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1 Einleitung 6 
 

1 Einleitung 

1.1 Übergewicht und Adipositas ς schon wieder Pandemie? 

αMan soll dem Leib etwas Gutes bieten, damit die Seele Lust hat darin zu wohnenΦά ½ǳ ǾƛŜƭŜ 

Menschen scheinen dem Ratschlag des ehemaligen britischen Premierministers Winston Churchill 

wohlwollend gefolgt zu sein. Die Verbreitung von Übergewicht und Adipositas nimmt weltweit in 

epidemischem Ausmaß zu (Collaboration, 2024). Laut Angaben der Weltgesundheitsorganisation 

(WHO) hat sich die Prävalenz der Adipositas seit 1990 mehr als verdoppelt. 2022 waren 2,5 

Milliarden Menschen übergewichtig und 890 Millionen adipös (World Health Organisation, 2024). 

Das statistische Bundesamt gibt den Anteil übergewichtiger bzw. adipöser Frauen im Jahr 2017 für 

Deutschland mit 43,1% bzw. 14,6% an, bei Männern 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 durchgeführte Lockdown hatte einen negativen Effekt auf die Ausbreitung von 

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

 Adipositas ist die über das Normalmaß hinausgehende Vermehrung des Körperfetts. 

Definiert wird sie anhand des body mass index (BMI), angegeben in Kilogramm Körpergewicht 

geteilt durch Körpergröße in Metern zum Quadrat (kg/m2). Als Normalgewicht wird ein BMI 

zwischen 18,5 und 24,9 kg/m2 angesehen. Mit einem BMI zwischen 25 und 29,9 kg/m2 besteht 

Übergewicht, bei mehr als 30 kg/m2 Adipositas. Übergewicht und Adipositas entstehen durch ein 

chronisches Ungleichgewicht zwischen Energieaufnahme und Energieverbrauch, z.B. aufgrund von 

Fehlernährung, körperlicher Inaktivität, Einnahme bestimmter Medikamente oder aufgrund 

genetischer Prädisposition (Berg et al., 2014). Dabei ist Adipositas mit zahlreichen negativen 

Auswirkungen verbunden: Adipöse Menschen haben ein erhöhtes Risiko für kardiovaskuläre 

Erkrankungen, Diabetes mellitus Typ 2, muskuloskelettale Erkrankungen, Krebs und eine schlechte 

mentale Gesundheit (Chooi et al., 2019; Muller et al., 2022). Das mittlere Überleben ist bei morbider 

Adipositas, also bei einem BMI über 40 kg/m2 oder über 35 kg/m2 mit zusätzlichen Risikofaktoren, 

um acht bis zehn Jahre reduziert (Engin, 2017). Zu bedenken sind auch ökonomische Auswirkungen 

aufgrund von Ausgaben für das Gesundheitssystem und aufgrund ausgefallener Arbeit, die 2014 

auf jährlich zwei Billionen US-Dollar und damit 2,8 % der Weltwirtschaftsleistung geschätzt 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 kürzlich erschienenen Lancet-Artikel wird der BMI als Surrogatparameter für 

das populationsspezifische Gesundheitsrisiko vorgeschlagen, sollte aber auf individueller Ebene 

durch Körperfettmessung oder Messung des Hüftumfangs ergänzt werden. Es wird zwischen 

präklinischer und klinischer Adipositas unterschieden ς letztere zeichnet sich durch einen 

exzessiven Körperfettanteil mit veränderten Organfunktionen und/oder substanziellen 

Einschränkungen in Aktivitäten des täglichen Lebens aus (Rubino et al., 2025). 
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 Assoziiert sind Übergewicht und Adipositas auch mit dem metabolischen Syndrom. Das 

früher als αSyndrom Xά bekannte Krankheitsbild bezeichnet ein kardiovaskuläres Risikocluster, das 

sich aus verschiedenen metabolischen Abnormalitäten zusammensetzt. 2005 veröffentlichte die 

International Diabetes Federation (IDF) neue Diagnosekriterien, die eine stammbetonte Adipositas 

definiert als Taillenumfang > 94 cm bei Männern und > 80 cm bei Frauen voraussetzen. Von den 

folgenden vier Kriterien müssen für die Diagnose weiterhin mindestens zwei erfüllt sein: 1. erhöhte 

Triglyceride > 150 mg/dL, 2. erniedrigtes High-density lipoprotein- (HDL) Cholesterin < 40 mg/dL bei 

Männern und < 50 mg/dL bei Frauen, 3. erhöhter Blutdruck > 130/85 mmHg, 4. erhöhter 

Nüchternblutzucker > 100 mg/dL oder Diabetes mellitus Typ 2 (Alberti et al., 2005). Der betroffene 

Anteil der Weltbevölkerung wird auf ein Viertel bis auf ein Drittel geschätzt - deutlich mehr als eine 

Milliarde Menschen (Saklayen, 2018). Das gemeinsame Auftreten von Risikofaktoren ist verbunden 

mit einem zweifach erhöhten Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen und fünffach erhöhten Risiko 

für 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 für das metabolische Syndrom zugelassen. Auch die 

Behandlung der zugrunde liegenden Adipositas gestaltet sich bisweilen schwierig. Eine Lifestyle-

Intervention mit den Komponenten Ernährung, Bewegung und Verhaltenstherapie ist zwar 

prinzipiell wirksam, aufgrund schlechter Umsetzung stellen sich aber häufig enttäuschende 

Ergebnisse und nachlassende Effektivität 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 für 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 zunächst zur 

Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2 zugelassene glucagon-like-peptide 1- (GLP-1) Agonist 

Semaglutid zur Behandlung der Adipositas erhältlich. Bei dauerhafter Anwendung mittels 

subkutaner Injektion ist ein durchschnittlicher Gewichtsverlust von ca. 15% zu erreichen. Auch hier 

ist mit Nebenwirkungen wie Übelkeit, Erbrechen, Reaktionen der Injektionsstelle sowie akuter 

Pankreatitis zu rechnen (Rubino et al., 2021; Wilding et al., 2021). Zugelassen in Ergänzung zur 

Lifestyle-Intervention ist neben dem GLP-1-Agonisten Liraglutid (Garber et al., 2011) mit Tirzepatid 

ein weiteres Inkretinmimetikum, nämlich ein Kombinationspräparat mit Agonismus an GLP-1 sowie 

glucose-dependent insulinotropic peptide-1 (GIP-1), geforscht wird mit Retatrutid an einem 

Präparat mit zusätzlichem Glucagon-Agonismus; beide versprechen eine noch stärkere 
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Gewichtsreduktion (Gallwitz, 2022; Muller et al., 2022). Die effektivste Behandlungsoption stellt die 

bariatrische Chirurgie dar (Sheng et al., 2017). Immer häufiger werden vor allem eine Sleeve-

Gastrektomie oder der Roux-Y-Magenbypass durchgeführt und verbessern bedeutend das Gewicht 

und assoziierte Komorbiditäten (Angrisani et al., 2015). Insgesamt erhält 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 führt zu Resistenzen und leichtgradiger systemischer Entzündung 

Fettgewebe wird unterteilt in weißes, braunes und beiges Fettgewebe mit unterschiedlichen 

physiologischen Eigenschaften. Weißes Fettgewebe dient als Lipidspeicher, Isolator, Barriere gegen 

Infektionen und physischer Schutz. Es findet sich vor allem subkutan, aber in geringerem Maße auch 

viszeral. Überschüssige Energie wird in Form von Triglyceriden in den Adipozyten gespeichert und 

bei Bedarf als Fettsäuren wieder abgegeben. Darüber hinaus hat das Fettgewebe aber auch 

regulatorische Funktionen, denn es sezerniert Adipokine, Wachstumsfaktoren, Cytokine und 

Chemokine (Chait & den Hartigh, 2020). 

