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1 Einleitung

1.1 Ubergewicht und Adipositas schon wieder Pandemie?

oMan soll dem Leib etwas Gutes bieten, damit die Seele Lust hat darin zu wblinen%.dz @A St ¢
Menschen scheinen dem Ratschlag des ehemaligen britischen Premierministers Winston Churchill
wohlwollend gefolgt zu sein. Die Verbreitung von Ubergewicht und Adipositas nimmt weltweit in
epidemischem Ausmalf ZCollaboration, 2024)Laut Angaben der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) hat sich die Pravalenz der Adipositas seit 1990 mehr als verdoppelt. 2022 waren 2,5
Milliarden Menschen Ubergewichtig und 890 Millionen adifd&rld Health Organisation, 2024)

Das statistische Bundesamt gibt den Anteil Ubergewichtiger bzw. adipdser Frauen im Jahr 2017 fur
Deutschland mit 43,1% bzw. 14,6% an, bei Mannern waren es sogar 62,1% bzw(Dextts,

2018) Auch der wegen desevere acute respiratory syndrome coronavirus typE€SARE0V2)
Pandemie durchgefiuhrte Lockdown hatte einen negativen Effekt auf die Ausbreitung von
Ubergewicht und Adiposita®ellegrini et al., 2020)

Adipositas ist die Uber das Normalmal hinausgehende Vermehrung des Korperfetts.
Definiert wird sie anhand delsody mass indexBMI), angegeben in Kilogramm Ko&rpergewicht
geteilt durch KorpergréRBe in Metern zum Quadrat (k§/mAls Normalgewicht wird ein BMI
zwischen 18,5 und 24,9 kgfrangesehen. Mit einem BMI zwischen 25 und 29,9 Kdfasteht
Ubergewicht, bei mehr als 30 kgfmdipositas. Ubergewicht und Adipositas entstehen durch ein
chronisches Ungleichgewicht zwischen Energieaufnahme und EnergiexarbzaB. aufgrund von
Fehlerndhrung, korperlicher Inaktivitat, Einnahme bestimmter Medikamente oder aufgrund
genetischer Pradispositio(Berg et al., 2014)Dabei ist Adipositas mit zahlreichen negativen
Auswirkungen verbunden: Adipose Menschen haben ein erhdhtes Risiko fur kardiovaskulare
Erkrankungen, Diabetes mellitus Typ 2, muskuloskelettale Erkrankungen ukicsdise schlechte
mentale Gesundhe{Chooi et al., 2019; Muller et al., 202P)as mittlere Uberleben ist bei morbider
Adipositas, also bei einem BMI Uber 40 kgbder tber 35 kg/mimit zusatzlichen Risikofaktoren,
um acht bis zehn Jahre reduziéiengin, 2017)u bedenken sind auch 6konomische Auswirkungen
aufgrund von Ausgaben fur das Gesundheitssystemawigrund ausgefallener Arbeitie 2014
aufjahrlichzwei Billionen U®ollar und damit 2,8 % der Weltwirtschaftsleistung geschétatien
(Tremmel et al.,, 2017)Aufgrund éner zunehmend kritische Betrachtung des BMund der
Notwendigkeit zur Priorisierung von Gesundheitsausgalberden neue Diagnosekriterien
diskutiert. In einem kurzlich erschienenen Lanaetikel wird der BMI als Surrogatparameter fir
das populationsspezifische Gesundheitsrisiko vorgeschlagen, sollte aber auf individueller Ebene
durch Korperfettmessung oder Messung des Hiftumfangs ergénzt werden. Es wird zwischen
praklinischer und klinischer Adipositas unterschiederletztere zeichnet sich dah einen
exzessiven Korperfettanteil mit veranderten Organfunktionen und/oder substanziellen

Einschrankungen in Aktivitaten des taglichen LebengRubino et al., 2025)
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Assoziiert sind Ubergewicht und Adipositas auch mit dem metabolischen Syndrom. Das
friher alsoSyndrom ¥bekannte Krankheitsbild bezeichnet ein kardiovaskulares Risikocluster, das
sich aus verschiedenen metabolischen Abnormalitaten zusammensetzt. 2005 verdffentlichte die
International Diabetes Federati@iDF) neue Diagnosekriterien, die eine stammbetonte Adipositas
definiert als Taillenumfang > 94 cm bei Mannern und > 80 cm bei Frauranssetzen. Von den
folgenden vier Kriterien mussen fur die Diagneasgterhin mindestens zwei erfllt sein; 1. erhdhte
Triglyceride > 150 mg/dL, 2. erniedrigtéigh-density lipoprotein(HDL) Cholesterin < 40 mg/dL bei
Méannern und < 50 mg/dL bei Frauen, 3. erhohter Blutdruck > 130/85 mmHg, 4. erhohter
Nuchternblutzucker > 100 mg/dL oder Diabetes mellitus T¢4dlierti et al., 2005)Der betroffene
Anteil der Weltbevdlkerung wird auf ein Viertel bis auf ein Drigedchétzt deutlich mehr als eine
Milliarde Mensche (Saklayen, 2018pas gemeinsame Auftreten von Risikofaktoren ist verbunden
mit einem zweifach erhéhten Risiko fiir kardiovaskulare Erkrankungen und fiinffach erhéhten Risiko
fur die Entwicklung eines Diabetes mellitus Ty@berti 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 ange@ehidn\Wang et
al., 2020)

Bislang ist keiMedikamentspeziell fir 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 wirlsam, aufgrund schlechteUmsetzung stellen sich aber haufig enttauschende
Ergebnisse und nachlassende Effektivitdt éBurgess et al., 2017)Einige antidiabetische
Medikamente wie Metformin(Yerevanian & Soukas, 2018)ler sodium dependent glucose
transporter2- (SGLT2) HemméKovacs et al., 2014; Neal et al., 204&hken leicht das Gewicht,
sind aber nicht fUr die Therapie der Adipositas zugelassen. Der iHeamsmer Orlistat ist
zugelassen und senkt signifikant das Gewicht, wird aufgrund seines als intolerabel angesehenen
Nebenwirkungsspektrums aber selten konsegueingenommen und verschriebd@ahebkar et
al., 2017) Unter dem MarkennamenNegovyist seit kurzer Zeit der ebenfalls zunachst zur
Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2 zugelassgumeagonlike-peptide 1- (GLP1) 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 rechne(Rubino et al., 2021; Wilding et al., 202Zugelassen in Erg&nzung zur
Lifestylelntervention istheben dem GLB-Agonisten Liragluti@Garber et al., 201 Ijit Tirzepatid
ein weteresInkretinmimetikum, namlich eirKombinationspréaparat mit Agonismus an dl$dwie
glucosedependent insulinotropic peptide (GIPL), geforscht wirdmit Retatrutid an einem

Praparat mit zusatzlichem Glucagedgonism; beide versprecheneine noch stérkere
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Gewichtsreduktior{Gallwitz, 2022; Muller et al., 2022)ie effektivste Behandlungsoption stellt die
bariatrische Chirurgie daiSheng et al., 2017)Jmmer haufiger werden vor allem eiri@leeve
Gastrektomie oder der Row¥Magenbypass durchgefiihrt und verbessern bedeutend das Gewicht
und assoziierte KomorbiditatefAngrisani et al., 2015)nsgesamt erhélt aber nur ein Prozent der
potentiellen Patienten eine entsprechende Operation, zu bedenken sind chirurgische

Komplikationen und ein langwierigédlow-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. Weilies Fettgewebe dient als Lipidspeicher, Isolator, Barriere gegen
Infektionen und physischer Schutz. Es findet sich vor allem sublaltar in geringerem Malf3e auch
viszeral. Uberschiissige Energie wird in Form von Triglyceriden in den Adipozyten gespeichert und
bei Bedarf als Fettsduren wieder abgegeben. Dariber hinaus hat das Fettgewebe aber auch
regulatorische Funktionen, denn es serert Adipokine, Wachstumsfaktoren, Cytokine und
ChemokingChait & den Hartigh, 2020)

Liegt wie bei Ubergewicht und Adipositas ein chronischer Energietiberschuss vor, kann das
weille Fettgewebe vor allem durch Hypertrophie, aber zu einem geringen Anteil auch durch
Hyperplasie expandierefSpalding et al., 2008)st die Speicherkapazitat allerdings erschopft,
ergeben sich metabolische Abnormalitaten. Hypertrophe Adipozyten zeigen eine verstérkte Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), oxidativen Stress und endoplasmatisches R8tilagdam
(ERStress). Bdurch kommt es zum sogenanntkpid spillovey also der unregulierten Freisetzung
von Fettsduren, die dann ektop akkumulier@utkowski et al., 2015Auch die basale Lipolyse ist
verstarkt (Hammarstedt et al., 2018)Dartiber hinaus werden verstarkt proinflammatorische
Cytokine wigumor necrosis factor TNF" Ointerleukin 6 (It6), 11-8 undmonocyte chemotactic
protein 1 (MCP1) exprimiert(Choe et al., 2016)Als Ursache fir die Dysfunktion der Adipozyten
wird eine verstarkte Hypoxie diskutierfGoossens & Blaak, 2015%chlie3lich gehen die
hypertrophen Adipozyten durch Pyroptose zu Grunde, eine hoch entzindliche Form des Zelltods
(Giordano et al., 2013Pas zuvor exprimierte MEPlockt Monozyten durch Bindung an derCC
chemokine receptor typ2 (CCR2) aus dem Blutstrom an, die ins Fettgewebe transmigrieren und
sich zu Makrophagen differenzieren. Die Akkumulation von Makrophagen im Fettgewebe korreliert
dabei mit der GrolRe der Adipozytéikanda et al., 2006Makrophagen finden sich vor allem in der
Néhe von toten Adipozyten und bildecrownlike structures(CLS), innerhalb derer sie lokal
proliferieren(Murano et al., 2008)Sie bilden selbst wiederum MQRund exprimieren zahlreiche
weitere proinflammatorische Cytokine, bis sie letztendlich die wichtigste Quelle dafir werden

(Haase et al., 2014)nd die Grundlage fir eine leichtgradige systemische Entziindung bilden.
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Die proinflammatorischen Cytokine aus den Makrophagen tragen zur Steigerung der
Lipolyse beiTNF' ~ @SNEGNNJ G No SNJ RSOt SNINY &F HNDREEEMI 2 o/ 1A 1T LILY
SYKFyOSNI =dis(NFO A R A SRajrédntilehetetial, 2007 physiologischen
Zustandwird sie durch Insulin gehemn{Pontiroli et al., 2011)durch den Einfluss insbesondere
des proinflammatorischen Cytokins-GLstellt sich eine Insulinresistenz im Fettgewebe ein
(Matsubara et al., 2012)Vermehrtes viszerales Fettgewebe ist im Besonderen mit den
metabolischen Komplikationen der Adipositas assoZzjl€otronen et al., 2011 Die Adipozyten im
viszeralen Fettgewebe sind kleiner und erreichen daher friher die kritische Schwelle zu Zelltod und
Akkumulation von Makrophagen. Es finden sich mehr tote Adipozyten undMlt&no et al.,

2008) Die Steigerung der Lipolyse ist im viszeralen Fettgewebe ver@fdrae et al., 2016)

Zelltod von hypertrophen Adipozyten, Akkumulation von Makrophagen und Expression
proinflammatorischer Cytokine fuhren also zur Steigerung der Lipolyse und damit zur erhdhten
Konzentration von freien Fettsduren im Blut. Aufgrund der anatomischen Néhe iseter den
freien Fettsduren aus dem viszeralen Fettgewebe Uber die Portalvene direkt ausgesetzt. Aus den
Fettsauren kénnen in der Leber wieder Triglyceride gebildet werden. Als Intermediate entstehen
dabei Ceramide und Diacylglycerin. Letzteres trags@mtidend zur Induktion einer hepatischen
Insulinresistenzbei (Perry et al., 2014)insulin tragt im physiologischen Zustand zur Suppression
der hepatischen Glukoneogenese bei. Durch die gestdrte hepatische Insulinwirkung kommt es zur
BSNXYSKNI Sy CNBA&SHIT dzy Zelléhlgs Pankread dedSBkaetioh 2oh IngfildS R A
steigein kénnen, um die geringere periphere Wirkung zu kompensieren, manifestiert sich noch kein
Diabetes mellitus Typ 2. Freie Fettsauren tragen allerdings zu gestorter Ghikoaberter
Insulinfreisetzung und geringerer Synthese (p&ihn et al., 2006 Ektopisches Fett im Pankreas ist

ebenfalls mit einer geringeren Insulinsekretion assoz(ideni et al., 2010)

