spezifitdt von A779, sondern als Argument fiir die Vermutung, dass neben Mas weitere

Rezeptoren die Wirkungen von Angl-7 vermitteln.
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Dies wird insbesondere unterstiitzt durch die Beobachtung, dass ein weiterer Angl-7-
Antagonist, D-Pro-Angl-7, die Wirkungen von Angl-7 im Gegensatz zu A779 zuverlassig blockiert
(Lautner et al., 2013). In der Tat konnten neben der ACE2/Angl-7/Mas-Achse weitere RAS-

Metabolite entdeckt und charakterisiert werden.

Durch chronische Behandlung mit dem AT:R-Blocker Telmisartan steigen die
Konzentrationen von Angll. Infusionen mit Angll selbst konnten &dhnlich wie Telmisartan eine
Reduktion des Korpergewichts erreichen. Daher stellt sich die Frage, ob das gesteigert zur
Verfligung stehende Angll ausschlieRlich als Substrat fiir die Bildung von Angl-7 und folglich
Alamandin dient oder auch unabhangig vom AT;R selbst Wirkungen erzielt. In diesem Fall stiinde
Angll fiir die Bindung an AT,R zur Verfligung. Rawish et al. weisen darauf hin, dass unter chronischer
Telmisartan-Behandlung die Expression des AT;R gesteigert wird (Rawish et al., 2020). Die Rolle des
AT.R bei der Entwicklung einer Didt-induzierten Adipositas ist noch nicht ausreichend beschrieben.
Einerseits konnte im AT,R ko bei gleichzeitiger Uberexpression von Angiotensinogen eine Adipositas
verhindert werden, was auf eine gewichtssteigernde Rolle des AT,R hindeutet (Yvan-Charvet et al.,
2009). In der Diskussion wird darauf hingewiesen, dass sowohl AT1R ko als auch ATR ko vor einer
Diat-induzierten Adipositas geschiitzt sind. Gleichzeitig zeigte der AT.R ko mit HFD ein hdheres
Gewicht und die Stimulation von AT,R mit Compound 21 (C21) reduzierte das Ubergewicht und
verbesserte die Insulinsensitivitdt (Nag et al., 2015). C21 schiitzte auch vor der Entwicklung einer
Diat-induzierten endothelialen Dysfunktion (Gonzalez-Blazquez et al.,, 2021). Ein AT,R-Agonist
supprimierte die Nahrungsaufnahme, tat dies aber nicht mehr im AT;R ko (Ohinata et al., 2008). Bei
der Blockade des AT;R steigt die Konzentration von Angll und es steht sowohl fiir die Bindung an
den AT;R als auch fir die weitere Metabolisierung durch ACE2 zu Verfligung. Die Frage nach der
Rolle des AT,R bei der Telmisartan-induzierten Gewichtsreduktion kann durch die aufgefiihrten
Studien nicht abschlieRend beantwortet werden. Die Beobachtung, dass sowohlim AT;R ko als auch
im AT.R ko das Gewicht reduziert ist, deutet aber darauf hin, dass ein ausbleibendes negatives
Feedback, die Steigerung von Angll und die weitere Metabolisierung fiir den Effekt wichtiger sind
als die Bindung von Angll an die Rezeptoren selbst. Ob die protektiven Einflliisse von C21 einen Teil
des Telmisartan-Effekts widerspiegeln, liee sich in zuklinftigen Studien mit AT.R ko und

chronischer AT;1R-Blockade durch Telmisartan beantworten.

He et. al. zeigten, dass Telmisartan auch unabhdngig vom Renin-Angiotensin-System
gewichtsreduzierende Wirkung entfaltet, indem es PPARS aktiviert und dariber Lipolyse und
adaptive Thermogenese steigert. Im PPARS ko blieb die Wirkung von Telmisartan aus (He et al.,
2010). In der Tat konnte auch in weiteren Studien beobachtet werden, dass Telmisartan PPARS
aktiviert (Chang et al., 2016; Li et al., 2013). Beziglich der Gewichtsentwicklung konnte gezeigt

werden, dass der PPARS ko mit chow Diat zwar eine reduzierte Fettmasse aufweist, die Fettmasse
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mit HFD allerdings gegeniiber dem Wildtyp gesteigert werden kann. Die Aktivierung von PPARS
schitzt vor Diat-induzierter Adipositas (Ehrenborg & Skogsberg, 2013). Dabei ist auch eine
reduzierte Expression des Cannabinoid-Rezeptors Typ 1 (CB1) involviert (Yan et al., 2007). Uber das
reduzierte Gewicht hinaus konnte durch die Aktivierung von PPARS eine Steigerung von HDL, eine
Senkung von LDL und Triglyceriden sowie eine Verbesserung der Insulinsensitivitat erreicht werden
(Barish et al., 2006). Ahnlich protektiven Einfluss hat die Aktivierung von PPARS auf die Entwicklung
von endothelialer Dysfunktion und atherosklerotischen Lasionen (Cheang et al., 2019; Cheang et
al., 2017; Ehrenborg & Skogsberg, 2013). Als weitere mogliche Ursache fiir die Gewichtsreduktion

durch Telmisartan ist die gesteigerte Expression von UCP-1 beschrieben (Araki et al., 2006).