 Liegt wie bei Übergewicht und Adipositas ein chronischer Energieüberschuss vor, kann das 

weiße Fettgewebe vor allem durch Hypertrophie, aber zu einem geringen Anteil auch durch 

Hyperplasie expandieren (Spalding et al., 2008). Ist die Speicherkapazität allerdings erschöpft, 

ergeben sich metabolische Abnormalitäten. Hypertrophe Adipozyten zeigen eine verstärkte 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 Fettsäuren, die dann ektop akkumulieren (Rutkowski et al., 2015). Auch die basale Lipolyse ist 

verstärkt (Hammarstedt et al., 2018). Darüber hinaus werden verstärkt proinflammatorische 

Cytokine wie tumor necrosis factor ʰ όTNF-ʰύ, Interleukin 6 (IL-6), IL-8 und monocyte chemotactic 

protein 1 (MCP-1) exprimiert (Choe et al., 2016). Als Ursache für die Dysfunktion der Adipozyten 

wird eine verstärkte Hypoxie diskutiert (Goossens & Blaak, 2015). Schließlich gehen die 

hypertrophen Adipozyten durch Pyroptose zu Grunde, eine hoch entzündliche 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 Größe der Adipozyten (Kanda et al., 2006). Makrophagen finden sich vor allem in der 

Nähe 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 dafür werden 

(Haase et al., 2014) und die Grundlage für eine leichtgradige systemische Entzündung bilden. 
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Die proinflammatorischen Cytokine aus den Makrophagen tragen zur Steigerung der 

Lipolyse bei. TNF-ʰ ǾŜǊǎǘŅǊƪǘ ǸōŜǊ ŘŜƴ ¢ǊŀƴǎƪǊƛǇǘƛƻƴǎŦŀƪǘƻǊ ƴǳŎƭŜŀǊ ŦŀŎǘƻǊ αƪŀǇǇŀ-light-chain-

ŜƴƘŀƴŎŜǊά ƻŦ ŀŎǘƛǾŀǘŜŘ .-cells (NF-ˁ.ύ ŘƛŜ [ƛǇƻƭȅǎŜ (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 früher 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 verstärkt (Choe et al., 2016). 

 Zelltod von hypertrophen Adipozyten, Akkumulation von Makrophagen und Expression 

proinflammatorischer Cytokine führen also zur Steigerung der Lipolyse und damit zur erhöhten 

Konzentration von freien Fettsäuren im Blut. Aufgrund der anatomischen Nähe ist die Leber den 

freien Fettsäuren aus dem viszeralen Fettgewebe über die Portalvene direkt ausgesetzt. Aus den 

Fettsäuren können in der Leber wieder Triglyceride gebildet werden. Als Intermediate entstehen 

dabei Ceramide und Diacylglycerin. Letzteres trägt entscheidend zur Induktion einer hepatischen 

Insulinresistenz bei (Perry et al., 2014). Insulin trägt im physiologischen Zustand zur Suppression 

der hepatischen Glukoneogenese bei. Durch die gestörte hepatische Insulinwirkung kommt es zur 

ǾŜǊƳŜƘǊǘŜƴ CǊŜƛǎŜǘȊǳƴƎ Ǿƻƴ DƭǳƪƻǎŜΦ {ƻƭŀƴƎŜ ŘƛŜ ʲ-Zellen des Pankreas die Sekretion von Insulin 

steigern können, um die geringere periphere Wirkung zu kompensieren, manifestiert sich noch kein 

Diabetes mellitus Typ 2. Freie Fettsäuren tragen allerdings zu gestörter 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 Energiehomöostase nimmt das proportional zur Fettmasse 

freigesetzte Leptin eine wichtige Funktion ein. Dieses Adipokin übermittelt den Füllungsstand der 

körpereigenen Energiespeicher an das zentrale Nervensystem (ZNS) und supprimiert dort die 

Nahrungsaufnahme (Enriori et al., 2007). Bei Übergewicht und Adipositas verliert Leptin seine 

Funktion, denn trotz deutlich erhöhter Konzentrationen kann die Nahrungsaufnahme nicht mehr 

supprimiert werden ς es hat sich eine Leptinresistenz entwickelt. Die chronische Überstimulation 

des Rezeptors bei Adipositas führt auch zur Überaktivierung des negativen Feedbacks, das in Folge 

eine weitere Wirkung von Leptin verhindert (Myers et al., 2008). 
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1.3 Dysfunktionales Endothel und rupturgefährdete Plaques durch Atherosklerose 

Die Komponenten des metabolischen Syndroms sind Risikofaktoren der Atherosklerose. Die 

Atherosklerose ist eine chronische inflammatorische, fibroproliferative Erkrankung, führt zu 

koronarer Herzkrankheit (KHK), arterieller Verschlusskrankheit, Aneurysmen, Myokardinfarkt 

sowie Schlaganfällen und gehört damit zu den weltweit führenden Todesursachen (Falk, 2006).  

 Eine chronische Endothelbelastung durch Hypertonie und Hypercholesterinämie 

begünstigt die Ablagerung von low-density lipoprotein- (LDL) Cholesterin im subendothelialen 

Raum der Gefäßwand. Durch ROS wird LDL oxidiert und über den scavenger-Rezeptor von 

Makrophagen aufgenommen. Die Aufnahme über diesen Rezeptor ist nicht reguliert, so dass sich 

die Makrophagen mit Cholesterin überladen und sogenannte Schaumzellen bilden. Endothelzellen 

werden aktiviert und exprimieren Adhäsionsmoleküle 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 Gefäßwand 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 überwiegend 

proinflammatorisch, sezernieren Cytokine wie Interferon-ʴ όLCb-ʴύ ǳƴŘ ¢bC-ʰ ǳƴŘ ǾŜǊǎǘŅǊƪŜƴ ŘŀƳƛǘ 

weiter die Entzündung (Moriya, 2019). Mit Schaumzellen beladene Läsionen werden auch als fatty 

streaks bezeichnet. Die progrediente Entzündung und Aktivierung der Endothelzellen führen 

schließlich zur endothelialen Dysfunktion. Durch Insuffizienz der endothelialen NO-Synthase 

(eNOS) entsteht ein Mangel an Stickstoffmonoxid (NO), was mit einer gestörten 

endothelabhängigen Vasodilatation, Thrombozytenadhäsion und -aggregation, Steigerung der 

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

 Glatte Muskelzellen aus der Media migrieren in die Intima, proliferieren und bilden 

kollagenreiche extrazelluläre Matrix (EZM). Es entsteht ein Fibroatherom mit lipidreichem Kern und 

einer dicken fibrösen 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 fibröse Kappe zunehmend dünner 

und vulnerabel für eine Ruptur (Yamada et al., 2017). Prinzipiell können fortgeschrittene Plaques 

kalzifizieren, erodieren und rupturieren. Insbesondere die Ruptur ist eine gefürchtete 

Komplikation, da thrombogenes Material mit viel Gewebefaktor und Plasminogen-Aktivator-

Inhibitor-1 (PAI-1) aus Plaques Kontakt zum Blut erhält, eine Thrombose initiiert und damit zu 

Myokardinfarkt und Schlaganfällen führt (Falk, 2006; Libby et al., 2019). 
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Die endotheliale Dysfunktion und die mit ihr verbundene reduzierte Verfügbarkeit von NO 

ist zentral bei der Entwicklung atherosklerotischer Läsionen. Physiologisch wird NO von der eNOS 

produziert, diffundiert zu glatten Muskelzellen der Media, aktiviert die lösliche Guanylatcyclase, 

erhöht cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP), senkt die intrazelluläre Calciumkonzentration 

und induziert eine Vasodilatation. Die eNOS wird aktiviert durch shear stress: Eine Verformung der 

Endothelzelle infolge des Blutflusses steigert die intrazelluläre Calciumkonzentration, Calcium 

bindet an Calmodulin und erhöht die eNOS-Aktivität (Fels et al., 2010).  

Endothelzellen werden auf ihrer luminalen Seite von der Plasmamembran begrenzt. Von 

der Membran aus reicht die Glykokalix in das Gefäßlumen. Die Glykokalix ist ein negativ geladenes 

Netzwerk aus Glykoproteinen, Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen und assoziierten Proteinen. 

Physiologisch ist eine weiche Glykokalix mit einer Höhe von 0,4-0,5 µm und vasoprotektiven 

Eigenschaften. Sie bedeckt die Endothelzellen und verhindert den Kontakt von Entzündungszellen 

zu Adhäsionsmolekülen an der Oberfläche, sie ist Sensor und Transduktor mechanischer Einflüsse. 

Pathologische Zustände können allerdings Aufbau und Funktion der Glykokalix durch zwei 

Mechanismen verändern: 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 Fällen verliert sie ihre Funktion (Cosgun et al., 2020).  

 Die Glykokalix ist über Ankerproteine verbunden mit dem Cortex, einem weiteren 

wichtigen Kompartiment der Zelle, das der Wahrnehmung mechanischer Kräfte, 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 höheres F-Aktin/G-Aktin-

Verhältnis führt zu einem steiferen Cortex und zu veränderten funktionellen Eigenschaften der 

Endothelzellen. Es konnte mehrfach gezeigt werden, dass eine höhere kortikale Steifigkeit assoziiert 

ist mit einer reduzierten Aktivität der eNOS und damit einer geringeren Verfügbarkeit von NO. 