In der Regulation der Energiehomobostase nimmt das proportional zur Fettmasse
freigesetzte Leptin eine wichtige Funktion eined2sAdipokin Gbermittelt den Fullungsstand der
korpereigenen Energiespeicher an das zentrale Nervensystem (ZNS) und supprimiert dort die
NahrungsaufnahméeEnriori et al., 2007)Bei Ubergewicht und Adipositas verliert Leptin seine
Funktion, denn trotz deutlich erh6hter Konzentrationen kann die Nahrungsaufnahme nicht mehr
supprimiert werdeng es hat sich ein&eptinresistenzntwickelt. Die chronische Uberstimulation
des Rezeptors bei Adipositas fiihrt auch zur Uberaktivierung des negativen Feedbacks, das in Folge

eine weitere Wirkung von Leptin verhindéMyers et al., 2008)
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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, fuhrt zu
koronarer HerzkrankheitKHK) arterieller Verschlusskrankheit, Aneurysmen, Myokardinfarkt

sowie Schlaganfallen und gehoért damit zu den weltweit fihrenden Todesurséehln 2006)

Eine chronische Endothelbelastung durch Hypertonie und Hypercholesterindmie
begiinstigt die Ablagerung volow-density lipoprotein (LDL)Cholesterinim subendothelialen
Raum der GefalRwand. Durch ROS wird LDL oxidiert und UbesadaengeiRezeptor von
Makrophagen aufgenommen. Die Aufnahme Uber diesen Rezeptor ist nicht reguliert, so dass sich
die Makrophagen mit Cholesterin tiberladen und sogenannte Schaumzellen bilden. Endothelzellen
werden aktiviert und exprimieren Adhasionsmolekule wascular cell adhesion molecl¢VCAM
1) und Chemokine wie MER mit deren Hilfe Monozyten undOymphozyten aus dem Blutstrom
festgehalten werden und in die GeféaBad migrieren. Auch oxidiertes LDL selbst wirkt als
Chemokin. Monozyten differenzieren zu Makrophagen, die ihrerseits -MCBowie
proinflammatorische Cytokine freisetzen und damit zur Rekrutierung weiterer Monozyten
beitragen. TLymphozyten sind bei der ®@genese der Atherosklerose berwiegend
proinflammatorisch, sezernieren Cytokine wie Interferon ¢/LUC bdzy®R dypFC S NE G NNJ Sy
weiter die Entziindun@Moriya, 2019) Mit Schaumzellen beladene L&sionen werden aucfatis
streaks bezeichnet. Die progrediente Entziindung und Aktivierung der Endothelzellen fiihren
schlielich zur endothelialen Dysfunktion. Durch Insuffizienz der endothelialesyNtbase
(eNOS) entsteht ein Mangel an Stickstoffmonoxid (NO), was mit einer gestorten
endothelabhéngigen Vasodilatation, Thrombozyaeihasion und-aggregation, Steigerung der

GefalRpermeabilitat und Verlust der atheroprotektiven Wirkung einhergkittoy et al., 2019)

Glatte Muskelzellen aus der Media migrieren in die Intima, proliferieren und bilden
kollagenreiche extrazellulare Matrix (EZM). Es entsteht ein Fibroatherom mit lipidreichem Kern und
einer dicken fibrdsen Kappe. Mit fortschreitender Erkrankung, Akkunomaton Makrophagen
und Aufnahme von oxidiertem LDL gehen die Schaumzellen zu Grunde, so dass der wachsende Kern
nekrotisch wird. Makrophagen sezernieren Matkitetalloproteasen (MMP) und Kollagenasen,
durch die EZM abgebaut wird. Plagweerdendestabilisert, die fibrése Kappe zunehmend dinner
und vulnerabel fir eine Ruptiramada et al., 201.7Prinzipiell kénnen fortgeschrittene Plaques
kalzifizieren, erodieren und rupturieren. Insbesondere die Ruptur ist eine geflrchtete
Komplikation, da thrombogenes Material mit viel Gewebefaktor und Plasminfgtwator-
Inhibitor-1 (PAI1l) aus PlaqueKontakt zum Blut erhélt, eine Thrombose initilert und damit zu
Myokardinfarkt und Schlaganfallen fut{falk, 2006; Libby et al., 2019)
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Die endotheliale Dysfunktion und die mit ihr verbundene reduzierte Verfligbarkeit von NO
ist zentral bei der Entwicklung atherosklerotischer Lasionen. Physiologisch wird NO von der eNOS
produziert, diffundiert zu glatten Muskelzellen der Media, aktivied Htisliche Guanylatcyclase,
erhoht cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP), senkt die intrazellulare Calciumkonzentration
und induziert eine Vasodilatation. Die eNOS wird aktiviert dunelasstressEine Verformung der
Endothelzelle infolge des Blutflusses steigert die intrazellulare Calciumkonzentration, Calcium

bindet an Calmodulin und erhdht die eN@#&tivitat (Fels et al., 2010)

Endothelzellen werden auf ihrer luminalen Seite von der Plasmamembran begrenzt. Von
der Membran aus reicht die Glykokalix in das GefaRslumen. Die Glykokalix ist ein negativ geladenes
Netzwerk aus Glykoproteinen, Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen undiex$snz’roteinen.
Physiologisch ist eine weiche Glykokalix mit einer Hohe vo#®,8,41m und vasoprotektiven
Eigenschaften. Sie bedeckt die Endothelzellen und verhindert den Kontakt von Entziindungszellen
zu Adhéasionsmolekilen an der Oberflache, sie iss&eund Transduktor mechanischer Einflisse.
Pathologische Zustédnde kénnen allerdings Aufbau und Funktion der Glykokalix durch zwei
Mechanismen verédndern: Beisheddingdurch 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 FunK@msgun et al., 2020)

Die Glykokalix ist Uber 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 umfasststies0
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 Qoifeer Hauptbestandteil Aktin kann
depolymerisiert als @\ktin und polymerisiert als-Rktin vorliegen. Ein htheresAktin/G-Aktin-
Verhaltnis flhrt zu einem steiferen Cortex und zu veranderten funktionellen Eigenschaften der
Endothelzellen. Es konnte méach gezeigt werden, dass eine hohere kortikale Steifigkeit assoziiert
ist mit einer reduzierten Aktivitdt der eNOS und damit einer geringeren Verfiigbarkeit von NO.
Dafir werden mehrere Mechanismen diskutiert: Zum einen kann eine steife Zelle weniger stark
verformt werden und ist damit weniger empfanglich fur Veranderungen des Blutflusses. Zum
anderen interagiert G\ktin mit der eNOS und steigert deren Aktivitat. Bei einem weichen Cortex
ist das FAktin/G-Aktin-Verhaltnis geringer und es steht mehrARtin fur die Interaktion zur
Verfiigung. Zuletzt kbnnte ein veranderter Polymerisationsstatus von Aktin auch zu verénderter
Expression der eNQ8essengeRibonukleinsaure (MRNA) fuhréRels & Kusch¥ihrog, 2019)

Eine erhohte kortikale Steifigkeit kann als Kennzeichen der endothelialen Dysfunktion betrachtet

werden(TargoszKorecka et al., 2017)
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1.4 Und was hat das RenifingiotensinSystem damit zu tun?

Das RenirAngiotensinSystem (RAS) dient der Regulation von Elektralyd Flissigkeitshaushalt
sowie der Aufrechterhaltung des Blutdrucks und besteht aus zahlreichen aktben auch
inaktiven Peptiden, die mittels proteolytischer Aktivitat verschiedener Enzyme auseinander
entstehen(s. dazu Abb.-1). In der Hauptachse des Systems dient das aus der Leber stammende
Angiotensinogen als Ausgangspunkt. Der juxtaglomeruldare Apparat der Niere sezerniert die
Endopeptidase Renin, durch die aus AngiotensinagsrDekapeptid Angiotensin | (Angl) entsteht.
Von diesem uberwiegend funktionslosen Peptid wird durch die Carboxypeptatagetensin
converting enzymgACE) das -@rminale HisLeuDipeptid abgespalten und das Oktapeptid
Angiotensin Il (Angll) gebildet. Angll ist der Haupteffektor innerhalb des RAS und entfaltet seine
Wirkungen Uber die AngiotensiRezeptoren Typ 1 und 2 (AR AIR). Beide Rezeptoren haben
sieben transmembranére Domanen und sinéPBtein gekoppelt, zeigen aber nur eine Homologie
von 34% und nach Bindung von Angll unterschiedliche Effieké¢ al., 2017)Uber ATR fluhrt Angll

zur Blutdrucksteigerung durch Vasokonstriktion und Aldosteekretion aus der Zona
glomerulosa der Nebennierenrinde, dartber hinaus zu Proliferation, Hypertrophie, Inflammation,
Fibrose und oxidativem Stress. Antagonistische Wirkungenltedi@eBindung an AR: Angll wirkt

hier vasodilatativ, antiinflammatorisch, antifibrotisch, antiapoptotisch, mildert das Zellwachstum
ab und tragt zur Differenzierung bei. D&T;R hat insbesondere in der fetalen Entwicklung eine
wichtige Funktn, wird aber auch noch danach vor allem in Gehirn, Nebenniere und den

Reproduktionsorganen exprimiefBaravi et al., 2021)

Nebendem systemischen RAS existieren in zahlreichen Geweben lok&gdine mit
autokriner und parakriner Wirkung. In den letzten Jahren sind neben der Hauptachse zahlreiche
weitere Peptide und generierende Enzyme beschrieben wolttrber et al., 2017; Ziaja et al.,
2021) Zunehmend an Bedeutung gewonnen hat dabei die antagonistiscmRuwAkende Achse
aus ACEZ2, Angiotensin-{)1 (Ang17) und dem Madkezeptor. Das Heptapeptid Anrgl der
Haupteffektor dieser Achse, wird insbesondere durch die Carboxypeptidase ACE2 durch Abspaltung
des Gterminalen Phenylalanin aus Angll gebild@antos et al., 2018ACE2 wird von bestimmten
Endothelzellen exprimiert, besonders in Niere, Herz und Hoden, aber auch im Gastrointestinaltrakt,
in Leber und LungéGurley et al., 2006 uletzt erlangte ACE2 Berihmtheit, da esuauch in
Clarazellen und AlveolaZellerTyp Il exprimiert wird und als €Rezeptor fiur das SAR®V2
dient (Saravi et al., 2021)

Erst 2003 wurde Ang1 als endogener Ligand des MRaezeptors identifizietfSantos 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. DeiPrGtein 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 von7Areglltiert in einer
Aktivierung der eNOS Uber den PhosphatidylinositilirBase (PI3K)Akt-Signalweg sowie der
Aktivierung der Phospholipase A2 und daraus folgend der Freisetzung von ArachiddBsélae

et al., 2014) Die meisten der zahlreichen Effekte von Affgind dessen Bindung an Mas sind auf
die gesteigerte N&reisetzung zurtickzufihren: Anginduziert eine Vasodilatation, Senkung des
Blutdrucks, verbessert die Herzfunktion, verhindert kardiale Hypertropimé Eibrose, wirkt
antiarrhythmisch und antiproliferativ, verbessert die Sensitivitat des Barorezef$argos, 2014)

hat eine protektive Rolle in der Niere, reduziert Proteinurie und Fib{Gsani et al., 2012)Ang17

wirkt dartiber hinaus neuroprotektiv, verbessert das Gedachtnis und mildert epileptische Anfalle
ab, reduziert den kardialen sympathischen Tonus, wirkt anxiolytisch, protektiv in Lunge und Leber

sowie im Tiermodell einer Muskeldystropt{gantos et al., 2018)

Angiotensinogen

Angiotensin | Angiotensin 1-9

(o \

Vasodilatation
Anti-Fibrose
Anti-Hypertrophie
Anti-Inflammation
Insulinsensitivitat