7.3.4 RNA-Sequenzierung der abdominalen Aorta

Die Entwicklung von Atherosklerose durch Western Didt und PCSK9®'-AAV-Injektion fiihrte zu
gleichsinnig veranderter Expression in wt sowie Mas ko Mdausen von insgesamt 127 Genen. Die
Carnitin-Palmitoyltransferase 1b (Cptlb), ein muskelspezifisches Enzym mit wichtiger Funktion bei
der mitochondrialen Aufnahme von Fettsduren und der B-Oxidation, wurde in beiden Mausreihen
vermehrt exprimiert. Es konnte durch andere Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass eine
Suppression des Enzyms in einer intrazelluldren Akkumulation von Lipiden mit Zellschaden
resultierte, eine Defizienz fiihrte zu kardialer Hypertrophie (Li et al., 2023; Wu et al., 2021). Die
protektiven Effekte von Pioglitazon, einem PPARy-Agonisten, auf die kardiale Funktion bei
vorliegender Dyslipidamie sind verbunden mit einer gesteigerten Expression von Cptlb (Legchenko
et al., 2018). Vermutlich im Sinne einer Gegenregulation war dhnlich wie in unserer Studie Cptlb

bei HFD vermehrt exprimiert (Nakanishi et al., 2023).

Zur Induktion von Atherosklerose machten wir uns im Rahmen dieser Studie die
degradierende Wirkung von PCSK9 auf den LDL-Rezeptor in der Leber zu nutze. Die Expression von
PCSK9 wird u. a. reguliert durch sterol regulatory element-binding protein 2 (SREBP2), ein Enzym
der Cholesterinsynthese, dieses wiederum durch den pregnane-X-receptor (PXR). PXR, codiert
durch nuclear receptor subfamily 1, group |, member 2 (Nrll2), ist ein ligandenaktivierter
Transkriptionsfaktor vieler Phase |- und Il-Enzyme der Leber. Beispielsweise bestimmte
Medikamente fiihren zur PXR-Aktivierung und Uber eine gesteigerte Expression von PCSK9 zur
Hypercholesterindmie, einem wichtigen Risikofaktor der Atherosklerose (Karpale et al., 2022). Die
Aktivierung des PXR flihrte bei Mdusen mit ApoE oder LDLR ko zu verstarkter Entwicklung von
Atherosklerose. Es kommt zu gesteigerter Lipidaufnahme in Makrophagen, mehr Schaumzellen und
vergroRerten atherosklerotischen Lasionen. Die Defizienz von PXR hingegen schiitzt Mause vor
Atherosklerose sowie Adipositas (Liu et al., 2022). PXR wird u. a. auch in Endothelzellen der Aorta

und glatten Muskelzellen exprimiert (Xiao et al., 2014). Andere Arbeitsgruppen konnten dhnlich wie
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wir in wt und Mas ko Mausen zeigen, dass eine Hochfettdidt zum Anstieg der PXR-Expression fuihrt

(Daujat-Chavanieu & Gerbal-Chaloin, 2020).

Telmisartan ist ein partieller Agonist von PPARy, einem ligandenaktivierten
Transkriptionsfaktor. Daneben existieren weitere Peroxisom-Proliferator-aktivierte-Rezeptoren,
wie bspw. PPARaq, das in verschiedenen Geweben, u. a. aber auch in Endothelzellen, glatten
Muskelzellen und Monozyten exprimiert wird. Aktiviert durch essenzielle Fettsdauren, Derivate und
z. B. Fibrate bildet PPARa Heterodimere mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) und fiihrt zu einer
gesteigerten Oxidation von Fettsduren sowie der Bildung von Ketonkérpern (Ruscica et al., 2019).
Da die Dyslipiddmie ein relevanter Risikofaktor fiir die Entwicklung von Atherosklerose ist, liegt
nahe, dass auch Expressionsunterschiede von PPARa Einfluss auf die GefaBpathologie haben. In der
Tat konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von PPARa die Bildung von Schaumzellen inhibiert,
Proliferation und Migration glatter Muskelzellen sowie die Formation und Ruptur von Plaques
reduziert. Daflir wird u. a. auch eine antiinflammatorische Wirkung verantwortlich gemacht. PPARa
begrenzt die Akkumulation von oxidiertem LDL in Plagues und reduziert ROS (Yu et al., 2015). In
atherosklerotischen Plaques wurde vermehrt PPARa mRNA und Protein nachgewiesen, was zu
unserer Beobachtung einer gesteigerten PPARa-Expression passt (Gao et al., 2013). Dies ist am

ehesten im Rahmen einer Gegenregulation zu verstehen.

Die Carboxypeptidase N Untereinheit 2 (Cpn2) ist ein regulatorisches Protein mit Funktion
bei Entziindungen. Uber die Rezeptoren B1 und B2 wirken Bradykinin bzw. Kallidin
proinflammatorisch. Cpn2 spaltet Arginin von Bradykinin bzw. Kallidin ab und erhéht damit die
Affinitat. Insbesondere der B1-Rezeptor ist involviert in der Pathogenese von Bluthochdruck und
kardiovaskuldren Erkrankungen (Merino et al., 2009). Uber den Rezeptor wird NFkB stimuliert, was
die Adharenz und Migration von Leukozyten steigert (Kishimoto et al., 2021). Im Tierversuch konnte
bei Defizienz vom B1-Rezeptor eine verstarkte Atherosklerose nachgewiesen werden, gleichzeitig
war in ApoE ko Mausen und auch bei endothelialer Dysfunktion vermehrt der B1-Rezeptor
gefunden worden (Merino et al.,, 2009). Cpn2 war in beiden Mauslinien als Ausdruck der

atherosklerotischen Entwicklung gesteigert.