Dafür werden mehrere Mechanismen diskutiert: Zum einen kann eine steife Zelle weniger stark 

verformt werden und ist damit weniger empfänglich für Veränderungen des Blutflusses. Zum 

anderen interagiert G-Aktin mit der eNOS und steigert deren Aktivität. Bei einem weichen Cortex 

ist das F-Aktin/G-Aktin-Verhältnis geringer und es steht mehr G-Aktin für die Interaktion zur 

Verfügung. Zuletzt könnte ein veränderter Polymerisationsstatus von Aktin auch zu veränderter 

Expression der eNOS messenger Ribonukleinsäure (mRNA) führen (Fels & Kusche-Vihrog, 2019). 

Eine erhöhte 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 Flüssigkeitshaushalt 

sowie der Aufrechterhaltung des Blutdrucks und besteht aus zahlreichen aktiven, aber auch 

inaktiven Peptiden, die mittels proteolytischer Aktivität verschiedener Enzyme auseinander 

entstehen (s. dazu Abb. 1-1). In der Hauptachse des Systems dient das aus der Leber stammende 

Angiotensinogen als Ausgangspunkt. Der juxtaglomeruläre Apparat der Niere sezerniert die 

Endopeptidase Renin, durch die aus Angiotensinogen das Dekapeptid Angiotensin I (AngI) entsteht. 

Von diesem überwiegend funktionslosen Peptid wird durch die Carboxypeptidase angiotensin 

converting enzyme (ACE) das C-terminale His-Leu-Dipeptid abgespalten und das Oktapeptid 

Angiotensin II (AngII) gebildet. AngII ist der Haupteffektor innerhalb des RAS und entfaltet seine 

Wirkungen über die Angiotensin-Rezeptoren Typ 1 und 2 (AT1R, AT2R). Beide Rezeptoren haben 

sieben transmembranäre Domänen und sind G-Protein gekoppelt, zeigen aber nur eine Homologie 

von 34% und nach Bindung von AngII unterschiedliche Effekte (Li et al., 2017). Über AT1R führt AngII 

zur Blutdrucksteigerung durch Vasokonstriktion und Aldosteron-Sekretion aus der Zona 

glomerulosa der Nebennierenrinde, darüber hinaus zu Proliferation, Hypertrophie, Inflammation, 

Fibrose und oxidativem Stress. Antagonistische Wirkungen erzielt die Bindung an AT2R: AngII wirkt 

hier vasodilatativ, antiinflammatorisch, antifibrotisch, antiapoptotisch, mildert das Zellwachstum 

ab und trägt zur Differenzierung bei. Der AT2R 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 AT1R wirkende Achse 

aus ACE2, Angiotensin (1-7) (Ang1-7) und dem Mas-Rezeptor. Das Heptapeptid Ang1-7, der 

Haupteffektor dieser Achse, wird insbesondere durch die Carboxypeptidase ACE2 durch Abspaltung 

des C-terminalen Phenylalanin aus AngII 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 Berühmtheit, da es u. a. auch in 

Clara-Zellen und Alveolar-Zellen-Typ II exprimiert wird und als Co-Rezeptor für das SARS-CoV-2 

dient (Saravi et al., 2021). 

 Erst 2003 wurde Ang1-7 als endogener Ligand des Mas-Rezeptors identifiziert (Santos et al., 

2003). Das Gen für Mas liegt auf Chromosom 6 und wird im vaskulären Endothel exprimiert, vor 

allem in Gehirn, Herz, Hoden und Niere. Der G-Protein gekoppelte Rezeptor mit sieben 

transmembranären Domänen wurde ursprünglich als Protoonkogen beschrieben, hat aber 
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tatsächlich keinen Einfluss auf die Tumorgenese. Die Bindung von Ang1-7 resultiert in einer 

Aktivierung der eNOS über den Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) /Akt-Signalweg sowie der 

Aktivierung der Phospholipase A2 und daraus folgend der Freisetzung von Arachidonsäure (Bader 

et al., 2014). Die meisten der zahlreichen Effekte von Ang1-7 und dessen Bindung an Mas sind auf 

die gesteigerte NO-Freisetzung zurückzuführen: Ang1-7 induziert eine Vasodilatation, Senkung des 

Blutdrucks, verbessert die Herzfunktion, verhindert kardiale Hypertrophie und Fibrose, wirkt 

antiarrhythmisch und antiproliferativ, verbessert die Sensitivität des Barorezeptors (Santos, 2014), 

hat eine protektive Rolle in der Niere, reduziert Proteinurie und Fibrose (Giani et al., 2012). Ang1-7 

wirkt darüber hinaus neuroprotektiv, verbessert das Gedächtnis und mildert epileptische Anfälle 

ab, reduziert den kardialen sympathischen Tonus, wirkt anxiolytisch, protektiv in Lunge und Leber 

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

 

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

kardiovaskulären 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  

 

Während pathologischer Prozesse wie Hypertonie oder Adipositas ist die Expression des RAS 

gesteigert (Patel et al., 2017). Hypertrophierte Adipozyten produzieren zusätzlich zur Leber 

Angiotensinogen (Akoumianakis & Filippatos, 2020). Durch Bindung an AT1R steigert AngII 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 große Bedeutung. Dabei wirkt AngII durch 

Bindung an AT1R proatherosklerotisch (Thomas et al., 2010). Aktiviertes Endothel exprimiert durch 

AngII verstärkt Adhäsionsmoleküle wie VCAM-1 und Chemokine wie MCP-1 (Lovren et al., 2008). 

Dabei steigert AngII insbesondere die Translokation von NF-ˁ. ƛƴ ŘŜƴ ½ŜƭƭƪŜǊƴΣ ǿƻ Ŝǎ ŀƭǎ 

Transkriptionsfaktor die Expression von ROS, Adhäsionsmolekülen und proinflammatorischen 

Cytokinen induziert (Dandona et al., 2003). Neben der Akkumulation von Entzündungszellen in der 

Gefäßwand unterstützt AngII die Proliferation glatter Muskelzellen und verstärkt die Formation von 

Plaques (Sahara et al., 2014). Gesteigerte Aktivität von MMP und Cathepsin S durch AngII trägt zur 

Degradierung von Kollagen, Elastin und anderen Bestandteilen der EZM und damit zur 

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

Exogenes Ang1-7 hingegen kann die Insulinsensitivität 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 Läsionen (Tesanovic et al., 2010) und inhibiert 

die Proliferation von glatten Muskelzellen (Lovren et al., 2008). Indem ACE2 die Konzentrationen 

von AngII senkt und gleichzeitig die von Ang1-7 steigert, zeigt es bei Überexpression oder exogen 

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

 Die Defizienz von Mas im Tierversuch erzeugt einen Phänotyp mit mehr Fettmasse, 

Cholesterin, Triglyceriden, Insulin und Leptin, gesteigerter Expression von Angiotensinogen (Santos 

et al., 2008), reduzierter Expression von Peroxisom-Proliferator-ŀƪǘƛǾƛŜǊǘŜƴ wŜȊŜǇǘƻǊŜƴ ʴ όtt!wʴύΣ 

gestörter Glukosetoleranz, erhöhter Nüchternglukose, reduzierter Insulinsensitivität, ängstlichem 

Verhalten und gestörtem Gedächtnis, verstärkter hepatischer Steatose (Santos et al., 2018), 

kurzum, die Defizienz von Mas erzeugt den Phänotypen des metabolischen Syndroms (Bader, 

2013). Damit verbunden ist auch ein proatherosklerotischer Zustand: Neben dem erhöhtem 

Blutdruck offenbart sich eine endotheliale Dysfunktion (Rabelo et al., 2008), die Inhibition von eNOS 

führt zu NO-Mangel, durch erhöhte Aktivität der Nicotinamidadenindinukleotidphosphat- (NADPH) 

Oxidase ist die Gefäßwand oxidativem Stress ausgesetzt (Xu et al., 2008). Die gesteigerte Infiltration 

von Makrophagen führt zu mehr Freisetzung proinflammatorischer Cytokine, T-Zellen proliferieren 

schneller und Plaques sind vergrößert (Hammer et al., 2016). Insgesamt ist das von 

atherosklerotischen Plaques befallene Areal ausgeweitet und auch Aneurysmen treten häufiger auf 