Leptinsensitivitat

\ Anti-Atherosklerose  /

Abbildung *1: Das RenirAngiotensinSystem mit Fokus auf AR, MasRezeptor und deren Bedeutung im

kardiovaskularen SystemNach (Bader, 2013; Santos et al., 2018)\PA = Aminopeptidase A, APN =
Aminopeptidase N, NEP = Neutrale Endopeptidase, PEP = Prolylendopeptidase, THOP = Thimet
Oligopeptidase, PCP = Prolylcarboxypeptidase, AD = Aspaxtarboxylase

Wahrend pathologischer Prozesse wie Hypertonie oder Adipositas ist die Expression des RAS
gesteigert (Patel et al., 2017)Hypertrophierte Adipozyten produzieren zusatzlich zur Leber
AngiotensinogenAkoumianakis & Filippatos, 202@urch Bindung an AR steigert Angll den

Blutdruck und induziert eine Insulinresistenz, verhindert durch gesteigerte Produktion von ROS die
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Translokation von Glukosetransporter Typ 4 (GL{Tid et al., 2012)Auch in der Pathophysiologie

der Atherosklerose hat die Aktivierung des RAS eine grofRe Bedeutung. Dabei wirkt Angll durch
Bindung an AR proatherosklerotisctirhomas et al., 2010Qktiviertes Endothel exprimiert durch

Angll verstarkt Adhasionsmolekile wie VGAMNnd Chemokine wie MEP(Lovren et al., 2008)

Dabei steigert Angll insbesondere die Translokation von“NF Ay RSy %Sff {1 SNYy=
Transkriptionsfaktor die Expression von ROS, Adhasionsmolekilen und proinflammatorischen
Cytokineninduziert(Dandona et al., 2003Neben der Akkumulation von Entziindungszellen in der
Gefallwand unterstitzt Angll die Proliferatigiatter Muskelzellen und verstarkt die Formation von
PlaquegSahara et al., 2014%esteigerte 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 l§8iasaki et al., 2010)

Exogenes Angl hingegen kann die Insulinsensitivitat und Glukosetoleranz verbessern
(Santos et al., 2014)nd im Hinblick auf weitere Komponenten des metabolischen Syndroms
Gewicht, Fettmasse, Triglyceride und Cholesterin reduzigi@antos et al., 2010powie
antiinflammatorische Wirkung entfaltef@&iani et al., 2012Ang7 hat auch in der Entwicklung der
Atherosklerose eine protektive Funktion. Das Heptapeptid aktiviert die eNOS und verbessert die
endotheliale Funktior(FariaSilva et al., 2005)es senkt die Produktion von ROS, supprimiert die
Bildung von Neointima, verringert atherosklerotische Lasidii@sanovic et al., 2010nd inhibiert
die Proliferation von glatten Muskelzelléhovren et al., 2008)ndem ACE2 die Konzentrationen
von Angll senkt und gleichzeitig die von Affgdteigert, zeigt es bei Uberexpression oder exogen

zugefihrt ebenfalls protektive Effekte bei Atheroskler¢Beatcher et al., 2011; Zhang et al., 2010)

Die Defizienz von Mas im Tierversuch erzeugt einen Phanotyp mit mehr Fettmasse,
Cholesterin, Triglyceriden, Insulin und Lepgjesteigerter Expression von Angiotensino¢®antos
et al., 2008) reduzierter Expression von Peroxis@oliferatork { G A A SNI Sy wST SLIG 2 N
gestorter Glukosetoleranz, erhdhter Niichternglukose, reduzierter Insulinsensitivitat, angstlichem
Verhalten und gestértem Gedachtnis, verstarkter hepatischer Stea(S8s@tos et al., 2018)
kurzum, die Defizienz von Mas erzeugt den Phareyges metabolischen Syndron{8ader,
2013) Damit verbunden ist auch ein proatherosklerotiscirstand Neben dem erhéhtem
Blutdruck offenbart sich eine endotheliale Dysfunkt{&®abelo et al., 2008)lie Inhibition von eNOS
fuhrt zu NGMangel, durch erhéhte Aktivitat der NicotinamidadenindinukleotidphospffdADPH)
Oxidase ist die Gefallwand oxidativem Stress ausgg3etat al., 2008Die gesteigerte Infiltration
vonMakrophagen fuhrt zu mehr Freisetzung proinflammatorischer CytokiZe]l€n proliferieren
schneller und Plaques sind vergroRefiHammer 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-RezeptorBlockade, Ubergewicht und Atherosklerogavas bisher geschah

Die zahlreichen Einflusse des RAS in der Pathophysiologie von Adipositas und Atherosklerose legen
die Vermutung nah, dass durch Blockade der Hauptachse, insbesondere durBlez&ptor

Blocker (ARB), positive Effekte auf diese Erkrankungen erzielt werden kénnten. ARB werden in der
Behandlung von Herzinsuffizienz, Hypertonie sowie nach Myokardinfarkt eingesetzt, reduzieren
dabei Hypertrophie, diastolische Dysfunktion, das Rigik&¥orhoffimmern sowie Morbiditat und
Mortalitat (Saravi et al., 2021Parlber hinaus reduzieren sie die Inzidenz von Diabetes mellitus
Typ 2(Giani et al., 2009yeduzieren Albuminurie und Nierenschaden durch Diabgkg=llis et al.,

2008) reduzieren Frequenz und Starke von Migraneattacken und wirken anxiolytisch sowie
antidepressiZiaja et al., 2021)ARB blockieren selektiv die Bindung von Angll an deR &id

fuhren durch das Ausbleiben eines negativen Feedbacks zum Anstieg dekémmghtration(Li et
al.,2017% 9AYyA3IS !w. AAYR LIMeidetd. 2®2)! 32y AaiGSy @2y

In der Tat konnten protektive Eigenschaften von ARB bei der Entwicklung von
Atherosklerose gezeigt werden. Valsartan wirkt antiinflammatorisch, senkt-teak@ve Protein
(CRB, reduziert die Produktion von ROS und supprimiert den Transkriptionsfakior.(randona
et al., 2003) Irbesartan reduziert die Expression von INF dzy’ R  IAZgllentund verbessert die
endotheliale Funktion im Tierversugheng et al., 2004)ie auchin peripheren GefalRemles
Menschen(Warnholtz et al., 2007)Adh&sionsmolekile wie VCAMund ESelektin werden durch
Candesartan seltener exprimierGraninger et al., 2004)Daraus folgen eine reduzierte
Akkumulation von Makrophagen, ein reduziertes Lasionsareal, ein verkleinerter Lipidkern und
vermehrte glatte Muskelzellen in Placgiespw. durch TelmisartafPellegrin et al., 2017Plaques
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 wi(@asaki et al., 2010)m Falle einer Plaqueruptur odearosion

wirken ARB antithrombotiscfiFragaSilva et al., 2008)

Auch im Hinblick auf das metabolische Syndrom und assoziierte Pathologien haben ARB
positive Wirkung. Sie reduzieren abdominale Adipositas, Nuchternglukose, Insulin, Hdmoglobin Alc
(HbAZXlc), Triglyceride, steigern HDL im MenscKantscher et al., 200Tind zeigen &hnliche Effekte
auch im Tierversuch mit zusatzlich verbesserter Insulinresistenz sowie weniger Akkumulation von
Lipiden in Skelettmuskel und Lel(@&ong et al., 2010PDer gesteigerte Energieverbrauch und das
reduzierte Gewicht wurden unter anderem auf die starkere Expressiorumooupling proteiril
(UCP1) zurtickgefuhrfAraki et al., 2006)nsgesamt bleibt aber nach wie vor unklar, durch welche
Mechanismen die chronische A¥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 Kdrpergewicht und Fettmasse sowie die
Steigerung des Energieverbrauchs nur in hohen Dosierungen gatidginabhangig von Effekten

auf den Blutdruck erreicht wirMuller-Fielitz et al., 2011)oei ARB starker ausgepragt ist als bei
ACEHemmern(Miesel et al., 2012)sowohl praventiv als auch im therapeutischen Setting gelingt
(Muller-Fielitz et al., 2014)nd in Ratten wie auch in Mausen gezeigt werden K@uhuster et al.,

2018) Verschiedene Mechanismen der Gewichtsreduktion durch TEL wurden diskutiert:

1. t t !-abhangiger MechanismyMuller-Fielitz et al., 2012)

2. Einfluss auf die HypothalamiypophyserNebennierenrindeAchse (HP#Achse)
(Gustaityte et al., 2018; Mulléfielitz & Raasch, 2013)

3. Einfluss des Mikrobiom®eckmann et al., 2021; Freschi et al., 2024; Nickel et al., 2022)

4. ZNSabhangiger Mechanismysiuber et al., 2021; Rawish et al., 2020; Winkler et al., 2016)

5. Leptinabhéangiger Mechanismu@Muller-Fielitz et al., 2015; MulleFielitz et al., 2011,
Schuster et al., 2018)

6. AT,Runabhangiger Mechanismus tber ARg{Blanke et al., 2015; Dapper et al., 2019;
Schuchard et al., 2015; Winkler et al., 2018)

TEL induziett t ! mwar bereits in niedrigen Dosierungen, allerdings fiihren Thiazolidindione, also

t t !-Agonisten, zu einer Gewichtszunahrfiearsen et al., 2003)ARB mit unterschiedlicher

' FFAYAGNG Tdz ttt!w! 1TSA30GSy RSyaStoSy Liaiailagds
weshalb diesen Mechanismen nur eine untergeordnete Relevanz zugeschriebéhlulie-Fielitz

et al,, 2012) Auch der Einfluss dedPAAchse auf die Regulation von Koérpergewicht und
Energieaufnahme erscheint insbesondere nach der jliingsten Studie ¢@ristpityte et al., 2018)
Veranderungen inMikrobiom sind sowohl mit Adipositas wie auch mit Atherosklerose assoziiert.
Eine Imbalance der verschiedenen Organismen fiihrt zu Ubergewicht, keimfreie Mause sind vor
Ubergewicht und Insulinresistenz geschiitzt und der Stuhltransfer von adiposen auf schlanke Tiere
fuhrt zur Gewichtszunahme. Als Ursache werden unter anderem die gesteigerte Permeabilitat des
Darms und eine daraus folgende metabolische Endotoxindmie sowie eine veranderte Produktion
von Gallenséduren und kurzkettigen Fettsaureermutet (Chait & den Hartigh, 2020Bei TEL
assoziierter Gewichtsabnahme konnte die Induktion eines spezifischen Mikrobioms registriert
werden. Der Stuhltransfer von THBehandelten auf adipose Mause fihrte zu leichter

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

Studien aus unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dasgNSabhangiger Mechanismus

zumindest teilweise der TBAirkung 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
vergroRert den Energieverbrauch, die Effekte von TEL waren red(ittler et al., 2016)Uber

die Regulation von Kérpergewicht und Energiehoméostase hinaus verhinderte TEL die Adipositas
induzierte neurovaskulare Entkopplung und Reduktion des zerebralen Blutflusses, reduzierte
angstliches Verhalten, die Entstehung von string vessels, Zalladf und oxidativen Stress
spezifisch in einzelnen Hirnregiongternandez Torres et al., 2024; Huber et al., 20RughLeptin

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 §e#i) dass ein verbesserter Transport

von Leptin Uber die Bldtlirn-Schranke eher Folge als Ursache des Gewichtsverlugsiaister et

al., 2018) Bezuglich der zentralen Leptinresistenz konnte gezeigt werden, dass TEL den Lipidspiegel
in Tanyzyten normalisiert, hypothalamische Lipidspiegel normalisiert und méglicherweise durch
reduzierte Gliose und reduzierte leichtgradige Entziindung die Resigenndert(Rawish et al.,

2020)