Zu den Genen, deren Expression nicht in wt aber in Mas ko Mausen verandert war, zdhlen u. a.
Dio2, Hk2, S100b und Mtor. Die Deiodinase Typ 2 (Dio2) katalysiert die Konversion von Thyroxin zu
bioaktivem Triiodthyronin und ist ein Marker fiir das braune Fettgewebe. Bei Adipositas findet sich
mehr Dio2 im subkutanen und viszeralen Fettgewebe (Bradley et al., 2018). Uber eine Steigerung
des Energieverbrauchs, verstarkte Oxidation von Fettsdauren und verstarkte Aufnahme von LDL in

der Leber konnten bspw. mit einem Agonisten von fibroblast growth factor 21 (FGF21) Dyslipidamie

7 Anhang 108



und atherosklerotische Plaques reduziert werden. Dies war verbunden mit einer gesteigerten
Expression von Dio2 (Min et al., 2019). Hinsichtlich der Atherosklerose konnte gezeigt werden, dass
es zu einer verminderten Expression von Dio2 bei infrapoplitealer Atherosklerose kommt (Wu et
al., 2024). In unserer Studie war die Expression von Dio2 in der abdominalen Aorta gesteigert. Dies
ist iberraschend, scheint doch Dio2 protektiv bei Atherosklerose zu wirken. Moglicherweise sind
Unterschiede in der Expression der verschiedenen GefidlRabschnitte eine Erklarung fir die

Diskrepanz. Die Expression im Fettgewebe wurde im Rahmen unserer Studie nicht untersucht.

Gesteigert exprimiert wurde im Rahmen unserer Arbeit auch die Hexokinase 2 (Hk2). Dies
passt zu den Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe, die zeigen konnten, dass Hk2 im Rahmen
einer systemischen Immunantwort vaskuldre Entzindung und Atherosklerose verstarkt und dass
Hk2 selbst im Rahmen von kardiovaskuldren Erkrankungen verstarkt exprimiert wird (Sun et al.,

2023).

S100B ist Teil einer Familie aus mindestens 25 Calcium-bindenden S100-Proteinen.
Insbesondere fir S100 A8, A9 und A12 sind Einflliisse auf die Atherosklerose beschrieben, aber auch
S100B ist beteiligt: S100 aktivieren receptor for advanced glycation end products (RAGE) und toll-
like-receptor 4 (TLR4) und flhren (ber die Sekretion proinflammatorischer Cytokine zur
endothelialen Dysfunktion, zu oxidativem Stress, zu Adhdsion und Infiltration von
Entziindungszellen und schlieRlich zu Atherosklerose. Im Tierversuch mit Doppel-ko von ApoE und
RAGE bzw. TLR4 wurden geringere atherosklerotische Plaques festgestellt (Xiao et al., 2020). In
vulnerablen Plaques wurde eine gesteigerte Expression von S100B gemessen (Cheng et al., 2020).

Dies bestatigen wir mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit.

Ebenfalls bestdtigen wir mit unserer Studie den Einfluss von mechanistic target of
Rapamycin (mTOR) auf die Atherosklerose. Eine verstarkte Expression wie im Fall unserer Arbeit ist
pro-atherosklerotisch, eine Inhibition von mTOR, wie man sie sich beispielsweise in Drug-eluting
stents zu Nutze macht, wirkt einer Atherosklerose entgegen: Dabei zdhlt insbesondere die
Inhibition des mTORC1-Komplexes, die zu weniger MCP-1 und Adhasion von Monozyten fiihrt. Es
kommt ebenso zum verstarkten Cholesterin-Efflux, die Formation von Schaumzellen wird inhibiert.
Durch Senkung von hypoxia-inducible factor 1a (HIF-a) und vascular endothelial growth factor
(VEGF) wird die Angiogenese reduziert, was ebenso wie die reduzierte MMP-Aktivitat zur groReren
Stabilitat der Plaques beitragt. Nebenwirkungen einer mTOR-Inhibition sind Hypercholesterinamie
und Diabetes, weshalb eine Komedikation mit Statinen und Metformin bedacht werden sollte

(Kurdi et al., 2016; Martinet et al., 2014).
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Wir konnten zeigen, dass in Mas ko Mausen zwélf Gene sowohl durch Western Didt und PCSK9P"-
Injektion als auch durch die Behandlung mit Telmisartan in ihrer Expression verdndert waren:
Slc27al, Tst, Rgs2, Slc43al, Cish, Ehhadh, Ppplr3c, Nnat, Cablesl, Serpinel, Ponl und Cplanel.
Davon durch Telmisartan gegenteilig reguliert im Vergleich zu PCSK9®Y-AAV und Western Didt mit
Vehikel waren acht Gene: Tst, Rgs2, Slc43al, Cish, Nnat, Serpinel, Ponl und Cplanel. In dhnlichem

Ausmal gegenteilig reguliert waren Tst, Rgs2 und Ponl.