(Stegbauer et al., 2019). 
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1.5 AT1-Rezeptor-Blockade, Übergewicht und Atherosklerose ς was bisher geschah 

Die zahlreichen Einflüsse des RAS in der Pathophysiologie von Adipositas und Atherosklerose legen 

die Vermutung nah, dass durch Blockade der Hauptachse, insbesondere durch AT1-Rezeptor-

Blocker (ARB), positive Effekte auf diese Erkrankungen erzielt werden könnten. ARB werden in der 

Behandlung von Herzinsuffizienz, Hypertonie sowie nach Myokardinfarkt eingesetzt, reduzieren 

dabei Hypertrophie, diastolische Dysfunktion, das Risiko für Vorhofflimmern sowie Morbidität und 

Mortalität (Saravi et al., 2021). Darüber 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 Stärke von Migräneattacken und wirken anxiolytisch sowie 

antidepressiv (Ziaja et al., 2021). ARB blockieren selektiv die Bindung von AngII an den AT1R und 

führen durch das Ausbleiben eines negativen Feedbacks zum Anstieg der AngII-Konzentration (Li et 

al., 2017)Φ 9ƛƴƛƎŜ !w. ǎƛƴŘ ǇŀǊǘƛŜƭƭŜ !ƎƻƴƛǎǘŜƴ Ǿƻƴ tt!wʴ (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-ˁ. (Dandona 

et al., 2003). Irbesartan reduziert die Expression von TNF-ʰ ǳƴŘ LCb-ʴ ƛƴ ¢-Zellen und verbessert die 

endotheliale Funktion im Tierversuch (Cheng et al., 2004) wie auch in peripheren Gefäßen des 

Menschen (Warnholtz et al., 2007). Adhäsionsmoleküle wie VCAM-1 und E-Selektin werden durch 

Candesartan seltener exprimiert (Graninger et al., 2004). Daraus folgen eine reduzierte 

Akkumulation von Makrophagen, ein reduziertes Läsionsareal, 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 Aktivität von 

MMP und Cathepsin gesenkt und dadurch der Gehalt an Kollagen, Elastin und anderen 

Bestandteilen der EZM erhöht 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, Nüchternglukose, Insulin, Hämoglobin A1c 

(HbA1c), Triglyceride, steigern HDL im Menschen (Kintscher et al., 2007) und zeigen ähnliche Effekte 

auch im Tierversuch mit zusätzlich 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 stärkere Expression von uncoupling protein 1 

(UCP-1) zurückgeführt (Araki et al., 2006). Insgesamt bleibt aber nach wie vor unklar, durch welche 

Mechanismen die chronische AT1R-Blockade zu diesen zahlreichen protektiven Einflüssen auf 

Übergewicht und Atherosklerose führt.  
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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 Körpergewicht und Fettmasse sowie die 

Steigerung des Energieverbrauchs nur in hohen Dosierungen gelingt und unabhängig von Effekten 

auf den Blutdruck erreicht wird (Muller-Fielitz et al., 2011), bei ARB stärker ausgeprägt ist als bei 

ACE-Hemmern (Miesel et al., 2012), sowohl präventiv als auch im therapeutischen Setting gelingt 

(Muller-Fielitz et al., 2014) und in Ratten wie auch in Mäusen gezeigt werden kann (Schuster et al., 

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

1. tt!wʴ-abhängiger 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-abhängiger Mechanismus (Huber et al., 2021; Rawish et al., 2020; Winkler et al., 2016) 

5. Leptin-abhängiger Mechanismus (Muller-Fielitz et al., 2015; Muller-Fielitz et al., 2011; 

Schuster et al., 2018) 

6. AT1R-unabhängiger Mechanismus über Ang1-7 (Blanke et al., 2015; Dapper et al., 2019; 

Schuchard et al., 2015; Winkler et al., 2018) 

 

TEL induziert tt!wʴ zwar bereits in niedrigen Dosierungen, allerdings führen Thiazolidindione, also 

tt!wʴ-Agonisten, zu einer Gewichtszunahme (Larsen et al., 2003). ARB mit unterschiedlicher 

!ŦŦƛƴƛǘŅǘ Ȋǳ tt!wʴ ȊŜƛƎǘŜƴ ŘŜƴǎŜƭōŜƴ ǇƻǎƛǘƛǾŜƴ 9ŦŦŜƪǘŜƴ ŀǳŦ DŜǿƛŎƘǘ ǳƴŘ LƴǎǳƭƛƴǎŜƴǎƛǘƛǾƛǘŅǘ, 

weshalb diesen Mechanismen nur eine untergeordnete Relevanz zugeschrieben wird (Muller-Fielitz 

et al., 2012). Auch der Einfluss der HPA-Achse auf die Regulation von Körpergewicht und 

Energieaufnahme erscheint insbesondere nach der jüngsten Studie gering (Gustaityte et al., 2018). 

Veränderungen im Mikrobiom sind sowohl mit Adipositas wie auch mit Atherosklerose assoziiert. 

Eine Imbalance der verschiedenen Organismen führt zu Übergewicht, keimfreie Mäuse sind vor 

Übergewicht und Insulinresistenz geschützt und der Stuhltransfer von adipösen auf schlanke Tiere 

führt zur Gewichtszunahme. Als Ursache werden unter anderem die gesteigerte Permeabilität des 

Darms und eine daraus folgende metabolische Endotoxinämie sowie eine veränderte Produktion 

von Gallensäuren und kurzkettigen Fettsäuren vermutet (Chait & den Hartigh, 2020). Bei TEL-

assoziierter Gewichtsabnahme konnte die Induktion eines spezifischen Mikrobioms registriert 

werden. Der Stuhltransfer von TEL-behandelten auf adipöse Mäuse führte zu leichter 

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

 Studien aus unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass ein ZNS-abhängiger 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 

vergrößert den Energieverbrauch, die Effekte von TEL waren reduziert (Winkler et al., 2016). Über 

die Regulation von Körpergewicht und Energiehomöostase hinaus verhinderte TEL die Adipositas-

induzierte neurovaskuläre Entkopplung und Reduktion des zerebralen Blutflusses, reduzierte 

ängstliches 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 jüngeren Studie konnte gezeigt 

werden, dass TEL zwar die periphere Leptinresistenz verhindert, aber keinen direkten Einfluss auf 

den Leptintransport hat. Es wurde daher die Vermutung geäußert, dass ein verbesserter Transport 

von Leptin über die Blut-Hirn-Schranke eher Folge als Ursache des Gewichtsverlusts ist (Schuster et 

al., 2018). Bezüglich der zentralen Leptinresistenz konnte gezeigt werden, dass TEL den Lipidspiegel 

in Tanyzyten normalisiert, hypothalamische Lipidspiegel normalisiert und möglicherweise durch 

reduzierte Gliose und reduzierte leichtgradige Entzündung die Resistenz verhindert (Rawish et al., 

2020).   

 Die Beobachtungen, dass sowohl AngII als auch TEL zur Gewichtsreduktion beitragen 

(Winkler et al., 2018) und TEL auch im AT1R ko Gewicht, Insulinsensitivität und Leptinsensitivität 

verbessert (Rong et al., 2010), lassen einen Mechanismus unabhängig von diesem Rezeptor 

vermuten. Bei der Therapie mit ARB steigen aufgrund des fehlenden negativen Feedbacks die 

Konzentrationen von AngI und AngII, gleichzeitig steigt die Expression von ACE2 (Ishiyama et al., 

2004). Das gesteigert verfügbare AngII dient als Substrat für ACE2 und es wird Ang1-7 gebildet. Es 

wurden wiederholt erhöhte Konzentrationen von Ang1-7 nach Therapie mit ARB gefunden (Igase 

et al., 2005; Jawien, 2012; Pereira et al., 2007; Tesanovic et al., 2010). Unsere Arbeitsgruppe konnte 

zeigen, dass die Überexpression von Ang1-7 den Gewichtsanstieg durch ungesunde Ernährung 

verhindert (Blanke et al., 2015), die Leptinsensitivität wiederherstellt und die Expression von ACE2 

und Mas im viszeralen Fettgewebe erhöht. Der Mas-Antagonist A779 konnte dabei die TEL-

induzierte Gewichtsreduktion teilweise aufheben, was bestätigt, dass die Bindung von Ang1-7 an 

Mas anteilig zur Regulation des Körpergewichts beiträgt (Schuchard et al., 2015). Zuletzt sollte ein 