Die Beobachtungn, dass sowohl Angll als auch TEL zur Gewichtsreduktion beitragen
(Winkler et al., 2018ynd TEL auch im AR ko Gewicht, Insulinsensitivitat und Leptinsensitivitat
verbessert(Rong et al., 2010)lassen einen Mechanismus unabhangig 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 vor{(l8itifna et al.,
2004) Das gesteigert verfligbare Angll dient als Substrat fiir ACE2 und esngikd gebildet. Es
wurden wiederholt erhdhte Konzentrationen von ARghach Therapie mit ARB gefundggase
et al., 2005; Jawien, 2012; Pereira et al., 2007; Tesanovic et al., PA%6)e Arbeitsgruppe konnte
zeigen, dass die Uberexpression von Agden Gewichtsanstieg durch ungesunde Erndhrung
verhindert(Blanke et al., 2015}lie Leptinsensitivitat wiederherstellt und die Expression von ACE2
und Mas im viszeralen Fettgewebe erhoht. Der Masagonist A779 konnte dabei die TEL
induzierte Gewichtsreduktion teilweise aufheben, was bestétigt, dass die Bindung vorY Aamgl
Mas arneilig zur Regulation des Korpergewichts beitrégthuchard et al., 2015Juletzt sollte ein
Tierversuch mit Masglefizienten Mausen auf dem genetischen FVBfiNtergrund die Bedeutung
von Angl7 erneut aufzeigen. Entgegen den Erwartungen zaidias knockout (ko) Mause
allerdings ein geringeres Gewicht und eine reduzierte Fettmasse. Die Entwicklung einer Adipositas
war weniger stark ausgepragt. TEL reduzierte das Gewigtildtyp Mausennur gering, dafur aber
starker n Mas ko Mausen Auch die Leptinsensitivitdt konnte nun iMas ko Mausen
wiederhergestellt werden. Eine Veeshslung der Versuchsgruppen wurde ausgeschlossen und ein
Einfluss des genetischen Hintergrunds auf die Ergebnisse diskiDegper et al., 2019)in der
vorliegenden Arbeit soll daher der Effekt der Masfizienz 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 Phanotyp sehr groR3 sindlewyahrelang
besonders Kaninchen zur Erforschung der GefaRRpathologie verwendet. Um Kosten fir die Haltung
zu sparen und vor allem, weil genetische Veranderungen leichter herbeizufiihren sind, gewann die
Maus als Tiermodell zunehmend Bedeutung. Mause sddgh relativ resistent gegenlber der
Nahrungsmittelbedingten Entwicklung von Atherosklerose, weshalb Verdnderungen im Erbgut

und teils einecholesterinreichéerndhrung zur Induktion notwendig sifEmini Veseli et al., 2017)

Zu den am haufigsten verwendeten MaMwdellen zahlen derknockout von
Apolipoprotein  E (ApoE) und LBEkzeptor. In ApoE ko Mausen werden ausgepragte
Veréanderungen im Lipidprofil und die Entwicklung von Atherosklerose bereits in Kombination mit
StandardDiat chow) beobachtet Es werden Cholesterinwerte von bis zu 500 rhgfdi deutliche
atherosklerotische Lasionen erreicht. Unter Hinzunahme von Western Diat (WD) kdnnen Werte von
mehr als 1800 mgidsowie dreifach vergrol3erte Lasionen gesehen wer(llomp et al., 1992)
LDLRezeptor kaviausezeigen mit chow Didt nur milde Veranderungen im Lipidprofil und kaum
atherosklerotische Lasionen. Erst in Kombination mit atherogener Diat entwickeln sich eine
deutliche Hypercholesterinamie mit Werten tber 1500 mig/dd Atherosklerosélshibashi 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 gegeniiber der
Entwicklung von Atherosklerose, wohingegen Mause auf dem C57BL/Gd#ime durchgehend

groRere Lasionen zeigéheupser et al., 2003)

Sollen in einem Mausmodell mit Atherosklerose weitere genetische Veranderungen wie die
MasDefizienz untersucht werden, war lange die Erzeugung eines Dkpgako) notwendig, was
technisch anspruchsvoll ist und eine langwierigavie kostenintensiveZucht mit sich bringen
wirde. Um diesdimitationenzu umgehen, wurde 2014 erstmals die Induktion von Atherosklerose
mittels einmaliger Injektion einemdeno associated virdy®AV) beschrieben, der als Vektor fir eine
gain of functiorMutation der ProproteirKonvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 (PCSK9) (iBgmtklund
et al., 2014) PCSK9 wird in der Leber exprimiert, bindet an denrRd2eptor und bewirkt dessen
Abbau in Lysosomen. Bei der Injektion erreicht der Vektor die Leber durch einen spezifischen
Promotor, bewirkt eine Uber lange Zeit stabile Expression der mutierten PCRK® ndie eine
zehnfach héhere Affinitat fir den LIRezeptor zeigt als der Wildtyp, reduziert die Expression des
LDLRezeptors und fuhrt zu chronisch erhéhten Cholesterinweftedazu Abb.-2) (RocheMolina
et al., 2015) Zur Verfigung stehen die humane Mutation PCSK9 D374Y und die murine Mutation
PCSK9 D377Y. Abgekurzt wirdgdia of functionMutation mit PCSKY(Peled et al., 2017)n den
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bisherigen Studien erfolgte die Injektion wahlweise intravends in die Schwdarz Femoralvene
sowie intraperitoneal mit einer Anzahl an injizierten Viruspartikeln zwiséi@6'° und 5x103. Der
erzeugte Phanotyp ist adeLDIRko Mausenéhnlich, denn fur die Entwicklung atherosklerotischer
Lasionen ist eine entsprechende atherogene Diat notwendig. Umtasw Diat konnen
Cholesterinwerte von 300 mg/dL, in Kombination high fatDiat(HFDYiber 1100 mg/dL und eine
dosisabhéangige Induktion der Atherosklerose erreicht wer@rcheMolina et al., 2015)

-

|

LDL-Cholesterin . PCSKI™-AAV LDL-Cholesterin

® )

Zellmembran

Zellmembran
Recycling

Abbildung %2: Recycling und Abbau des L-Bezeptors in Abhangigkeit von PCSK9. N@jorklund et al.,
2014)

Um desesneue Atherosklerosdlodell in unserer Arbeitsgruppe zu etablieren und die notwendige
Viruslast zu eruieren, erfolgte im Vorfetdr vorliegenden Hauptstudie eine Vorstudie, in der 24
Wildtyp-Mausen aus vier Versuchsgruppen unterschiedliche Viruslasten des "TAAK9
intraven@s injiziertund nach zwolfwdchigem Versuchszeitraomit Futterung von Western Diét
Korpergewicht, Lipidprofil, atherosklerotische Plaques und endotheliale Funktion analysiert
wurden. Die Mause entwickelten eine Diidtduziere Adipositas und dosisabhangig
Hypercholesterinamiesowie atherosklerotische PlaquesAls Ausdruck einer endothelialen
Dysfunktion stellte sich eine erhdhte kortikale Steifigkeit ri(s. dazu Abb. -B). In der
Zusammenschau hielten wir eine Viruslast von il prinzipiell ausreichend zur Induktion von
endothelialer Dysfunktion und atherosklerotischen Plaques und wahlten aus Sicherheitsgriinden

fur die Hauptstudie 2x2®(Achner et al., 2022)
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Abbildung 13: Ergebnisse der Vorstudienduktion von Hypercholesterindmie (A), atherosklerotischen
Plaques (B) und endothelialer Dysfunktion (C+D) in Abhangigkeit der Viruslast nach einmaliger Injektion eines
PCSK®-AAV in Kombination mit Western Diat. Ng@cthner et al., 2022)

Im Rahmen der Vorstudie wurde auch Uberprift, inwieweit zwei unabhangige Untersucher an
denselben Daterzur kortikalen Steifigkeihach manueller Auswertung gleichsinnige Ergebnisse
erhalten, um damit die gemeinsame Veroffentlichung von Daten der Hauptstudie zu ermdglichen
(s. dazu auch Kapitel 1.7 und 2.2). Es konnte gezeigt werden, dass ein konstanter interindividueller
Unterschiedbesteht, dabei aber die Gleichsinnigkeit der Ergebnisse erhalten bleibt. Aus der
konstanten Differenz zwischen den beiden @veh wurde ein Faktor von 1,102 zur Anpassung der
erhaltenen Werte des Autors dieser Studie ermittelt (s. Abbildua. Ein analoges Vorgehen

wurde auch fur die im Folgenden dargestellte Hauptstudie gewahlt.
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Abbildung 1-4: Vergleich der Auswertungen zur kortikalen Steifigkeit in der Vorstudi@) 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 Anpassuthgr Daten. Dargestellt sind Median, 25% und #&fzentile als Boxplot.
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1.7 Fragestellung und Hypothesen
Das RAS hat grof3e Bedeutung in der Pathophysiologie von Adipositas und Atherosklerose.

Insbesondere der antagonistischen ACE2/AnfMas-Achse werden dabei positive Einflisse
zugeschrieben. TEL erhoht die Konzentration von Ahgidd kénnte dariber die Bwtcklung einer
Diatinduzierten Adipositas verhindern. In der vorliegenden Arbeit soll die Entwicklung von
Adipositas und Atherosklerose in Abhangigkeit einerBé&iandlungri Mas koMausenauf dem
C57BL/6N Hintergruném AtheroskleroseModell mit PCSK3AAV untersucht werden.Neben
Gewicht, Fettmasse, Lipidprofil, Cytokinprofihd Glukosestoffwechsel untersuchen wir die
endotheliale Funktion anhand der Steifigkeit von Cortex und Glykokalix sowie Messung von Nitrit,

analysieren Plaques histologisch und untersuchen die-Bitessiomler abdominalen Aorta.
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Unsere Hypothesen lauten:

1. Méause mit Mas ko sind schwerer, haben eine groRere Fettmasse, einen erhthten
Blutzucker, erhohte Werte fir Cholesterin und Triglycerié&ée erhdhte kortikale
Steifigkeit im Vergleich zu Wildtygausen

2. Mause entwickeln durch Western Diat eine Bidduzierte Adipositas. TEL verhindert die
Entwicklung einer Didnhduzierten Adipositasni Wildtyp Mausen TEL kanrn Mas ko
Mausendie Entwicklung einer Didahduzierten Adipositas nicht verhindern.

3. TEL reduziert atherosklerotische Plaques und verbessert die endotheliale Fumktion i
Wildtyp Mausen TEL kanmiMas koMausenatherosklerotische Plaques nicht reduzieren

und die endotheliale Funktion nicht verbessern.

An der Durchfuhrundes Projektbeteiligt waren der Autor dieser Arbeit sowie Frau Leonie Achner.
DieVorstudiewurde gemeinsam zu gleichen Anteilen durchgefiihrddnHauptstudievurde eine
gemeinsame Kontrollgruppe verwendé&rau Achner untersuchte ACE2Wause Herr Klersy Mas

ko Mause. Dieses Vorgehen diente nach dem -Bfzip einer Reduktion der benétigten
Versuchstiere und der Risikominimierung im Krankheitsfall oder Ausfall aus anderer Ufsiache

die gemeinsame Veroffentlichung der Daten bei#teockout Mause wertete Frau Achner die
kortikale Steifigkeit der ACE2 ko Mause aus, Herr Klersy die kortikale Steifigkeit der Mas ko Mause,
beide werteten unabhangig voneinanderedkortikale Steifigkeit der gemeinsam verwendeten
Kontrollgruppeaus Um sicherzustellen, dass eine kombinierte Darstellung der kortikalen Steifigkei
mdglich ist, musste im Vorfeld zwingend eruiert werden, ob die beitkaibhé&ngigetntersucher

an denselben Daten gleichsinnige Ergebnisse erhalten. Dies erfolgte im Rahmen der Vorstudie,
indem die beiden Untersucher die Daterur kortikalen Steifigkeiunabhéngig voneinander
auswerteten. Weil dieses Vorgehen fur die gemeinsame Veroffentlichung der DOdden
Hauptstudie zwingend notwendig war, wird in beiden Dissertationsschriften die kombinierte
Auswertung der Daten zur kortikalen Steifigkeit der Vorstudie adreqsighieres dazu im Kapitel

2.2). Alleweiteren Ergebnisse der Vorstudie finden sich im Anhang dieser Asb&apitel 7).
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2 Methoden

2.1 Tierexperimentelle Methoden

5SN)] ¢ASNDSNRAzOK a9AyFidzaa @2y ¢StYAal NKOY dzyR
aNdzaSya Aad RddzZNOK RIFd aAyAadSNAdzY FNNI 9y SNHA
Digitalisierung des Landes Schlesiastein (MELUR) genehmigt (Antragsnummg242

48029/2018 (859/18)) und denNational Institutes for HealtiRichtlinien (NIHGuide for the care

and use of laboratory animaglssowie der Tierschut?ersuchstierverordnung (TierSchVersV)
entsprechend durchgefiihrt worden. Die Ergebnisse wurden nachAdanal Research: Reporting

of In Vivo Experiment$ARRIVERichtlinien dokumentiert.