Tst ist verantwortlich fiir die Expression der Thiosulfat-Sulfurtransferase, eines
mitochondrialen Enzyms mit Rolle bei Schwefelliibertragung und Zellhomoéostase. Bei
metabolischen Erkrankungen hat das Enzym einen positiven Einfluss, verbessert die mitochondriale
Aktivitdt und steigert Antioxidantien. In der Literatur wird Tst als Pradiktor flir metabolische
Gesundheit benannt. Das Enzymprodukt Thiosulfat steigert die Bildung von NO und verbessert die
endotheliale Homoostase. Es ist protektiv bei kardialer Ischdmie und bei durch Angll induzierter
kardialer oder renaler Schadigung (Kruithof et al., 2020). Natriumthiosulfat reduziert als H,S-Donor
Hypertonie, Hypertrophie, Fibrose und oxidativen Stress (Snijder et al., 2015). Hinsichtlich der Tst
Expression ist eine negative Korrelation mit Glukose, Fettmasse und BMI beschrieben (Kruithof et
al., 2020). Entgegen der Erwartung zeigen Mas-defiziente Mause in unserer Studie nach Steigerung
der Fettmasse und Entwicklung von Atherosklerose durch Western Diat und PCSK9P'-Injektion eine
Steigerung der Tst Expression und die Reduktion der Fettmasse durch Telmisartan fuhrt zu einer
Senkung der Expression. Die Ursache des Widerspruchs bleibt letztlich unklar. Méglicherweise ist
die verdnderte Expression im Rahmen unserer Studie im Sinne einer Gegenregulation bei
metabolischer Entgleisung zu verstehen, die nach Telmisartan-Behandlung und Senkung von
Fettmasse und BMI obsolet ist. Denkbar ist auch die unterschiedliche Expression des Gens in

unterschiedlichen Geweben.

Angll fihrt Gber den G-Protein gekoppelten Rezeptor AT:R zu Vasokonstriktion, Hypertonie,
Hypertrophie, endothelialer Dysfunktion und verstarkter Atherosklerose. Auch andere Gqg-Protein-
gekoppelte Rezeptoren wie der Endothelin-Rezeptor fiihren zu Hypertrophie und Remodelling.
Rgs2, requlator of G protein signaling 2, fungiert als GTPase aktivierendes Protein und beschleunigt
die Deaktivierung der Rezeptorwirkung, insbesondere fiir Gg-Proteine. NO aus den Endothelzellen
stimuliert die Produktion von cGMP, dieses aktiviert die Proteinkinase Gla (PKGla), die im Anschluss
Rgs2 phosphoryliert und die Gg-vermittelte Vasokonstriktion abmildert (Osei-Owusu & Blumer,
2015). Die Expression von Rgs2 wird durch Angll im Sinne eines negativen Feedbacks kurzfristig
gesteigert, aber langfristig supprimiert. Bei dauerhafter Stimulation mit Angll und dadurch
gesenkter Expression von Rgs2 besteht eine gesteigerte Suszeptibilitdt der Zellen fir die Wirkung
von Angll (Mao et al., 2014). Eine Defizienz von Rgs2 fiihrt zu Hypertonie, kardialer Hypertrophie

und Insuffizienz, es kommt zu verstarkter Kontraktion glatter Muskelzellen im Gefall (Zhang &
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Mende, 2014). Telmisartan konnte im Tierversuch mit Rgs2-Defizienz die Angll-induzierten Schaden
supprimieren, indem es oxidativen Stress und Entziindung reduzierte (Matsumoto et al., 2010). Im
Rahmen unserer Studie konnte gezeigt werden, dass die Expression von Rgs2 in der abdominellen
Aorta durch Western Didt und PCSK9-Injektion gesteigert wird und die Behandlung mit
Telmisartan diese Steigerung umkehrt. Unter der Annahme, dass durch die Diat-induzierte
Adipositas das RAAS aktiviert ist und die Angll-Konzentration dauerhaft erhéht ist, ware nach
kurzfristiger Steigerung der Rgs2-Expression eine dauerhafte Suppression erwartet worden. Auch
in anderen Studien konnte gezeigt werden, dass bei Bluthochdruck, also im Rahmen einer RAAS-
Aktivierung, die Expression von Rgs2 reduziert war (Osei-Owusu & Blumer, 2015). Eine Studie
allerdings verwies auf die positive Korrelation von HbAlc und Rgs2-Expression bei Diabetes mellitus

Typ 2, was prinzipiell unsere Ergebnisse bestatigen wiirde (Zhang et al., 2022).

Zu den Diagnosekriterien des metabolischen Syndroms zdhlen neben der stammbetonten
Adipositas, Hypertonie, Diabetes mellitus Typ 2 bzw. erhohte Niichternglukose auch die
Dyslipidamie mit Hypertriglyceriddmie sowie Erniedrigung von HDL. Das HDL Ubernimmt im
menschlichen Lipidstoffwechsel den reversen Cholesterintransport zur Leber. Mit HDL assoziiert ist
die Paraoxonase 1 (Ponl), eine in der Leber produzierte Organophosphat-Esterhydrolase mit
Einfluss auf oxidativen Stress und Entziindung (Kotur-Stevuljevic et al.,, 2020). Ponl st
atheroprotektiv, verhindert die Oxidation von Lipiden, stimuliert Gber die endotheliale NO-
Synthase die Produktion von Stickstoffmonoxid und limitiert die Entwicklung atherosklerotischer
Lasionen. Im Tierversuch entwickelt sich bei Pon1-Defizienz beschleunigt Atherosklerose (Gugliucci
& Menini, 2015). Eine Uberexpression von Pon1 fiihrte zu veranderter Aktivitit von Makrophagen,
vermehrtem Cholesterinefflux, schitzt vor Adhdsion der Monozyten an das Endothel und
normalisiert die Endothelfunktion. Die leichtgradige systemische Entziindung bspw. im Rahmen
einer Atherosklerose fiihrt zum Verlust der enzymatischen Pon1 Aktivitat (Kotur-Stevuljevic et al.,
2020). Wahrend geringe Spiegel von Ponl im Serum mit dem erhdhten Risiko fiir kardiovaskuldre
Erkrankungen assoziiert sind, konnte immunhistologisch gezeigt werden, dass in der menschlichen
Aorta wahrend der Entwicklung von Atherosklerose vermehrt Ponl exprimiert wird (Mackness &
Mackness, 2013). In der vorliegenden Studie kdnnen wir das auch fur die atherosklerotische
abdominelle Aorta bei Mas-Defizienz nachweisen, wahrend die Behandlung mit Telmisartan im
Sinne ihrer anti-atherosklerotischen Wirkung zu einer Senkung der Ponl-Expression in der Aorta