Tierversuch mit Mas-defizienten Mäusen auf dem genetischen FVB/N-Hintergrund die Bedeutung 

von Ang1-7 erneut aufzeigen. Entgegen den Erwartungen zeigten Mas knock-out (ko) Mäuse 

allerdings ein geringeres Gewicht und eine reduzierte Fettmasse. Die Entwicklung einer Adipositas 

war weniger stark ausgeprägt. TEL reduzierte das Gewicht in Wildtyp Mäusen nur gering, dafür aber 

stärker in Mas ko Mäusen. Auch die Leptinsensitivität konnte nur in Mas ko Mäusen 

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 Körpergewicht 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 Läsionen untersuchen zu 

können, muss ein geeignetes Tiermodell gefunden werden. Da die Überschneidungen zum 

menschlichen Lipidprofil und atherosklerotischen Phänotyp sehr groß sind, wurden jahrelang 

besonders Kaninchen zur Erforschung der Gefäßpathologie verwendet. Um Kosten für die Haltung 

zu sparen und vor allem, weil genetische Veränderungen leichter herbeizuführen sind, gewann die 

Maus als Tiermodell zunehmend Bedeutung. Mäuse sind jedoch relativ resistent gegenüber der 

Nahrungsmittel-bedingten Entwicklung von Atherosklerose, weshalb Veränderungen im Erbgut 

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

 Zu den am häufigsten verwendeten Maus-Modellen zählen der knock-out von 

Apolipoprotein E (ApoE) und LDL-Rezeptor. In ApoE ko Mäusen werden ausgeprägte 

Veränderungen im Lipidprofil und die Entwicklung von Atherosklerose bereits in Kombination mit 

Standard-Diät (chow) beobachtet. Es werden Cholesterinwerte von bis zu 500 mg/dl und deutliche 

atherosklerotische Läsionen erreicht. Unter Hinzunahme von Western Diät (WD) können Werte von 

mehr als 1800 mg/dl sowie dreifach vergrößerte Läsionen gesehen werden (Plump et al., 1992). 

LDL-Rezeptor ko Mäuse zeigen mit chow Diät nur milde Veränderungen im Lipidprofil und kaum 

atherosklerotische Läsionen. Erst in Kombination mit atherogener Diät entwickeln sich eine 

deutliche Hypercholesterinämie mit Werten über 1500 mg/dl und Atherosklerose (Ishibashi et al., 

1994). Der genetische Hintergrund der Maus hat bei der Entwicklung atherosklerotischer Läsionen 

einen wichtigen Einfluss. Mäuse auf dem FVB/N Hintergrund sind relativ resistent gegenüber der 

Entwicklung von Atherosklerose, wohingegen Mäuse auf dem C57BL/6 Hintergrund durchgehend 

größere Läsionen zeigen (Teupser et al., 2003). 

 Sollen in einem Mausmodell mit Atherosklerose weitere genetische Veränderungen 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 

würde. Um diese Limitationen zu umgehen, wurde 2014 erstmals die Induktion von Atherosklerose 

mittels einmaliger Injektion eines adeno associated virus (AAV) beschrieben, der als Vektor für 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 über lange Zeit stabile Expression der mutierten PCSK9 mRNA, die eine 

zehnfach höhere Affinität für den LDL-Rezeptor zeigt als der Wildtyp, reduziert die Expression des 

LDL-Rezeptors und führt zu chronisch erhöhten Cholesterinwerten (s. dazu Abb. 1-2) (Roche-Molina 

et al., 2015). Zur Verfügung stehen die humane Mutation PCSK9 D374Y und die murine Mutation 

PCSK9 D377Y. Abgekürzt wird die gain of function Mutation mit PCSK9DY (Peled et al., 2017). In den 
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bisherigen Studien erfolgte die Injektion wahlweise intravenös in die Schwanz- oder Femoralvene 

sowie intraperitoneal mit einer Anzahl an injizierten Viruspartikeln zwischen 2x1010 und 5x1011. Der 

erzeugte Phänotyp ist den LDLR ko Mäusen ähnlich, denn für die Entwicklung atherosklerotischer 

Läsionen ist eine entsprechende atherogene Diät notwendig. Unter chow Diät können 

Cholesterinwerte von 300 mg/dL, in Kombination mit high fat Diät (HFD) über 1100 mg/dL und eine 

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

 

Abbildung 1-2: Recycling und Abbau des LDL-Rezeptors in Abhängigkeit 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-Mäusen aus vier Versuchsgruppen unterschiedliche Viruslasten des PCSK9DY-AAV 

intravenös injiziert und nach zwölfwöchigem Versuchszeitraum mit Fütterung von Western Diät 

Körpergewicht, Lipidprofil, atherosklerotische Plaques und endotheliale Funktion analysiert 

wurden. Die Mäuse entwickelten eine Diät-induzierte Adipositas und dosisabhängig 

Hypercholesterinämie sowie atherosklerotische Plaques. Als Ausdruck einer endothelialen 

Dysfunktion stellte sich eine erhöhte kortikale Steifigkeit ein (s. dazu Abb. 1-3). In der 

Zusammenschau hielten wir eine Viruslast von 1x1011 für prinzipiell ausreichend zur Induktion von 

endothelialer Dysfunktion und atherosklerotischen Plaques und wählten aus Sicherheitsgründen 

für die Hauptstudie 2x1011 (Achner et al., 2022).   
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Abbildung 1-3: Ergebnisse der Vorstudie. Induktion von Hypercholesterinämie (A), atherosklerotischen 

Plaques (B) und endothelialer Dysfunktion (C+D) in Abhängigkeit der Viruslast nach einmaliger Injektion eines 

PCSK9DY-AAV in Kombination mit Western Diät. Nach (Achner et al., 2022). 

 

Im Rahmen der Vorstudie wurde auch überprüft, inwieweit zwei unabhängige Untersucher an 

denselben Daten zur kortikalen Steifigkeit nach manueller Auswertung gleichsinnige Ergebnisse 

erhalten, um damit die gemeinsame Veröffentlichung von Daten der Hauptstudie zu ermöglichen 

(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 für die im Folgenden dargestellte Hauptstudie gewählt.  
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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 ¢ǳƪŜȅΩǎ 

multiple comparison test oder Kruskal-Wallis-¢Ŝǎǘ Ƴƛǘ 5ǳƴƴΩǎ ƳǳƭǘƛǇƭŜ ŎƻƳǇŀǊƛǎƻƴ ǘŜǎǘ bei fehlender 

Normalverteilung.  

 

1.7 Fragestellung und Hypothesen 

Das RAS hat große Bedeutung in der Pathophysiologie von Adipositas und Atherosklerose. 

Insbesondere der antagonistischen ACE2/Ang1-7/Mas-Achse werden dabei positive Einflüsse 

zugeschrieben. TEL erhöht die Konzentration von Ang1-7 und könnte darüber die Entwicklung einer 

Diät-induzierten Adipositas verhindern. In der vorliegenden Arbeit soll die Entwicklung von 

Adipositas und Atherosklerose in Abhängigkeit einer TEL-Behandlung in Mas ko Mäusen auf dem 

C57BL/6N Hintergrund im Atherosklerose-Modell mit PCSK9DY-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. Mäuse mit Mas ko sind schwerer, haben eine größere Fettmasse, einen erhöhten 

Blutzucker, erhöhte Werte für Cholesterin und Triglyceride, eine erhöhte kortikale 

Steifigkeit im Vergleich zu Wildtyp Mäusen. 

2. Mäuse entwickeln durch Western Diät eine Diät-induzierte Adipositas. TEL verhindert die 

Entwicklung einer Diät-induzierten Adipositas in Wildtyp Mäusen. TEL kann in Mas ko 

Mäusen die Entwicklung einer Diät-induzierten Adipositas nicht verhindern. 

3. TEL reduziert atherosklerotische Plaques und verbessert die endotheliale Funktion in 

Wildtyp Mäusen. TEL kann in Mas ko Mäusen atherosklerotische Plaques nicht reduzieren 

und die endotheliale Funktion nicht verbessern. 

 

 

An der Durchführung des Projekts beteiligt waren der Autor dieser Arbeit sowie Frau Leonie Achner. 