2.1.1 Versuchstiere

Eswaren 36 mannliche WildtyMause des Stammes C57BL/6N bezogen von der Firma Janvier
sowie 36 Maslefiziente mannliche Mause desselben Stammes Versuchstiere. Diddflanten
Mause wurden von unserem Kooperationspartner Prof. Dr. Michael BaderDilxiickCentrum

fur MolekulareMedizin, Berlin) gezlichtet und tber einen Embryonentransfer in die Gemeinsame

Tierhaltung (GTH) in Libeck importiert.

2.1.2 Haltungsbedingungen

Die Mause wurden in den Haltungsraumen der GTH der Universitat zu LubE€gnter of Brain,

Behavior and MetabolisfiCBBM Gebaude 66) in Gruppen von zwei bis vier Tieren in individuell
GSYyGAt ASNISY YNFAISY oL+x/0 @2y ¢e&Ll) aoLL fFy3a
entsprachen wéhrend der gesamten Studie einer konstanten Raumtemperatur von 21°C und einer
Luftfeuchtigleit von 4060% bei einem 12hkellDunketRhythmus mit Lichtphaseon 7-19 Uhr.

Tagliche Inspektionen, Gewichtsbestimmung und Fitigrarfolgten wahrend dekichphase. Bis

zum Versuchsbeginn erhielten die Mause €iné | y R | ¢hBw ERdadc. Dl 24508 modsniff®,
Deutschlandl und stets Leitungswasser ad libitum. Einmal wdchen#idhielten die Tiere neu

eingestreute Kafige.

2.1.3 Studienprotokoll

In der vorliegenden Studie wurde untersuclmwiefern die Therapie mit Telmisartan bei Mas
defizienten Mausen Ubergewicht und Atherosklerose verhindern kann. Die Tiere erreichten die
Haltungsrdume der GTH im Alter von acht bis neun Wochen. Wildtyp (wt) undidfiaente
Méause wurden nach Gewichtmdomisiert, in sechs Gruppen zu je zwolf Tieren aufgeteilt und Gber

einen Versuchszeitraum von zw6lf Wochen beobacfgel abelle 2).
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Gruppe Anzahl der Tierg Diat Behandlung Viruslast
wt chow VEH | n =12 Chow Diat | Vehikel Leervektor
wtWDVEH |n=12 Western Diat| Vehikel 2x10%

wt WD TEL n=12 Western Diat| Telmisartan| 2x10+
Mas chow VEH n =12 Chow Diat | Vehikel Leervektor
Mas WD VEH | n =12 Western Diat| Vehikel 2x10%
Mas WD TEL | n=12 Western Diat| Telmisartan| 2x10+

Tabelle 21: Versuchsgruppen

Nach einwdchiger Eingewohnungsphase erfolgte sieben Tage vor Versuchsbeginn eine
retroorbitale Blutentnahme. In der letzten Woche vor Versuchsbeginn wurden die Mause an das
Greifen und das Einfuhren der Schlundsonde gewéhnt. Ab Versuchsbeginn (Tag lBneviee
GruppenWestern Diat (WD)DieWildtyp- und Knockoutkontrollgruppen erhielten weiterhiophow

Diat. Allen mit WD gefitterten Mausewurde ebenfalls an Tag 1 das PCSKAV in die
Schwanzvene appliziert, den Kontrolltieren ein Leervektor. Tagtithgten Gewichtskontrollen

und die orale Applikation von TEL oder eines Vehikels (VEH). In der zehnten Versuchswoche erfolgte
eine Bestimmungder Masseverteilungmittels NukleaftMagnetResonansSpektroskopie. 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 Aoa mittels AFM, atherosklerotische Plaques histologisch und dieEddAession

der Aorta durb Sequenzierung untersucfg. Abb. 21).

Abbildung 21: Ubersicht des Studienprotokolls
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Die Mause wurden in sechs Gruppen zu je zwoélf Tieren mit einwbchigem Abstand in die Studie
integriert. Blutentnahmen, Virusinjektionen und Tests der Studie fanden entsprechend mit

einwoOchiger Zeitversetzung statt.

2.1.4 Herstellung von applizierten Losungen und Suspensionen

2.1.4.1 Herstellen der Telmisartamind VehiketSuspension

Es lag Telmisartan in pulverisierter Form vor. 2,5 g Gummi Arabicum wurden in einem Mdrser
vorgelegt und sorgfaltig verrieben. Dazu kamen 40 mg Telmisartan, die Mischung wurde weiter
verrieben und schrittweise mit insgesamt 25bleitungswasser suspendiert. Die Konzentration der
Suspension betrug 1,6 mglmelmisartan in 10% Gummi Arabicum. In einem $@Gafcon wurde

die TelmisartarSuspension bei 4°C aufbewahrt und maximal eine Woche lang verwendet. Vor jeder

Applikation wurde das Falcon mehrere Male dwgenkt.

Die VehikeL6sung wurde aus 2,5 g Gummi Arabicum und 23 eitungswasser hergestellt,

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

2.1.4.2 Herstellen der PCSKRRAALGsuNng

Das PCSRYAAV wurde uns freundlicherweise von Prof. Dr. Oliver Mulliversitatsklinikum
SchleswigHolstein UKSH Campu§iel) zur Verfiigung gestellt und wie bereits beschrieben
(Buchmann et al., 202Mergestellt: Durch Gdransfektion von AAV/D37tMPCSK9 (Addgene
plasmid #58376) mit dem Helf€lasmid pDP8 wurden in HEK293T Zellen nach deplasmid
Methode AAVSerotyp 8 Vektoren fir die Expression muriner D3PTBEK9 copy
DesoxyribonukleinsaureclPNA produziert. Die Vektoren wurden mit lodixanol Gradienten
gereinigt und anschlieRend titriert. Wir lagerten das PCSKAV bei20°C. Am Tag der Injektion
wurde das Virus aufgetaut und mit NaCl verdiinnt, um die gewtinschte Viruslast in einem Volumen

von 100 (izu erhalten.

2.1.4.3. Herstellen der KetamifXylazin-Narkose
Fur diefinalen Narkosen wurden je 700l iKetamin (10%) und Xylazin (2%) in ein 15-aicon

gegeben, das anschlielend bis zu einem Volumen vonl friitiNaCl aufgefillt wurde.
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2.1.5 Substanzapplikation

2.1.5.1 Injektion des PCSROAAV

Zur Induktion von Atherosklerose wurde den mit WD gefitterten MaudanPCSRYAAViINn die
Schwanzvene injizieren Kontrolltieren wurde ein Leervektor injiziddazu wurden die M&use in
einem Restrainer fixiert. Zur besseren Venenfillung wurde der Schwanz mit einer Warmelampe

bestrahlt. Es erfolgte dann die Applikation von insgesamt 1@@iuvorbereiteten Losung.

2.1.5.2 Orale Applikation von Telmisartan und Vehikel

Eine vollstandige Gabe von Telmisartan und Vehikgte durch intradsophageale Applikation

6a{ OKf dzy RSy a0 No SNJ SA ynme bereitd meiNGBch begchriebEDabpgmet S S NNJ
al., 2019; Rawish et al., 2020) 5A S Yy 2LJF 1l yYNf S 2RSNJ | dzOK| a{ OKf d
Spritze verbunden, die die zu applizierende Flissigkeit enthielt. Zur Applikation wurden die M&use

mit der linken Hand an Nackeond Rickenfell sowie am Schwanz fixiert. Mit der rechten Hand

wurde die Schlundsonde in Mund und Osophagus eingefiihrt. Finiseetan und Vehikel wurden

separate Kanulen 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 % Gumniicdra vorlag.
Entsprechend wurden pro g Korpergewicht bdgr Losung appliziert. Bei der Vehilélerapie

wurde das gleiche Volumen verwendet.

2.1.5.3 Intraperitoneale Applikation

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

gehalten, die Kanlle auf Hohe der Kniefalte angesetzt und die Lésung in die @dactgyegeben.

2.1.6Bestimmung der Masseverteilung

Die Masseverteilungwurde mittels NukleaMagnetResonanspektroskopie am LF1LEICA
Analyzer erfasstwie es in der Arbeitsgruppe etabliert @uber et al., 2021)Dazu wurden die
Mause in ihrem Kéafig 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 Geréts platziert und diesdleg 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 Augenhéhle eingefuhrt und leitete das Vollblut in eine
Ethylendiamintetraessigsaur&DTAMikrovette. Diese wurde 30 Minuten auf Eis gelagert und
anschlieRend bei 9000 U/min fir drei Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Piaraestand wurde
abpipettiert und in 1,5 mReaktionsgefalien be20°C gelagert.

Bei der ersten retroorbitalen Blutenthnahme wurden die Mause vor der Blutenthahme in
einen Plastikzylinder gesetzt, auf dessen Boden ein mit Isofluran getrénktes Tuch lag, das die Mause
anasthesierte. Sie wurden nach kurzer Zeit aus dem Zylinder entnomnendeB® finalen
Blutentnahme wurden die Mause mittels intraperitonealer Injektion einer KetabytazinLdsung

anasthesiert.

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

handelsublichen Messstreifen und Messgeréaten bestimmit.

2.1.7.3 Kardiale Blutentnahme fir NitrAMessung

Um eine Hamolyse des Vollbluts fir die Bestimmung von Nitrit zu verhindern, wusdézlich eine
kardiale Blutentnahme durchgefiihrt. Diese erfolgte am narkotisierten Tier nach Er6ffnung von
Bauchraum, Durchtrennung des Zwerchfells und Er6ffnung des Thorax mit einer 23G Kanule und 1
ml Spritze. Das Blut wurde in eine LithithheparinMikrovette Uberfuhrt, darin auf Eis gelagert und

bei 4°C fur 10 Minuten mit 2000 g zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Plasma in Proteinfilter
pipettiert und darin bei 4°C fufO0 Minuten mit 14 000 g zentrifugiert. Das entproteinierte Plasma

wurde in lichtgeschitzten ReaktionsgefalRen486°C gelagert.

2.1.7.4 Tétung und Organentnahme

Eserfolgte nach kardialeBlutentnahmeund cervikaler Dislokatiogie Er6ffnung der Schadeldecke

und die Enthahme des Gehirns mittels Pinzette. Das Gehirn wumtigehend auf Trockeneis
eingefrorenund in SzintillationsgefalRen gelagert. Zur&enotypisierung wurde die Schwanzspitze
ebenfalls entfernt und in einem Reaktionsgefal? auf Eis gelagert. Das Herz sowie die daran belassene

Aorta ascendens wurden % Paraformaldehy{PFA fixiert. Die thorakale Aorta descendens
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wurde getrennt: Der erste Teil diente der Messung der kortikalen Steifigkeit und wurde zur
anschlieenden Praparation Phosphatgepufferte Salzlésung (PB®)erfuhrt. Der zweite Teil
wurde mit RingeiL6sung perfundiert, von umliegendem Gewebe befreit und in einem mit Ringer
Ldsung geflillten Reaktionsgefal® in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die abdominale Aorta
wurde in RNAprote@® gegeben. Teile von Leber, Lunge, Duodenum, Dickdarm, Faces, weilem
Fettgewebe, eine Niere und die Milz wurden entnommeia in1,5bzw.2 ml Reaktionsgefalen in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Alle Orgard Gewebeproben bis auf das Herz und die Aorta
wurden anschliel3end beB0°C gelagert.