fuhrt.

Slc27al oder auch fatpl (fatty acid transport protein 1) ist ein Transportprotein fir
langkettige Fettsdauren und wird exprimiert u. a. in Fettgewebe, Leber und Herz. In den Studien
anderer Arbeitsgruppen fiihrte die Defizienz zu Gewichtszunahme, gesteigerter Fettmasse,

gesteigerter Infiltration von Makrophagen, mehr oxidativem Stress sowie vergrofRerten Plaques
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(Zhao et al., 2017). Eine verminderte Expression wie im Rahmen der vorliegenden Arbeit erscheint
also durchaus im Einklang mit der bisherigen Datenlage. Nur eine Studie konnte eine Resistenz
gegeniber der Didt-assoziierten Adipositas in fatpl ko Mausen feststellen (Wu et al., 2006). Eine
weitere Senkung der Expression durch Telmisartan trotz reduzierter atherosklerotischer Lasionen

in unserer Arbeit ist aktuell nicht nachvollziehbar.
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7.6 Geridte

Absaughilfe Vacuboy

Airflow Controller AC3
KG

ARIA CS60 Chancing Station

Atomic Force Microscope
Nanoscope Multimode8 AFM
Autoklav Systec VX-65

Becherglaser (50 ml, 2000 ml LABsolute®)

Blutzuckermessgerat, Accu-Chek® Performa

Eismaschine

Flussigstickstoff-Lager- und Transportbehélter

Apollo 50
ARPEGE 40

Gefrierschranke (-20°C)

Gefrierschranke (-80°C)
HERA Freeze HFU T Series

Kryotec

HERACell VIOS 160i CO2 Inkubator
Kafige Typ Il lang Gm500 Sealsafe® Plus
Knopfkaniile fiir orale Applikation
KUhlschrénke (2-8°C)

MEDline

Lichtmikroskop Olympus CKX53

MACSQuant Analyzer 10
Deutschland

Mikropipetten (10, 100, 200, 1000 pl)

Integra Biosciences GmbH, Deutschland

Waldner Laboreinrichtungen GmbH & Co.
Deutschland

Tecniplast Laboratory Animal Equipment
S.P.A,, Italien

Bruker, USA

Systec GmbH, Deutschland

Schott AG, Deutschland

Th. Geyer GmbH & Co. KG, Deutschland
Roche Deutschland, Deutschland

Ziegra Eismaschinen GmbH, Deutschland
Taylor-Wharton, USA

Messer Griesheim GmbH, Deutschland
AIR LIQUIDE Medical GmbH, Deutschland

Liebherr-International Deutschland GmbH,
Deutschland

Bauknecht Hausgerdate GmbH,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, USA
Kryotec-Kryosafe GmbH, Deutschland
Colora, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, USA
Tecniplast, Deutschland

Acufirm Ernst Kratz, Deutschland

Liebherr-International Deutschland GmbH,
Deutschland

C. Bomann GmbH, Deutschland
Olympus Europa SE & Co. KG, Deutschland

Miltenyi Biotech B.V. & Co. KG,
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PIPETMAN
Finnpipette®
Morser und Pistill
Nuklear-Magnet-Resonanz-Spektroskop
LF110-BCA Analyzer

Operationsbesteck

Pipettierhelfer
accu-jet® pro

pipetus®-standard

Sterile Werkbank
Z100
MSC-Advantage
Thermal Application Controller
Vortex-Ruttler
Waagen
ABT 100-5M
Cubis® Il
PCB M Memory
440-47N
Warmebad GFL®

Zentrifuge MIKRO 200R

Zentrifuge 5810

7.7 Substanzen und Lésungen

Cell-Tak™

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)
w/o Magnesium, w/o Calcium

EnzyChrom HDL/LDL/VLDL Assay Kit 100T

Ethanol
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Gilson S.A.S., Frankreich
Thermo Fisher Scientific, USA
Haldenwanger, Deutschland

Bruker, USA

Fine Science Tools, USA

B. Braun, Deutschland

BRAND GmbH + CO KG, Deutschland

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Deutschland

Schulz Lufttechnik GmbH, Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Deutschland
Bruker, USA

Werner Hassa GmbH, Deutschland

Kern & Sohn GmbH, Deutschland
Sartorius AG, Deutschland

Kern & Sohn GmbH, Deutschland
Kern & Sohn GmbH, Deutschland
Werner Hassa GmbH, Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Deutschland