Die Vorstudie wurde gemeinsam zu gleichen Anteilen durchgeführt. In der Hauptstudie wurde eine 

gemeinsame Kontrollgruppe verwendet, Frau Achner untersuchte ACE2 ko Mäuse, Herr Klersy Mas 

ko Mäuse. Dieses Vorgehen diente nach dem 3R-Prinzip einer Reduktion der benötigten 

Versuchstiere und der Risikominimierung im Krankheitsfall oder Ausfall aus anderer Ursache. Für 

die gemeinsame Veröffentlichung der Daten beider knock-out Mäuse wertete Frau Achner die 

kortikale Steifigkeit der ACE2 ko Mäuse aus, Herr Klersy die kortikale Steifigkeit der Mas ko Mäuse, 

beide werteten unabhängig voneinander die kortikale Steifigkeit der gemeinsam verwendeten 

Kontrollgruppe aus. Um sicherzustellen, dass eine kombinierte Darstellung der kortikalen Steifigkeit 

möglich ist, musste im Vorfeld zwingend eruiert werden, ob die beiden unabhängigen Untersucher 

an denselben Daten gleichsinnige Ergebnisse erhalten. Dies erfolgte im Rahmen der Vorstudie, 

indem die beiden Untersucher die Daten zur kortikalen Steifigkeit unabhängig voneinander 

auswerteten. Weil dieses Vorgehen für die gemeinsame Veröffentlichung der Daten der 

Hauptstudie zwingend notwendig war, wird in beiden Dissertationsschriften die kombinierte 

Auswertung der Daten zur kortikalen Steifigkeit der Vorstudie adressiert (näheres 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 

5ŜǊ ¢ƛŜǊǾŜǊǎǳŎƘ α9ƛƴŦƭǳǎǎ Ǿƻƴ ¢ŜƭƳƛǎŀǊǘŀƴ ǳƴŘ IƻŎƘŦŜǘǘŘƛŅǘ ŀǳŦ Řŀǎ YǀǊǇŜǊƎŜǿƛŎƘǘ ƛƴ aŀǎ-KO 

aŅǳǎŜƴά ƛǎǘ ŘǳǊŎƘ Řŀǎ aƛƴƛǎǘŜǊƛǳƳ ŦǸǊ 9ƴŜǊƎƛŜǿŜƴŘŜΣ [ŀƴŘǿƛǊǘǎŎƘŀŦǘΣ ¦ƳǿŜƭǘΣ bŀǘǳǊ ǳƴŘ 

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 durchgeführt worden. Die Ergebnisse wurden nach den Animal Research: Reporting 

of In Vivo Experiments- (ARRIVE) Richtlinien dokumentiert. 

 

2.1.1 Versuchstiere 

Es waren 36 männliche Wildtyp Mäuse des Stammes C57BL/6N bezogen von der Firma Janvier 

sowie 36 Mas-defiziente männliche Mäuse desselben Stammes Versuchstiere. Die Mas-defizienten 

Mäuse wurden von unserem Kooperationspartner Prof. Dr. Michael Bader (Max-Delbrück-Centrum 

für Molekulare Medizin, Berlin) gezüchtet und über einen Embryonentransfer in die Gemeinsame 

Tierhaltung (GTH) in Lübeck importiert. 

 

2.1.2 Haltungsbedingungen  

Die Mäuse wurden in den Haltungsräumen der GTH der Universität zu Lübeck im Center of Brain, 

Behavior and Metabolism (CBBM, Gebäude 66) in Gruppen von zwei bis vier Tieren in individuell 

ǾŜƴǘƛƭƛŜǊǘŜƴ YŅŦƛƎŜƴ όL±/ύ Ǿƻƴ ¢ȅǇ αLL ƭŀƴƎά ƎŜƘŀƭǘŜƴΦ 5ƛŜ .ŜŘƛƴƎǳƴƎŜƴ ŘŜǊ IŀƭǘǳƴƎǎǊŅǳƳŜ 

entsprachen während 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. 

Tägliche Inspektionen, Gewichtsbestimmung und Fütterung erfolgten während der Lichtphase. Bis 

zum Versuchsbeginn erhielten die Mäuse eine {ǘŀƴŘŀǊŘŘƛŅǘ αchowά όEF acc. D12450B mod., ssniff®, 

Deutschland) und stets Leitungswasser ad libitum. Einmal wöchentlich erhielten die Tiere neu 

eingestreute Käfige.  

 

2.1.3 Studienprotokoll 

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, inwiefern die Therapie mit Telmisartan bei Mas-

defizienten Mäusen Übergewicht und Atherosklerose verhindern kann. Die Tiere erreichten die 

Haltungsräume der GTH im Alter von acht bis neun Wochen. Wildtyp (wt) und Mas-defiziente-

Mäuse wurden nach Gewicht randomisiert, in sechs Gruppen zu je zwölf Tieren aufgeteilt und über 

einen Versuchszeitraum von zwölf Wochen beobachtet (s. Tabelle 2-1).  
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    Tabelle 2-1: Versuchsgruppen  

 

Nach einwöchiger Eingewöhnungsphase erfolgte sieben Tage vor Versuchsbeginn eine 

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

Greifen und das Einführen der Schlundsonde gewöhnt. Ab Versuchsbeginn (Tag 1) erhielten vier 

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

Diät. Allen mit WD gefütterten Mäusen wurde ebenfalls an Tag 1 das PCSK9DY-AAV in die 

Schwanzvene appliziert, den Kontrolltieren ein Leervektor. Täglich 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 zwölf 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).  

Abbildung 2-1: Übersicht des Studienprotokolls  

Gruppe Anzahl der Tiere Diät Behandlung Viruslast 

wt chow VEH n = 12 Chow Diät Vehikel Leervektor 

wt WD VEH n = 12 Western Diät Vehikel 2x1011 

wt WD TEL n = 12 Western Diät Telmisartan 2x1011 

Mas chow VEH n = 12 Chow Diät Vehikel Leervektor 

Mas WD VEH n = 12 Western Diät Vehikel 2x1011 

Mas WD TEL n = 12 Western Diät Telmisartan 2x1011 
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Die Mäuse wurden in sechs Gruppen zu je zwölf Tieren mit einwöchigem Abstand in die Studie 

integriert. Blutentnahmen, Virusinjektionen und Tests der Studie fanden entsprechend mit 

einwöchiger Zeitversetzung statt. 

 

2.1.4 Herstellung von applizierten Lösungen 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 Mörser 

vorgelegt und sorgfältig 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-Lösung wurde aus 2,5 g Gummi Arabicum und 25 ml Leitungswasser hergestellt, 

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

 

2.1.4.2 Herstellen der PCSK9DY-AAV-Lösung  

Das PCSK9DY-AAV wurde uns freundlicherweise von Prof. Dr. Oliver Müller (Universitätsklinikum 

Schleswig-Holstein UKSH Campus Kiel) zur Verfügung 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 für die Expression muriner D377Y-PCSK9 copy 

Desoxyribonukleinsäure (cDNA) produziert. Die Vektoren wurden mit Iodixanol Gradienten 

gereinigt und anschließend titriert. Wir lagerten das PCSK9DY-AAV bei -20°C. Am Tag der Injektion 

wurde das Virus aufgetaut und mit NaCl verdünnt, um die gewünschte Viruslast in einem Volumen 

von 100 µl zu erhalten. 

 

2.1.4.3. Herstellen der Ketamin-/Xylazin-Narkose    

Für die finalen Narkosen wurden je 700 µl Ketamin (10%) und Xylazin (2%) in ein 15 ml Falcon 

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

2.1.5.1 Injektion des PCSK9DY-AAV 

Zur Induktion von Atherosklerose wurde den mit WD gefütterten Mäusen das PCSK9DY-AAV in die 

Schwanzvene injiziert. Den Kontrolltieren wurde ein Leervektor injiziert. Dazu wurden die Mäuse in 

einem Restrainer fixiert. Zur besseren Venenfüllung wurde der Schwanz mit einer Wärmelampe 

bestrahlt. Es erfolgte dann die Applikation von insgesamt 100 µl der vorbereiteten Lösung. 