Die thorakale Aorta descendens wurde anschliel3end fir die Messung am AFM préapariert.
Umgebendes Gewebe wurde sorgfaltig entfernt, die Aorta wurde der Lange nach aufgeschnitten
und schlieRlich in einzelne ca. rechteckige Stiicke mit einer Flache von etmadetrennt. Diese
Aortenstiicke wurden mit Cellak® auf Deckglasern mit 15 mm Durchmesser fixiert, wobei die
Endothelflache nach oben zeigte. Nach der Praparation wurden die DeckglaserWel12
Zellkulturplatten ifminimal essential mediugMEM) mit hirzugefugten 10% fetalem Kélberserum,

1% MEM Vitaminen, 1% MEM niggsenziellen Aminosauren sowie 1% Penicillin G (100 U/mL)
und Streptomycin (100 mg/mL) bei 37°C und 5% i@@rutschrank belassefro Maus wurden

zwei Aortenstiicke gemessen, das erste 24 Stunden und das zweite 48 Stunden nach der Entnahme.
Die Messungen fanden in HEFESferbei 37°C statt (140 mmol/L NaCl, 5 mmol/L KCI, 1 mmol/L
MgC}-6-hydrat, 1 mmol/L Cag;I5 mmol/L Glucose, 10 mmol/L HEPES).

2.2 Atomic force microscopy

Mit der atomic force microscopigt es moglich, Einblicke in die nanomechanischen Eigenschaften
lebender Zellen in einem ex vivo Préaparat zu erhalten. EirNaf®indentationbezeichnetes
Verfahren wurde verwendet, um Steifigkeit von Glykokalix und Cortex der thorakalen Aorta zu
messen und damit Informationen Uber die Funktion der Endothelzellen zu eri&tesgun et al.,

2020; Jeggle et al., 201&u den wichtigen Bestandteilen des AFM z&hlen der bieg€amidevey

ein goldbeschichtetes Metallplattchen mit spharischer Spitze von 10 um GréR3e, ein Laserstrahl, der
von der Rickseite de€antileversreflektiert wird und die Photodiode, die den Laserstrahl

registriert. DerCantileverdient als Mechanosensds. Abb. 22).

Bei derNanoindentationwird die Probe (hier Aorta) in HERE&Ter bei 37°C auf einem
beweglichen Piezoelement befestigt. Durch Herauffahren des Elements wird die Probe an den
Cantileverangenédhert und in Kontakt gebracht. AnschlieRend wird die Probe bis zu einer
definierten Tiefe durch derCantilevereingedriickt bzw. deformiert (Aorta 150 nm). Bei der

Deformation der Probe nimmt deCantileverdie auf ihn wirkende Kraft wahr. Eine steife Probe
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lasst sich weniger einfach deformieren als eine weiche und bt daher mehr Kraft aGbdékever

aus. Die entsprechende auf d@antilevemwirkende Kraft wird registriert, indem d€antilevesich

selbst bei der Deformation der Probe verbiegt, der Laserstrahl von dessen Riickseite abgelenkt wird
und von der Photodiode an veranderter Position wahrgenommen wird. Dabei korQaetilever

mit unterschiedlichen Eigenschaften zum Einsatz. WeSGddilevemwerden bereits durch weniger

Kraft verbogen als steiferd-ir Messungen der Glykokalix wurden in dieser A@aittilevemit

einer Federkonstanten von 0,01 N/m und fir die Messungen des Cortex mit einer Federkonstanten

von 0,03 N/m verwendet.

Cantileyq,

Aorty

Deckgfas

Piezoelement

Abbildung 22: Aufbau desatomic force microscopeach(Cosgun et al., 2020)

Mit der vorgegebenen Federkonstanten und der Empfindlichkeit fir Verbiegdafiegtion
sensitivity desCantilever&kann aus der einmaligen Deformation der Probe mit Hilfe der Software
Research Nanoscogine Kurve erstellt werde(s. Abb. 23). Die Steigung dieser Kurve korreliert

mit der Kraft (in N) die notig ist, die Probe bis zur definierten Tiefe einzudricken. Dies wird als
Steifigkeit (in N/m) definiert. Auf der resultierenden KrBistanzKurve kdnnen mehrere
Steigungen unterschieden waen: Steigng durch Deformation der Glykokalix, Steigung durch
Deformation des Zellcortex und Steigung durch Deformation des Zellinneren. Die Steigung wird bei
jeder einzelnen KrafDistanzKurve manuell bestimmt, indem eine Gerade angelegt wird. Dazu

wurde dieProteinUnfolding and NanoindentaticAnalysis Softwar@unias) verwendet.
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Abbildung 23: Kraft-DistanzKurve bei Einzelmessung der thorakalen Aortaz Annaherung degsantilevers

an die Probe, 2 = Deformation/Steifigkeit der Glykokalix, 3 = Deformation/Steifigkeit des Cortex, 3

Deformation/Steifigkeit des Zellinneren

In dieser Studie wurde sowohl Glykokalix als auch der Zellcortaxersucht. Auf einer Probe
wurde diekortikale Steifigkeitan 20-25 verschiedeneZellen untersucht. Dazu erfolgten jeweils
acht Deformationen pro Zelle mit entsprechender Generierung und Analyse derlKstdhz
Kurven. Die 2@5 Zellen stammten aus mindestens drei Bildbereichen der Probe, die
lichtmikroskopisch kontrolliert wurdéie Experimente wurden durchgefuhrt an einem MJlide
AFMmit Feedbackkontrollierter Heizung im Institut fir Physiologie der Universitat zu Liki2iek.

Messungen der Glykoka erfolgten durch Dr. Benedikt Fels.

Um in(Klersy et al., 2028)ildtyp, ACE2 ko und Mas Mausevergleichen zu kdnnen, war
einekombinierteAuswertung durch den Autoren dieser Studie und Frau Leonie Achner notwendig.
Die KraftDistanzKurven der ACE2 ko Méause wundgurch Frau Achner ausgewertet, die Kraft
DistanzKurven der Mas ko MauskirchTobias Klersy. Bei gemeinsam verwendeter Kontrollgruppe
und manueller Auswertunger KraftDistanzKurvenmit mdglichen individuellen Unterschieden
war zuvorzwingenddie Untersuchung notiggb Frau Achner und Herr Klersy amdelben Proben
zu gleichen Ergebnissen kommeiirden und eine Kombination der Auswertungen statthaft ware
Daher erfolgtern Rahmen der Vorstudizunachstdie eigenstandige Auswertung der kortikalen
Steifigkeitdurch die beiden AutorenEs konnte gezeigt werden, dass ein konstanter geringer
interindividueller Unterschied zwischen den Auswertern besteht, ohne dass davon die Ergebnisse
beeinflusst wurden. ifAchner et al., 2022yurde danndie gemittelte Auswertung verdoffentlicht.

In (Klersy et al., 2025yurden die interindividuellen Unterschiede der Auswertunganhand der
kortikalen Steifigkeit der Kontrollgruppe ermittelt, um anschlieend die Ergebnisse von ACE2 ko

bzw. Mas ko an den gemeinsamen Mittelwert der Kontrollgruppe anzupassen.
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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. Dafiir wurdeRtashe cobas ¢ 20mit dem
EnzyChrom HDL/LDL/VLDL Assay Kit 100T (Biotrend Chemikalien GmbH) sowie dem Triglyceride
ColorimetricAssayKit 96well Kit (Biomol Gmbefivendet.

2.3.2Hormon- und Cytokinprofil

Eswurden dadMilliplex mouse metabolic magnetic bead paneMMHMAG44K.mouse (Amylin,
GPeptide 2, Ghrelin, GIP, GLFActive or GLB Total, Glucagon, 4, Insulin, Leptin, MCP, PP,
t,, 2 wSaradAys { SdadHliplaxymap noysk high bed@ditivtycell pamel 18t
MHSTCMAGOK (GM { CXZ Mm@ =M iIX3RLIE4] IL5, 116, I1-7, 1-:10, 112 (p70), 13, Ik
17A, KC/CXCLL, LIX, MGRIIR2, TNF" 0 T dzNJ ! y (i $dkmaerid GxfoRinpieffsaen

Herstelleanweisungerentsprechendverwendet.

2.3.3 NitritMessung

Nitrit wurde aus 50 pheparinisiertem und gefiltertem Plasma als Surrogatparameter fir die NO
Konzentration mit einem N@nalyzerbestimmt. Die Messungen erfolgten am Vascular Research
Center in Frankfurt am Main nach beschriebener Vorgehenswieisgez et al., 2021)Um die
Ergebnisse nicht durch Nitrit aus dem Leitungswasser zu verféalschen, erhielten die M&use vor der

Blutentnahme funf Tage lang handelsibliches Mineralwasser mit einem niedrigen Gehalt an Nitrit.

2.3.4 RNASequenzierung (RNAseq)

Die RNASequenzierung der abdominalen Aorta wurde am Vascular Research Center in Frankfurt
am Main durchgefihrt(PflugerMuller et al., 2020) Die RNASequenzierung erfolgte an der
absteigenden Aorta. Das aortale Gewebe wurde isoliert, von Fett befreit und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Fiur die RNAs&galyse wurda die Aortensegmentgon drei Mausen gepoolt und
insgesamt wurdenier Probenpro Versuchsgruppanalysiert. Die Ergebnisse reprasentiersvolf

Mause pro Gruppe. Die gesamte RNA wurde isoliert mit dem RNA Mini Kit von Bio & SELL (Nurnburg,
Deutschland) kombiniert mit DNas@NaseFree DNase Set, Qiagen), um genomische -DNA

Kortamination zu vermeiden.

RNA undie Vorbereitung der Sequenzierungsbliothek wurde durch LabChip Gx Touch
Hn Ot SNJAY 9f YSNL OGSNAFATASNI® !'fa tNRO6S FNNJ
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nach Herstellerprotokob00 pg der RNA verwend@fazyme). Die Sequenzierung wurde an einem
NextSeq2000 der Marke lllumina durchgefiihrt mit 1:36f2singleend setup.5 A S NXB & dzf G A SNI S
NBIFRada 6dzNRSYy o6ST NItAOK vdzZ f AGNGEZT ! RFLIWGSNRAYKI
(RRID:SCR_014583) (Andrews Simon: Andrews Simon: FastQC: a quality control toot for high

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

Die RNA Sequenzierungsanalyse erfolge Max PlancKknstitute for Heart and Lung
Researclin Bad NauheiniBolger 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 funf Nucleotiden zu trimmen und nur gefilterte reads mit einer Lange
von mehr als 15 Nucleotiden beizubehalten. Die Reads wurden gdgmnEnsemble 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 witiGeagtation
sequencing data in the BAM format) gefiltert, uDuplikate zu entfernen. Die Genzahlungen
wurden mit featureCounts 2.0.4 erstellt durch Zusammenstellung von reads, die Exons auf dem
korrektem Strang Uberlappten, ohne solche, die bei vielen Genen Uberlappten. Die Rohanzahl
Matrix wurde mit DESeq?2 Versi@r86.0 normalisiert. Kontraste wurden mit DESeq2 basierend auf
der RohanzaHMatrix erstellt. Die Gene wurden bei einer durchschnittlichen Anzahl von > 5 als
signifikant verandert exprimiettlassifiziert mit angepasstem-{wWert < 0.05 fir multiples Teste
und -0.585 < log2FC > 0.585. Die Enserlidestellung wurde mit UniProt data (Activities at the

Universal Protein Resource (UniProt)) erstellt.

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

CTD+Gendisease+AssociatiorfRouillard et al., 2016)

2.4 Histologische Analyse der Aorta

Die histologischen Analysen erfolgten am Institut fur Kardiogenetik der Universitat zu Libeck
(Aherrahrou et al., 2020)Atherosklerotische L&sionen wurden an der aufsteigenden Aorta
verblindet zur Behandlungsgruppe untersucht. Dazu wurden nach Entfernung von umliegendem
Gewebe Kryostatschnitte {80 um) der aufsteigenden Aorta aus einem Bereich unterhalb der
Aortenwurzel bis zum Aortenbogen mit einem jeweiligen Abstand von 40 um erstellt urdemit

Oil Red O Farbung (ORO) angefarbt. Die mittlere Grol3e der atherosklerotischen Lasionen wurde
aus acht bis zehn Schnitten errechnet. Bilder wurden mit einem Keyence Mikrodgepaimnmen.