Eppendorf AG, Deutschland

BD Biosciences, USA

Biowest, USA

Biotrend Chemikalien GmbH, Deutschland

J. T. Baker, Niederlande
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Fetales Kalberserum (FCS)

Flssiger Stickstoff

Gummi arabicum, spriihgetrocknet
Isofluran

Isotone Natriumchlorid-Lésung 0,9%

Ketamin 10% Injektionslosung

Minimal essential medium (MEM)
MEM Vitamine

MEM nicht-essentielle Aminosdauren
Naturliches Mineralwasser, evian®
Paraformaldehydlosung 4%
Penicillin

Ringer-Losung

RNAprotect®

Streptomycin

Telmisartan

Triglyceride ColorimetricAssayKit 96well Kit

Trockeneis

Xylazin Rom pun® 2%

7.8 Verbrauchsmaterialien

12-Well Zellkulturplatte CELLSTAR®
Amber safe-lock tubes 0,5 ml

Cantilever (30 pN/nm, spherical tip 10 um)
Chow-Diat (EF acc. D12450B mod.)
Deckglaschen

EDTA Microvette®, 100 K3E
Einmalkaniilen, AGANI™ Needle, 27Gx3/4"
Einmalkantlen, Microlance™ 3, 23Gx1"

Einmalkaniilen, Microlance™ 3, 27Gx3/4"
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PAA Laboratories, Osterreich

Lokaler Lieferant

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Baxter Deutschland GmbH, Deutschland
Berlin-Chemie AG

medistar Arzneimittelvertrieb GmbH,
Deutschland

Invitrogen Corp., USA

Invitrogen Corp., USA

Invitrogen Corp., USA

Danone, Frankreich

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Gibco, USA

Berlin-Chemie AG, Deutschland
QIAGEN N.V., Deutschland

Gibco, USA

Boehringer Ingelheim, Deutschland
Biomol GmbH, Deutschland

UKSH Campus-Apotheke, Liibeck,
Deutschland

Bayer AG, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland

Novascan Technologies, USA

ssniff® Spezialdidten GmbH, Deutschland
Carl Roth, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Terumo Deutschland GmbH, Deutschland
Becton Dickinson GmbH, Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Deutschland
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Einmalspritzen, BD Plastipak™, 1ml
Einmalspritzen, Injekt®-F Luer Solo, 0,01-1ml
Glukoseteststreifen, Accu-Chek® Inform Il
Hamatokritkapillaren, Na-Heparin, 60 pl, 75 mm
Latex-Einmalhandschuhe Peha-soft, powderfree
LEGENDplex™ Mouse Inflammation Panel #740446
Microvette® 500 LH

Nitril-Einmalhandschuhe, Peha-soft® nitrile
Parafilm® M

Pipettenspitzen (20, 200, 1000 pl)

PolypropylengefalRe Falcon® (15 ml)

PolypropylengefalRe Falcon® (50 ml)

Reagiergefalk (1,5 ml, 2 ml)

Serologische Pipetten (5, 10, 25 ml)

SzintillationsgefdlRe Pony Vial 6 ml
Tupfer, Pur-Zellin®

Vinyl-Einmalhandschuhe 2000 PF
Wageschalen, Plastik, verschiedene GrofRen

Western Diat

-EF TD88137 mod. +1.25% Cholesterol
Zellkulturschale 35
Zentrifugen-Filtereinheiten, Amicon® Ultra, 0,5 ml

Zellzahl-Kammern SD 100 Cellometer®

7.9 Software
EndNote 20.1

GraphPad Prism, Version 7.0 und 8.0

Minispec Plus 6.0.3

7 Anhang

Becton Dickinson GmbH, Deutschland
B. Braun, Deutschland

Roche Deutschland, Deutschland
Hirschmann Laborgerate, Deutschland
Paul Hartmann AG, Deutschland
BioLegend, Inc., USA

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Paul Hartmann AG, Deutschland
American National Can™, USA
Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

LABsolute®, Th. Geyer GmbH & Co. KG,
Renningen, Deutschland

Corning Science Mexiko S.A. de C. V,,
Mexiko

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

greiner bio-one GmbH, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Revvity Diagnostics GmbH, Deutschland
Paul Hartmann AG, Deutschland

Meditrade® GmbH, Deutschland
neolab Migge GmbH, Deutschland

ssniff® Spezialdidten GmbH, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Merck Millipore Ltd., Irland

Nexcelom Bioscience LLC., USA

Clarivate, USA
GraphPad Software, USA

Bruker, USA
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Office 365 Microsoft, USA

PlexScope Qognit, USA
Protein Unfolding and Nano-Indentation Analysis Software

- Punias 3D, Version 1.0 Release 2.3; Copyright 2009

Research NanoScope Software, Version 9.20 Bruker, USA

Origin® 8.5 Data Analysis and Graphing Software OriginLab®, USA

7.10 Abkiirzungsverzeichnis

% Prozent

®/m geschitzter Warenname

< kleiner als

> groler als

°C Grad Celsius

ug Mikrogramm

pL Mikroliter

pm Mikrometer

AAV adeno associated virus

Abcc2 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 2
Abcg8 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 8
ACE Angiotensin-Converting-Enzym

ACE2 Angiotensinogen-Converting-Enzym-2

Actal Aktin, Alpha 1

Actn3 actinin, alpha 3 (gene/pseudogene)