 

2.1.5.2 Orale Applikation von Telmisartan und Vehikel 

Eine vollständige Gabe von Telmisartan und Vehikel wurde durch intraösophageale Applikation 

όα{ŎƘƭǳƴŘŜƴάύ ǸōŜǊ ŜƛƴŜ ǎǘŀǊǊŜ YƴƻǇŦƪŀƴǸƭŜ ŜǊǊŜƛŎƘǘ wie bereits mehrfach beschrieben (Dapper et 

al., 2019; Rawish et al., 2020)Φ 5ƛŜ YƴƻǇŦƪŀƴǸƭŜ ƻŘŜǊ ŀǳŎƘ α{ŎƘƭǳƴŘǎƻƴŘŜά ǿǳǊŘŜ Ƴƛǘ ŜƛƴŜǊ м Ƴl 

Spritze verbunden, die die zu applizierende Flüssigkeit enthielt. Zur Applikation wurden die Mäuse 

mit der linken Hand an Nacken- und Rückenfell sowie am Schwanz fixiert. Mit der rechten Hand 

wurde die Schlundsonde in Mund und Ösophagus eingeführt. Für Telmisartan und Vehikel wurden 

separate Kanülen verwendet. Die Mäuse erhielten 8 mg/kg/d Telmisartan, das in einer Lösung mit 

Gummi Arabicum in einer Konzentration von 1,6 mg/ml in 10 % Gummi Arabicum vorlag. 

Entsprechend wurden pro g Körpergewicht 5 µl der Lösung 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 Kanülen und 1 

ml Spritzen verwendet. Die Kanüle wurde in die gespannte Bauchhaut bei an Rücken- und 

Nackenfell fixierter Maus eingeführt. Dabei wurde die Maus mit dem Kopf leicht nach unten 

gehalten, die Kanüle auf Höhe der Kniefalte angesetzt und die Lösung in die Bauchhöhle 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 

Mäuse in ihrem Käfig in den Versuchsraum gebracht und nach Akklimatisation einzeln im Restrainer 

so fixiert, dass nur noch kleinste Bewegungen möglich waren. Der Restrainer wurde in der 

vorgesehenen Öffnung des Geräts platziert und die Messung durchgeführt. Nach Beenden der 

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

2.1.7.1 Retroorbitale Blutentnahme  

Anästhesierte Mäuse wurden mit zwei Fingern im Nacken fixiert. Eine Glaskapillare wurde am 

seitlichen Rand des Auges in die Augenhöhle eingeführt und leitete das Vollblut in eine 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)-Mikrovette. Diese wurde 30 Minuten auf Eis gelagert und 

anschließend bei 9000 U/min für drei Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Plasma-Überstand wurde 

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

Bei der ersten retroorbitalen Blutentnahme wurden die Mäuse vor der Blutentnahme in 

einen Plastikzylinder gesetzt, auf dessen Boden ein mit Isofluran getränktes Tuch lag, das die Mäuse 

anästhesierte. Sie wurden nach kurzer Zeit aus dem Zylinder entnommen. Bei der finalen 

Blutentnahme wurden die Mäuse mittels intraperitonealer Injektion einer Ketamin-/Xylazin-Lösung 

anästhesiert.   

 

2.1.7.2 Blutglukosebestimmung 

Bei der oben beschriebenen retroorbitalen Blutentnahme konnte Vollblut der anästhesierten Maus 

zur Messung der Blutglukose gewonnen werden. Die Glukosekonzentration wurde mit 

handelsüblichen Messstreifen und Messgeräten bestimmt. 

 

2.1.7.3 Kardiale Blutentnahme für Nitrit-Messung  

Um eine Hämolyse des Vollbluts für die Bestimmung von Nitrit zu verhindern, wurde zusätzlich eine 

kardiale Blutentnahme durchgeführt. Diese erfolgte am narkotisierten Tier nach Eröffnung von 

Bauchraum, Durchtrennung des Zwerchfells und Eröffnung des Thorax mit einer 23G Kanüle und 1 

ml Spritze. Das Blut wurde in eine Lithium-Heparin-Mikrovette überführt, darin auf Eis gelagert und 

bei 4°C für 10 Minuten mit 2000 g zentrifugiert. Anschließend wurde das Plasma in Proteinfilter 

pipettiert und darin bei 4°C für 70 Minuten mit 14 000 g zentrifugiert. Das entproteinierte Plasma 

wurde in lichtgeschützten Reaktionsgefäßen bei -80°C gelagert.    

 

2.1.7.4 Tötung und Organentnahme       

Es erfolgte nach kardialer Blutentnahme und cervikaler Dislokation die Eröffnung der Schädeldecke 

und die Entnahme des Gehirns mittels Pinzette. Das Gehirn wurde umgehend auf Trockeneis 

eingefroren und in Szintillationsgefäßen gelagert. Zur Re-Genotypisierung wurde die Schwanzspitze 

ebenfalls entfernt und in einem Reaktionsgefäß 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 

anschließenden Präparation in Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) überführt. Der zweite Teil 

wurde mit Ringer-Lösung perfundiert, von umliegendem Gewebe befreit und in einem mit Ringer-

Lösung gefüllten Reaktionsgefäß in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die abdominale Aorta 

wurde in RNAprotect® gegeben. Teile von Leber, Lunge, Duodenum, Dickdarm, Fäces, weißem 

Fettgewebe, eine Niere und die Milz wurden entnommen und in 1,5 bzw. 2 ml Reaktionsgefäßen in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren. Alle Organ- und Gewebeproben bis auf das Herz und die Aorta 

wurden anschließend bei -80°C gelagert.    

Die thorakale Aorta descendens wurde anschließend für die Messung am AFM präpariert. 

Umgebendes Gewebe wurde sorgfältig entfernt, die Aorta wurde der Länge nach aufgeschnitten 

und schließlich in einzelne ca. rechteckige Stücke mit einer Fläche von etwa 1 mm2 getrennt. Diese 

Aortenstücke wurden mit Cell-Tak® auf Deckgläsern mit 15 mm Durchmesser fixiert, wobei die 

Endothelfläche nach oben zeigte. Nach der Präparation wurden die Deckgläser in 12-Well-

Zellkulturplatten in minimal essential medium (MEM) mit hinzugefügten 10% fetalem Kälberserum, 

1% MEM Vitaminen, 1% MEM nicht-essenziellen Aminosäuren sowie 1% Penicillin G (100 U/mL) 

und Streptomycin (100 mg/mL) bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank belassen. Pro Maus wurden 

zwei Aortenstücke 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 

MgCl2-6-hydrat, 1 mmol/L CaCl2, 5 mmol/L Glucose, 10 mmol/L HEPES). 

 

2.2 Atomic force microscopy  

Mit der atomic force microscopy ist es möglich, Einblicke in die nanomechanischen Eigenschaften 

lebender Zellen in einem ex vivo Präparat zu erhalten. Ein als Nanoindentation bezeichnetes 

Verfahren wurde verwendet, um Steifigkeit von Glykokalix und Cortex der thorakalen Aorta zu 

messen und damit Informationen über die Funktion der Endothelzellen zu erhalten (Cosgun et al., 

2020; Jeggle et al., 2016). Zu den wichtigen Bestandteilen des AFM zählen der biegsame Cantilever, 

ein goldbeschichtetes Metallplättchen mit sphärischer Spitze von 10 µm Größe, ein Laserstrahl, der 

von der Rückseite 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 angenähert und in Kontakt gebracht. Anschließend wird die Probe bis zu einer 

definierten Tiefe durch den Cantilever eingedrückt 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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lässt sich weniger einfach deformieren als eine weiche und übt 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 Rückseite abgelenkt wird 

und von der Photodiode an veränderter Position wahrgenommen wird. Dabei kommen Cantilever 

mit unterschiedlichen Eigenschaften zum Einsatz. Weiche Cantilever werden bereits durch weniger 

Kraft verbogen als steifere. Für Messungen der Glykokalix wurden in dieser Arbeit Cantilever mit 

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

von 0,03 N/m verwendet. 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Mit der vorgegebenen Federkonstanten und der Empfindlichkeit für 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 nötig ist, die Probe bis zur definierten Tiefe einzudrücken. Dies wird als 

Steifigkeit (in N/m) definiert. Auf der resultierenden Kraft-Distanz-Kurve können 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.     
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Abbildung 2-3: Kraft-Distanz-Kurve bei Einzelmessung der thorakalen Aorta. 1 = Annäherung 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 durchgeführt an einem MultiMode 

AFM mit Feedback-kontrollierter Heizung im Institut für Physiologie der Universität zu Lübeck. Die 

Messungen der Glykokalix erfolgten durch Dr. Benedikt Fels.  

Um in (Klersy et al., 2025) Wildtyp, ACE2 ko und Mas ko Mäuse vergleichen zu können, war 

eine kombinierte Auswertung durch den Autoren dieser Studie und Frau Leonie Achner notwendig. 