Die Schnitte wurden manuell mit der GIMP Software, Version 2.6, analysiert. Lasionsareale und
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OROpositive Regionen wurden bestimmt nadfrhouse Skript, bei dem das Python package

OpenCV die Bilder prozessiert und Lasionen durch-Selnlvellenwerte erkennt.

2.5 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde GraphPad P8smarwendet.Nach Ausrei3eranalyse mittels

Robuste Regression und AusreilRerentferngR@UT) erfolgteine Uberpriifung hinsichtlich der
Normalverteilung. Lagei mehr als zwei zu vergleichenden Gruppéere Normalverteilung vor, so

wurden einelway-Analysis of Variance BOVA bei einer Variablen und ein2way-ANOVADei
zweiVariablendurchgefiihrt.. SA { AGYAFTALF YT 6 dz2NRS ¢ dzloSBoea Y dz .
Test angewendetBei fehlender Varianzhomegitat erfolgte eine BrowrForsytheANOVA mit

5dzyy S i Qa Ydz (A Ldg @ineddnnalllerdeiudgief Daies wof] wurden sie mittels
KruskalWallisTest und5 dzy'y Q& Y dzf G A LX S of-Ro¢Tdbt Ndalgs@nBei dweidzd | £ &
vergleichenden Gruppen erfolgte bei Normalverteilung eidTest und bei fehlender
Normalverteilung ein ManWhitney-Test.Die Korrelationsanalyse erfolgte mittelsoder 2-tailed

PearsonrTest

Wir wahlten ein gestuftes Vorgehen und verglichen zunadchst die Kontrollgruppen von
Wildtyp undknockout, anschlieRend die Behandlungsgruppen getrennt nach Wildtygknodk
out nach oben beschrieben Testdie Daten dieser Arbeit sindals Mittelwert *
Standardabweichung@ngegeben In BoxPlots sind der Median, 25% und 75®rzentile mit
Minimum und Maximum als Whisker angegebéis Signifikanzniveau wurde p<0,05 festgelegt.
Die biometrische/statistische Fallzahlberechnung erfolgte-aBsistiert mittels aies online
Programms nach statistischer Beratung mit dem Institut fir Medizinische Biometrie und Statistik
der Universitat zu Lubeck. Die Gruppengréfle von n=12 ergab sich dowlerAnalyse

(korrigiertesh ' n powar80% mit Primarparameter Kérpergewicht.
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3 Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss einer chronischen Behandlung mit gem AT
Blocker Telmisartan auf Diitduzierte Adipositas und Atherosklerobei globaleg Mas-Defizienz

zu untersuchen und dartber Aussagen Uber den Anteil der ACE2/ANgE-Achse an der
Wirkung von Telmisartan zu treffeRlr alle Parameter erfolgte daflr zunachst der Vergleich der
Kontrollgruppen von wt und Mas ko Mausen, um basale Unterschiede zwischen den Mauslinien
erkennen zu kénnen. Im Folgenden wurden dann détuSis der Behandlung mit PCSKAAV und

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

3.1 Kdrpergewicht und Masseverteilung

Wt und Mas ko Méauswvurdeniber einen Beobachtungszeitraum von zwolf Wochen mit Western
Diat gefluttert und erhielten zu Versuchsbeginn eine einmalige intravenose Injektion desPRPCSK9
AAV. Kontrollgruppen erhieltemhow Diat und Injektion eines Leervektors. Dartber hinaus

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

Zu Beginn des Versuchs unterschieden sich wt und Maddksebezlglich des Gewichts
nicht signifikant, Mas ko Mause waren tendenziell leicligerTabelle 11). AlleVersuchsgruppen
nahmen Uber den Beobachtungszeitraum an Gewicht zuwchie-Kontrollgrupperderwt und Mas
ko Mause unterschieden sich auch am Ende des Beobachtungszeitraums nicht bezlglich ihres

Korpergewichtgs. Tabelle-2).

Im Vergleich zuchowKontrolle nahmen wiMause nach Virusinjektion und WD mehr als
doppelt so viel Gewicht zBei Mas ko Mausen konnte ein dhnlicher Gewichtsverlauf mit deutlicher
Zunahme unter WD gesehen werden. In beiden Mauslinien konnte TEL die gesteigerte
Gewichtszunahme verhindern und die Zunahme knapp unter das NiveaihdefTiere reduzieren
(Abbildung 31 A-C).

Zur Untersuchung der Masseverteilung erfolgte nach zehn Wochen eine Niidggret
Resonanspektroskopie. DiehowKontrollgruppender wt und Mas kaviduseunterschieden sich
nicht bezuglich der Fettmasse, Mas Mause zeigten aber signifikant mehr fettfreie Mas¢g.
Tabelle7-2). Unter Futterung mitWD konnte die Fettmassa wt und Mas koMausensignifikant
gesteigert werdenln beiden Mauslinien verhinderf€EL den Anstieg der Fettmaggdbildung 3
1 D). Die fettfreie Masse blieb bei allen Behandlungsgruppen sowohltials auchn Mas ko
Mausenkonstant (Abbildung -4 E). Hinsichtlich der freien Korperfliissigkeit konnte inHieiden

Mauslinieneine geringe Reduktion erreichen (Abbildund B).
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Abbildung 31: Korpergewicht und MasseverteilungMause wurden zwolf Wochen mit chow oder WD

gefuttert, taglich gewogen und mit Vehikel oder TEL behandelt. chow VEH (weil3), WD VEH (rot), WD TEL
(grun). (A) Gewichtsverlauf WildtygB) Gewichtsverlauf Mas ko. (C) Absolute Gewichtszunah{be

Fettmasse (E) Fettfreie Masse. (Freie KorperflissigkeiDargestellt sind Median, 25% und 75%rzentile

als Boxplot. Die Antennen stellen Maximum und Minimum &ae Berechnungen erfolgten nach Mauslinie

getrennt, bei Normalverteilung mittels 1wadNOVA mit Tukey’s multiple comparison tdstj fehlender
Varianzhomogenitdmittels BrownForsytheANOVAY A i 5dzyy SG i Wwa ¢o Ydadibei LX S O2°
fehlender Normalverteilung mittels KruskalallisTestY A it 5dzyy Q& Ydzf A LI §**2 YLI NA & 2
p<0.05, <0.01, <0.001 vchow VEH ~ U M = M M M 0L, xO0@s.pVvD VEHN @

3 Ergebnisse 35



3.2 Hormonprofil

Aus Proberretroorbitaler Blutentnahmen erfolgte die Untersuchung von Hormonen mit Einfluss
auf die Nahrungsaufnahm®&or Versuchsbeginn wiesen Mas ko Mause germbeptinspiegehls

wt Mause auf (s. Tabelle -1). Plasmaspiegelion Resistin, Ghrelin und Peptid YY (PYY)
unterschieden sictam Versuchsendewischen wt und Mas kMausenin den Kontrollgruppen

nicht. In Mas koMausenlagen geringere Plasmaspiegel von Leptin(sof abell&-2).

Nach Virusinjektion und WD entwickelten sowohl wt als auch Makl&ase signifikant
héhere, mindestens verdoppelte Leptinwerte, die durch TEL vollstandig normalisiert wurden
(Abbildung 32 A). Ebenfalls gesteigert wurdém beiden Mauslinierdie Werte fir Resistin. Durch
TEL konnte allerdings keine Normalisierung erreicht werden, sondern Regstimeiter leicht
erhoht (Abbildung 2 B). Die Werte fir das Hormon Ghrelin wurdarbeiden Mauslinierdurch
WD und Virusinjektion leicht gesenkt, Tétteichte in Mas ko Mausen eine SteigeryAdpbildung
3-2 C). Fur PYY ergaben sich durch Virusinjektion und WD nur geringfligige Veranderungen, die
Behandlung mit TEL fuhrta wt und Mas kaVdusenzu signifikanten Steigerungen im Vergleich
zur Kontrolle (Abbildung-2 D).

Die Leptinwerte korrelierten sowohhiwt als auchn Mas koMausenpositiv mit dem
Korperwicht. h wt Mausenkorrelierten auch Kérpergewicht und Resistin positiv, dies watads

ko Mausennur tendenziell zu sehefAbbildung 75 A-H).

3 Ergebnisse 36



A Leptin B Resistin

6000+ 10000
_ - g m— * k%
£ 4000
g W g G(ID- *kk Kk k
.C % m * %
3 W - -
g 2°°°' & é iy %
e = s
0 0
wt Mas ko wt Mas ko
C Ghrelin D PYY
200+ 400
n .
= 150 3004
% ’.E\ **
£ 1001 ) 2 200 é ?
% ' : : E %
sy . Ll 10055
pal i
0 0
wt Mas ko wt Mas ko

Abbildung 32: Hormonprofil Bestimmung der Plasmaspiegel von Hormonen mit Einfluss auf die
Nahrungsaufnahme nach einem Beobachtungszeitraum von zwo6lf Wochen. chow VEH (weil3), WD VEH (rot),

WD TEL (griin). (A) Lept{B)Resistin(C)Ghrelin (D) PYY Dargestellt sind Median, 25% und #B%rzentile

als Boxplot. Die Antennen stellen Maximum und Minimum. &ae Berechnungen erfolgten nach Mauslinie

getrennt, bei Normalverteilung mittels 1wadNOVAmit Tukey’s multiple comparison tedbei fehlender
Varianzhomogenitat mittels BrowRasytheANOVAY A i 5dzyy SG i W& ¢o VYdadibei LX S O2°
fehlender Normalverteilung mittels KruskalallisTest YA G 5dzyy Qa Ydzf G A LX 82, O2 Y LI NJ

* ¥ **x n0<0.05, <0.01, <0.001 vechow VEFHM Z M Uz MMM LIF n dvs WD VEHT dnmE fFadnanm
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3.3 Glukosestoffwechsel

Eine Woche vor Versuchsbeginn und nach Ende des Beobachtungszeitraums erfolgte eine
retroorbitale Blutentnahme zur Untersuchunder Blutglukose und weiterer Parameter des
GlukosestoffwechseldVt und Mas kdviduseunterschieden sich initial nicht signifikant beziiglich

der Blutglukosds. Tab. 71). Die chowKontrollgruppeder Mas koMausezeigte bei der finalen
Blutentnahme deutlich htéhere Wertiir die Blutglukosealswt Mause Daneben unterschieden

sich die Kontrollgruppen von wt und Mas K#usenin geringerenPlasmaspiegeln vamsulin,G

Peptidund Glucagon sowierhthten Werten vorSekretin in Mas koMausen(s. Tab7-2).

Durch WD und Virusinjektion konnte die Blutglukas&i Mausentendenziell, n Mas ko
Mausen signifikant gesteigert werden. In beidéMauslinien hatte TEL keinen Einfluss auf die
Blutglukose (Abbildung-3 A). Als Anzeichen einer Insulinresistenz durch WD und Virusinjektion
ergab sichri wt und Mas koMausen eine signifikante Steigerung ddsomeostasis model
assessmenfHOMA}Index. h Mas koMausenkonnte diese Entwicklung durch TEL normalisiert
werden (Abbildung 8 B). Mas ko Mause wiesen im Rahmen von WD und Virusinjektion
Erhéhungen von Insulin-Reptid und Glucagoauf, die in wt Mausen ni¢tbeobachtet wurden.
TEL reduzierteniMas koMausendie erhéhten ParametefAbbildung 33 B-D).

Zeichen einer Insulinsensitivitat ist auch die negative Korrelation von Insulin und Glukose,
wie sie in der Mako Kontrollgruppe klar zu finden wan wt M&usenzumindest tendenziell. Durch
Hinzunahme von WD und Virus blieb die Insulinsensitivitaiti Mausen erhalten, n Mas ko
Méausenergab sich als Hinweis auf eine Insulinresistenz der Verlust der signifikanten negativen

Korrelation. TEL hatte keinen weiteren Einfluss auf die Korrelationen (AbbildBirgQ.