AFM Atomic Force Microscopy

AhR aryl hydrocarbon receptor

Akp3 alkaline phosphatase 3

Aldh3al aldehyde dehydrogenase 3 family, member A1
AMPK AMP-Kinase

Ang | Angiotensin |

Ang Il Angiotensin Il

Anglll Angiotensin Il
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AnglV
Angl-7
Angl-9
Angl-12
ANOVA
Apob
Apolllb
ARB
ARRIVE
Atp2al
AT4R
AT,R
BMI
bspw.
bzw.

c

Cc21

ca.
CaCly
cAMP
Cass4
CB1
CBBM
CCR2
Cdhr2
Cd209g
cGMP
Chad
chow
Cish
Ckm

Clrn3

Angiotensin IV
Angiotensin (1-7)
Angiotensin (1-9)
Angiotensin (1-12)
Analysis of Variance
Apolipoprotein B
Apolipoprotein L 11b

AT1-Rezeptor-Blocker

Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments

ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, fast twitch 1

Angiotensin-lI-Rezeptor Typ 1
Angiotensin-lI-Rezeptor Typ 2

body mass index

beispielsweise

beziehungsweise

copy

Compound 21

circa

Calciumchlorid

cyclisches Adenosinmonophosphat

Cas scaffolding protein family member 4
Cannabinoid-Rezeptor Typ 1

Center of Brain, Behavior and Metabolism
C-C chemokine receptor type 2
cadherin-related family member 2
CD209 molecule

cyclisches Guanosinmonophosphat
chondroadherin

Kontroll-/Standard-Diat

cytokine inducible SH2-containing protein
Kreatinkinase, Muskel

clarin 3
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CLS

cm
Cmal
CO;
Coch
COVID-19
COX2
Cpa3
Cplanel
Cpn2
Cptlb
CRP
Cstad
Cyplal
Cyp2d26
Cyp2c50
Cyp2c54
Cyp2c29
Cyp2c70
Cdbp

d

Dio2
dko

dl

DNA
Duoxal
EDTA
Efcab8
Ehhadh
eNOS
ER

et al.

crown-like structures

Zentimeter

chymase 1, mast cell

Kohlenstoffdioxid

cochlin

coronavirus disease 2019

Cyclooxygenase 2

carboxypeptidase A3 (mast cell)

ciliogenesis and planar polarity effector complex subunit 1
Carboxypeptidase N Untereinheit 2
Carnitin-Palmitoyltransferase 1b

C-reaktives Protein
CSA-donditional, T cell activation-dependent
cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1
cytochrome P450, subfamily IID, polypeptide 26
cytochrome P450, family 2, subfamily ¢, polypeptide 50
cytochrome P450, family 2, subfamily ¢, polypeptide 54
cytochrome P450, family 2, subfamily c, polypeptide 29
cytochrome P450, family 2, subfamily ¢, polypeptide 70
complement component 4 binding protein

Tag

Deiodinase Typ 2

Doppel knock-out

Deziliter

Desoxyribonukleinsdure

dual oxidase maturation factor 1
Ethylendiamintetraessigsaure

EF-hand calcium binding domain 8

enoyl-CoA, hydratase/3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase
endotheliale NO-Synthase

endoplasmatisches Retikulum

und andere
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EZM
Fam20c
fatpl
Fbp2
FDR
Ferll6
FGF21
FMD
FVB

G

g

g
Gabra4d

Gatal
Gfilb
GIP-1
GLP-1
GLUT4
Gm47593
Gm47595
GTH

h

HbAlc
HDL
HEPES
Hephll
HFD

HIF- a
Hk2
Hkdcl
HLA

HOMA

extrazellulare Matrix

Family with sequence similarity 20, member C
fatty acid transport protein 1
fructose-1,6-bisphosphatase 2

false discovery rate

fer-1-like family member 6

fibroblastic growth factor 21

flow-mediated dilation

Friend leukemia virus B

gauge

Gramm

mittlere Erdbeschleunigung (fiir Angabe der Beschleunigung einer Zentrifuge)

gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, alpha 4
GATA binding protein 1 (globin transcription factor 1)
growth factor independent 1B transcription repressor
glucose-dependent insulinotropic peptide-1
Glucagon-like-Peptide 1

Glukosetransporter Typ 4

predicted gene, 47593

predicted gene, 47595

Gemeinsame Tierhaltung der Universitat zu Libeck
Stunde

Hamoglobin Alc

High Density Lipoprotein
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
hephaestin-like 1

High fat Diat

hypoxia-inducible factor 1a

Hexokinase 2

hexokinase domain containing 1

Humane Leukozyten-Antigene

homeostasis model assessment
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HPA-Achse Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse

HSL Hormon-sensitive Lipase

Hydin HYDIN, axonemal central pair apparatus protein
ICAM-1 intercellular adhesion molecule 1

IDF International Diabetes Federation

IFN-y Interferon-y

Iglv2 immunoglobulin lambda variable 2

Igkv14-126 immunoglobulin kappa variable 14-126
Ighv6-3 immunoglobulin heavy variable 6-3

Igkv12-89 immunoglobulin kappa variable 12-89

Igkv5-37 immunoglobulin kappa variable 5-37

IL Interleukin

IVC isolated ventilated cage

KCl Kaliumchlorid

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
KG Korpergewicht

kg Kilogramm

KHK Koronare Herzkrankheit

ko Knockout

L Liter

Letl lactase-like

LDL Low Density Lipoprotein

LDLR Low Density Lipoprotein-Rezeptor

Lect2 leukocyte cell-derived chemotaxin 2

Lipf Lipase, gastric

LPS Lipopolysaccharid

Ltb4rl leukotriene B4 receptor 1

LXR Leber-X-Rezeptor

Ly6g2 lymphocyte antigen 6 complex, locus G2
m? Quadratmeter

Malrd1 MAM and LDL receptor class A domain containing 1
Marveld3 MARVEL domain containing 3
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Mas ko
MCP-1
Mcptd

MELUR

MEM
mg
Mgam
MgCl,
Min
MlJ

ml
mm
mm?
mmHg
mmol
MMP
MrgD
Mrgprg
Mrgprbl
MRNA
Ms4a2
mTOR
Mucll
Muc3
Mup9
Myh
Myoz1
N

n

NaCl

NADPH

Mas-Rezeptor knockout
monocyte chemotactic protein 1

mast cell protease 4

Ministerium fiir Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt, Natur und Digitalisierung

des Landes Schleswig-Holstein

Minimal essential medium

Milligramm

Maltase-Glucoamylase

Magnesiumchlorid

Minute

Megajoule

Milliliter

Millimeter

Quadratmillimeter

Millimeter Quecksilbersdule

Millimol

Matrix-Metalloprotease

Mas-related G-protein-coupled receptor D
MAS-related GPR, member G

MAS-related G-protein coupled receptor member B1
messenger Ribonukleinsdure
membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 2
mechanistic Target of Rapamycin
mucin-like 1

intestinal mucin-like

major urinary protein 9

Myosin heavy chain

myozenin 1

Newton

Anzahl der Stichproben

Natriumchlorid

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
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NF-kB
NIH
nm
Nnat
NNT
NO
Npr3
Nrli2
n.s.
0

ORO

PAH
PAI-1
PBS
PCA
PCSK9
Peml
PFA
pH
Pilrb
PI3K
PKGla
Pklr
p.o.
Ponl
PPAR
Ppplr3c
PRA
Prom2
Prr32

Prss32

nuclear factor ,,kappa-light-chain-enhancer” of activated B-cells
National Institutes of Health

Nanometer

neuronatin
Nicotinamid-Nukleotid-Transhydrogenase
Stickstoffmonoxid

Natriuretisches Peptid Rezeptor 3

nuclear receptor subfamily 1, group I, member 2
nicht signifikant

Sauerstoff

OilRed O

Irrtumswahrscheinlichkeit

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1
phosphate-buffered saline

principal component analysis

Proprotein Konvertase Subtilisin/Kexin Typ 9
pollen expressed MBD-like 1

Paraformaldehyd

potentia hydrogenii

paired immunoglobin-like type 2 receptor beta
Phosphatidylinositol 3-Kinase

Proteinkinase Gla

pyruvate kinase, liver and RBC

per os

Paraoxonase 1

peroxisome proliferator activated receptor
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 3C
Plasma-Renin-Aktivitat

prominin 2

proline rich 32

protease, serine, 32
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Pvalb
PXR

PYY
RAGE
RAS
Reg3a
Ren-1
Ren-2
Retnlg
Rgn
Rgs2

Rik

RNA
ROS
ROUT
RXR
SARS-CoV-2
s.C.

SD

Seq
Serpina3j
Serpinb10
Serpinel
SGLT2
Sis

Slc
Slc01b2
Slpi
SREBP2
Sult6b2
Syndigll

t

Parvalbumin

pregnane-X-receptor

Peptid YY

receptor for advanced glycation end products
Renin-Angiotensin-System

regenerating islet-derived 3 alpha

Gen fur Renin-1

Gen fiir Renin-2

resistin-like gamma precursor

regucalcin

regulator of G-Protein signalling 2
nicht-codierende RNA (RIKEN Center)
Ribonukleinsdure

reactive oxygen species

Robuste Regression und Ausreillerentfernung
Retinoid X Rezeptor

severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2
subkutan

Standardabweichung

Sequenzierung

serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 3

serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 10
serpin peptidase inhibitor, clade E, member 1

Sodium dependent glucose transporter-2

sucrase isomaltase

solute carrier family

solute carrier organic anion transporter family, member 1b2
secretory leukocyte peptidase inhibitor

sterol regulatory element-binding protein 2

sulfotransferase family, cytosolic, 6B, member 2

synapse differentiation inducing 1-like

Zeit
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Tab.

TEL
Themis3
TierSchVersV
TLR
Tmprss15
TNF-a
Tnnt3
t-PA
Tph2
Tpsb2
Tst

u

u.a.
UCP-1
Ugtlal
Ugt2bl
UKSH
VCAM-1
VEGF
VEH

vs.

WD
WHO

wt

z. B.
Z70-1
ZNS

Tabelle

Telmisartan

thymocyte selection associated family member 3
Tierschutz-Versuchstier-Verordnung
toll-like-receptor

transmembrane protease, serine 15
Tumor-Nekrose-Faktor-a

Troponin T Typ 3

tissue plasminogen activator

tryptophan hydroxylase 2

tryptase beta 2

Thiosulfat-Sulfurtransferase

Unit

unter anderem

uncoupling protein-1

UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide Al
UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B1
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein
vascular cell adhesion molecule 1

vascular endothelial growth factor

Vehikel

versus

Western Diat

World Health Organization

Wildtyp

mal

zum Beispiel

Zonula occludens 1

zentrales Nervensystem
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