Durch WD und Virusinjektion stellte sitht GIP in wt und Mas ko Mauseine signifikante
Steigerung ein, die durch TEL teilweise normalisiert werden konnte (AbbildGrig).7Die Werte
von GLP1 wurden weder durch Genetik noch Behandlung der Tiere beeinflusst (Abbiglthg 7
Spiegel von Sekretin veradnderten sich nicht maf3geblich,wt Mausen wurde durch
Virusbehandlung und WD eine signifikante, aber geringe Steigerung erzielt (Abbil@ungAuf
Amylin hatten Genetik und Behandlungsgruppe keinen Einfluss (Abbildady 7
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Abbildung 33: Glukosestoffwechsel Bestimmung der Blutglukosesowie von Hormonen des
Glukosestoffwechsels nach dem Beobachtungszeitraum. chow VEH (weif3), WD VEH (rot), WD TE&0) (griin).
Blutglukose. B) Insulin. Q) GPeptid. D) Glucagon.K) HOMAIndex. (F) Korrelation zwischen Glukose und

Insulin nach logarithmischer Transformation. Wt chow VEH), 1815 p=05727 wt WD VEH: 98,7142,

p=0,a35 wt WD TEL: ¥9,8861 p=0,0a5 (G Korrelation zwischen Glukose und Insulin nach
logarithmischer Transformation Mas chow VEHO&184 p=0,&%26; Mas WD VEH: 18,3937, p=0231; Mas

WD TEL: 98,2365 p=05402 Dargestellt sind Median, 25% und 7%%rzentile als Boxplot. Die Antennen

stellen Maximum und Minimum darDie Berechnungen erfolgten nach Mauslinie getrennt, bei
Normalverteilung mittels 1wapNOVA mit Tukey's multiple comparison tesbei fehlender
Varianzhomogenitdt mittels BrowRorsytheANOVAY A (i 5dzyy S G Wa ¢an tetdad bei LI S O2°
fehlender Normalverteilung mittels KruskalallisTest YA i 5dzyy Qa Ydz G A LX 32, 02 Y LI NJ
Korrelationsanalyse erfolgte mittelstdiled PearsorTest *** *** p<0.05, <0.01, <0.001 vschow VEH

UZUUZIUUU LF nOvsWDVEHN dnmE fFndnnwm
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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 uiBwseunterschieden sich nach
chow Diat und Behandlung mit Vehikel nicht relevant in ihrem Cytokinprofil, einzig bei MIP2

bestand h Mas koMauseneine geringe Erhéhun@. Tabell&-2).

In wt Mausen fuhrte die Behandlung mit Virusinjektion und WD als Zeichen einer
systemischen Inflammation zu einem meist signifikanten Anstieg von-MARF = -LXb
keratinocyte chemoattractanfKC) macrophage inflammatory proteig (MIP2),LPSnduced 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 &hnliche Regulati mit systemischer
Inflammation durch Virusinjektion und Wiicht beobachtet werden. Durch TEL wurden in wt
Mausen mit Ausnahme von IL6 die Cytokinspiegel normalisiert, bei IL6 fiihrte TEL zu einem weiteren
Anstieg. In Mas ko Mausdiihrte TELselektiv zu einer Erhéhung bei MCPLIX, IL6 und IL10
(Abbildung 34 A-l).
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Abbildung 34: Cytokinprofilam Ende des Beobachtungszeitraurtisow VEH (weil3), WD VEH (rot), WD TEL

(griin).(A) MCPL. (B) TN (C) IFN . (D) KC. (E) MIP@®) LIX (G) IL6 (H) IL10.(I) IL12p70 Dargestellt sind

Median, 25% und 75%erzentile als Boxplot. Die Antennen stellen Maximum und Minimum Qe
Berechnungen erfolgten nach Mauslinie getrennt, bei Normalverteilung mittels -AMVAMIt Tukey’s

multiple comparison testbei fehlender Varianzhomogenitat mittels BrosorsytheANOVAY A i 5dzy y S G wa
T3 multiple comparison testind bei fehlender Normalverteilung mittels KruskslllisTestY A i 5dzyy Qa
multiple comparison test. n=12. *,** *** p<0.05, <0.01, <0.001 vschow VEHM X~ W U a<B.061<0.01,
<0.001vs.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 Untersuchumigs Lipidprofils. Nach Tétung und Organentnahme
wurden Kryostatschnitte der aufsteigenden Aorta angefarbt, um sie auf atherosklerotische
Lasionen zu untersuchelor Beginn der Studie waren die Triglyceridéias koMausenleicht

erniedrigt(s. Tabell&-1).

Basale Unterschiede zwischen den Mauslinien lieRerimidfergleich der Kontrollgruppen
nicht feststellenDie Behandlung mit Virusinjektion und WD fuhntenit und Mas ko Mauseau
einer deutlichen Steigerung von Cholestetind Triglyceride. Die Steigerung von Cholesterin
konntein wt Mausendurch TEkeduziertwerden Eine Behandlung mit TEL hatteMas koMausen
keinen Einfluss auf das Lipidprd@flbbildung 35 B+C).

Die histologische Untersuchung der Aorta ergab ke@levantenUnterschiede zwischen
wt und Mas kdvidusen Beide Kontrollgruppen entwickelten keine Plaques. Durch Behandlung mit
Virusinjektion und WD entwickelten wt und MasMausein ahnlichem Ausmalf? atherosklerotische
Lasionen. Eine Behandlung mit TEL fuhrte sowati &ls auchn Mas koMausenzum signifikanten
Ruckgang dieser Lasionen (Abbildung B, D+E). Es ergab sich durchgehend eine positive
Korrelation zwischen Triglyceriden, Cholesterin und Plagueinhalt (Abbild&iig)3

Bezuglich Aortendurchmesser untbmen wiesen Mas kdviause im Vergleich der
Kontrollgruppenetwas geringe Werte, bezlglich der Aortenmedgcht erhdhte Werte auf(s.
Tabelle 72). In wt Mausenfiihrte die Behandlung mit WD und Virusinjektion zu einer geringen
Steigerung der Mediadickein Mas ko Mausen zu einer geringen Steigerung von
Aortendurchmesser undumen Durch TEL konnte in Mas ko Mausen die Mediadicke reduziert

werden(Abbildung 77 A-C).
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Abbildung 35: Lipidprofil und histologische Untersuchun@estimmung von Cholesterin und Triglyceriden

nach dem Beobachtungszeitraum. Histologische Untersuchung der aufsteigendenchortaVEH (weil3),

WD VEH (rot), WD TEL (gri@) Oil Red O Farbung atherosklerotischer Lasionen. (B) Cholesterin final. (C)
Triglyceride final(D) Plaqueinhalt (E) Fettinhalt (F) Korrelation zwischen Plaqueinhalt und Cholesterin: wt:

r=0,7534 p<0,0001; (G) Mas ko: r8232, p=0,00@. (H) Korrelation zwischen Plaqueinhalt und Triglyceriden:

wt: r=05384 p=0,0012; (1) Mas kor=0,6189 p=0,00@. Dargestellt sind Median, 25% und 78%rzentile als

Boxplot. Die Antennen stellen Maximum und Minimum .dare Berechnungen erfolgten nach Mauslinie

getrennt, bei Normalverteilung mittels 1wadNOVA mit Tukey’s multiple comparison tdsti fehlender
Varianzhomogenitdt mittels BrowRorsytheANOVAY A i 5dzyy SG i Wwa ¢o Ydadibei LX S O2°
fehlender Normalverteilung mittels KruskalallisTest YA G 5dzyy Qa Ydzf G A LX 82. O2 Y LI NJ
Korrelationsanalyse erfolgte mittelstdiled PearsorTest ****** p<0.05, <0.01, <0.001 vschow VEH
UZUUZIUUMN LF nOvs WD VEHI dPnamE fFndnnwm
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3.6 Endotheliale Funktion dethorakalenAorta

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

bestimmten wir im Rahmen der finalen kardialen Blutentnahme die Plasmaspiegeltsitn Ni

Die chowKontrollgruppe de Mas ko Mause zeigte eine signifikant héhere kortikale
Steifigkeit als wiMause (wt 1,318+0039 pN/nm; Mas ko 1,84+0,034 pN/nm; p=0,00@). Durch
PCSK®-AAV und WD erhohte sich die kortikale Steifigkeitvt und Mas ko Mausesignifikant
TEL redzierte die kortikale Steifigkeit in wt Mausgwt WD VEH 1,413+0,09395 pN/nm; wt WD
TEL 1,377+09D44 pN/nm).In Mas ko Mausen konnteudch TEL keine Reduktion erreicht werden
(Mas WD VEH 1,401+0,1116 pN/nm; Mas WD TEL 1,41&20)Ndrm; Abbildung 36 A).Wardie
statistische Analyse nicht wie zuvzellbasierf sondern auf die Versuchstiere bezogen, ergab sich
hier ein &hnliches Bild der kortikalen Steifigkditlerdings wa die Steigerung durch WD und
Virusinjektion m Mas koMausennicht mehr signifikan{Abbildung 36 B). Weder Genetik noch
Behandlundghatten Einfluss auf Steifigkeit oder Hohe der Glykokalix (Abbild«6QEE).

Passend zu der erhohten kortikalen Steifigkeit der Kontrollgralgp®las koMauselieRen
sich hier auch geringere, nahezu halbierte Werte fur Nitrit feststellen (wt 412,5+127,9 nM; Mas ko
238,4+52,89 nM; p=0,0007). Eine Behandlung mit Virusinjektion und WD fillwteNausenzu
einer tendenziellen Senkunfp=0,097) der Werte,in Mas ko Mausen hatte die Behandlung mit
Virusinjektion und WD keinen Einfluss auf den Plasmaspiegel von Nitrit. TEL fiihrte in wt und Mas
ko Mausen tendenziell zu einer Steigeruran Nitrit (Abbildung 36 C). In der wt Kontrollgruppe
korrelierten kortikale Steifigkeit und Nitrit negativy Mas koMausenpositiv als Hinweis auf eine
endotheliale Dysfunktion.ln wt Mausen korrelierten kortikale Steifigkeit und Cholesterin,
Plaqueinhalt sowie Fettinhalt positivn Mas koMausenergab sich keine signifikante Korrelation
zwischen kortikaler Steifigkeit und Cholesterin, kortikale Steifigkeit und Plaqueinhalt korrelierten

negativ (Abbildung-8 FM).

Analog zur Vorstudie erfolgtiier die Anpassung der ermittelten Werte der kortikalen
Steifigkeit anhand eines Faktors, der durch den Vergleich der unabhé&ngigen manuellen Auswertung
der Kontrollgrupp@& 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 fir die kortikale Steifigkeit der Mas ko Mause angepasst.
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Abbildung 36: Endotheliale Funktion der thorakalen Aadat Bestimmung von Nit 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 aed,91. (BKortikale Steifigkeit bezogen auf die Versuchstiered

12. (Q Nitrit. (D) Glykokalix Steifigkei{B) Glykokalix Hohe(F+J) Korrelation zwischen kortikaler Steifigkeit
und Nitrit. Wt: r=0,306; p=0,873 Mas ko: r=0,277; p=07/66 (G+K) Korrelation zwischen kortikaler
Steifigkeit und Cholesterin: Wt: r=0,6892; p<0,0001; Mas ko: r=0,2347tq9D(H+L) Korrelation zwischen
kortikaler Steifigkeit nd Plaqueinhalt: Wt: r=6,/71; p<0,0001; Mas ko: 18,3842 p=0015. (I+M) Korrelation
zwischen Kkortikaler Steifigkeit und Fettinhalt: Wt: 8868 p<0,0001; Mas ko: 8,361 p=0021

Dargestellt sind Median, 25% und 7%%rzentile als Boxplot. Die Antennen stellen Maximum und Minimum

dar. Die Berechnungen erfolgten nach Mauslinie getrennt, bei Normalverteilung mittels-AM@y Amit

Tukey’s multiple comparison tedtgei fehlender Varianzhomogenitat mittels BrowrorsytheANOVA mit
5dzyy S (G Wa camparisérzésiirid i f8hlender Normalverteilung mittels Kruskihllis Testmit
Ydzt G ALK S O Kddklaldnsaalseni esfalgied miyetailed PearsofTest

5dzy Yy Q4

*xx +k% p<0.05, <0.01, <0.001 vschow VEHM . M X M M U
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