Die Kraft-Distanz-Kurven der ACE2 ko Mäuse wurden durch Frau Achner ausgewertet, die Kraft-

Distanz-Kurven der Mas ko Mäuse durch Tobias Klersy. Bei gemeinsam verwendeter Kontrollgruppe 

und manueller Auswertung der Kraft-Distanz-Kurven mit möglichen individuellen Unterschieden 

war zuvor zwingend die Untersuchung nötig, ob Frau Achner und Herr Klersy an denselben Proben 

zu gleichen Ergebnissen kommen würden und eine Kombination der Auswertungen statthaft wäre. 

Daher erfolgte im Rahmen der Vorstudie zunächst die eigenständige 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 veröffentlicht. 

In (Klersy et al., 2025) wurden die interindividuellen Unterschiede in der Auswertung anhand der 

kortikalen Steifigkeit der Kontrollgruppe ermittelt, um anschließend 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 für Kardiogenetik untersucht. Gesamtcholesterin und Triglyceride 

wurden aus dem Plasma photometrisch bestimmt. Dafür wurde das Roche cobas c 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, 

t¸¸Σ wŜǎƛǎǘƛƴΣ {ŜƪǊŜǘƛƴΣ ŀƴŘ ¢bCʰύ ǎƻǿƛŜ das Milliplex map mouse high sensitivity T cell panel kit 

MHSTCMAG-70K (GM-/{CΣ LCbʴΣ L[-мʰΣ L[-мʲΣ L[-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-ʰύ ȊǳǊ ¦ƴǘŜǊǎǳŎƘǳƴƎ ŘŜǎ Hormon- und Cytokinprofils den 

Herstelleranweisungen entsprechend verwendet.   

 

2.3.3 Nitrit-Messung 

Nitrit wurde aus 50 µl heparinisiertem und gefiltertem Plasma als Surrogatparameter für 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 verfälschen, erhielten die Mäuse vor der 

Blutentnahme fünf Tage lang handelsübliches 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 durchgeführt (Pfluger-Muller et al., 2020). Die RNA-Sequenzierung erfolgte an der 

absteigenden Aorta. Das aortale Gewebe wurde isoliert, von Fett befreit und in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren. Für die RNAseq-Analyse wurden die Aortensegmente von drei Mäusen gepoolt und 

insgesamt wurden vier Proben pro Versuchsgruppe analysiert. Die Ergebnisse repräsentieren zwölf 

Mäuse pro Gruppe. Die gesamte RNA wurde isoliert mit dem RNA Mini Kit von Bio & SELL (Nürnburg, 

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 

нп όtŜǊƪƛƴ 9ƭƳŜǊύ ǾŜǊƛŦƛȊƛŜǊǘΦ !ƭǎ tǊƻōŜ ŦǸǊ ŘƛŜ α±!I¢{ {ǘǊŀƴŘŜŘ Ƴwb!ǎŜǉ ǇǊŜǇŀǊŀǘƛƻƴά ǿǳǊŘŜƴ 
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nach Herstellerprotokoll 500 µg der RNA verwendet (Vazyme). Die Sequenzierung wurde an einem 

NextSeq2000 der Marke Illumina durchgeführt mit 1x72-bp single-end set-up. 5ƛŜ ǊŜǎǳƭǘƛŜǊǘŜƴ αǊŀǿ 

ǊŜŀŘǎά ǿǳǊŘŜƴ ōŜȊǸƎƭƛŎƘ vǳŀƭƛǘŅǘΣ !ŘŀǇǘŜǊƛƴƘŀƭǘ ǳƴŘ 5ǳǇƭƛƪŀǘƛƻƴǎǊŀǘŜ Ƴƛǘ Cŀǎǘv/ ǸōŜǊǇǊǸŦǘ 

(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 Qualitätsverlust unter den Mittelwert von 

Q15 in einem Bereich von fünf Nucleotiden zu trimmen und nur gefilterte reads mit einer Länge 

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 Genzählungen 

wurden mit featureCounts 2.0.4 erstellt durch Zusammenstellung von reads, die Exons auf dem 

korrektem Strang überlappten, ohne solche, die bei vielen Genen überlappten. Die Rohanzahl-

Matrix wurde mit DESeq2 Version 1.36.0 normalisiert. Kontraste wurden mit DESeq2 basierend auf 

der Rohanzahl-Matrix erstellt. Die Gene wurden bei einer durchschnittlichen Anzahl von > 5 als 

signifikant verändert exprimiert klassifiziert, mit angepasstem p-Wert < 0.05 für 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 für Kardiogenetik der Universität zu Lübeck 

(Aherrahrou et al., 2020). Atherosklerotische Läsionen wurden an der aufsteigenden Aorta 

verblindet zur Behandlungsgruppe untersucht. Dazu wurden nach Entfernung von umliegendem 

Gewebe Kryostatschnitte (8-10 µm) der aufsteigenden Aorta aus einem Bereich unterhalb der 

Aortenwurzel bis zum Aortenbogen mit einem jeweiligen Abstand von 40 µm erstellt und mit der 

Oil Red O Färbung (ORO) angefärbt. Die mittlere Größe der atherosklerotischen Läsionen 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. Läsionsareale und 
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ORO-positive Regionen wurden bestimmt nach in-house Skript, bei dem das Python package 

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

 

2.5 Statistik 

Zur statistischen Auswertung wurde GraphPad Prism 8 verwendet. Nach Ausreißeranalyse mittels 

Robuste Regression und Ausreißerentfernung (ROUT) erfolgte eine Überprüfung 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 durchgeführt. .Ŝƛ {ƛƎƴƛŦƛƪŀƴȊ ǿǳǊŘŜ ¢ǳƪŜȅΩǎ ƳǳƭǘƛǇƭŜ ŎƻƳǇŀǊƛǎƻƴ ǘŜǎǘ ŀƭǎ Ǉost-hoc-

Test angewendet. Bei fehlender Varianzhomogenität erfolgte eine Brown-Forsythe-ANOVA mit 

5ǳƴƴŜǘǘΩǎ ƳǳƭǘƛǇƭŜ ŎƻƳǇŀǊƛǎƻƴ ǘŜǎǘ. Lag keine Normalverteilung der Daten vor, wurden sie mittels 

Kruskal-Wallis-Test und 5ǳƴƴΩǎ ƳǳƭǘƛǇƭŜ ŎƻƳǇŀǊƛǎƻƴ ǘŜǎǘ ŀƭǎ Ǉost-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 wählten ein gestuftes Vorgehen und verglichen zunächst die Kontrollgruppen von 

Wildtyp und knock-out, anschließend 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 für Medizinische Biometrie und Statistik 

der Universität zu Lübeck. Die Gruppengröße von n=12 ergab sich durch Power-Analyse 

(korrigiertes h ҐлΣлмΣ power 80%) mit Primärparameter Körpergewicht. 
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3 Ergebnisse 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss einer chronischen Behandlung mit dem AT1R-

Blocker Telmisartan auf Diät-induzierte Adipositas und Atherosklerose bei globaler Mas-Defizienz 

zu untersuchen und darüber Aussagen über den Anteil der ACE2/Ang1-7/Mas-Achse an der 

Wirkung von Telmisartan zu treffen. Für alle Parameter erfolgte dafür zunächst der Vergleich der 

Kontrollgruppen von wt und Mas ko Mäusen, um basale Unterschiede zwischen den Mauslinien 

erkennen zu können. Im Folgenden wurden dann der Einfluss der Behandlung mit PCSK9DY-AAV und 

Western Diät sowie zuletzt der Effekt von Telmisartan auf wt und Mas ko Mäuse analysiert.  

 

3.1 Körpergewicht und Masseverteilung 

Wt und Mas ko Mäuse wurden über einen Beobachtungszeitraum von zwölf Wochen mit Western 

Diät gefüttert und erhielten zu Versuchsbeginn eine einmalige intravenöse Injektion des PCSK9DY-

AAV. Kontrollgruppen erhielten chow Diät und Injektion eines Leervektors. Darüber hinaus 

erhielten die Mäuse täglich 8 mg/kg KG TEL, Kontrollgruppen erhielten VEH. 

Zu Beginn des Versuchs unterschieden sich wt und Mas ko Mäuse bezüglich des Gewichts 

nicht signifikant, Mas ko Mäuse waren tendenziell leichter (s. Tabelle 7-1). Alle Versuchsgruppen 

nahmen über den Beobachtungszeitraum an Gewicht zu. Die chow-Kontrollgruppen der wt und Mas 

ko Mäuse unterschieden sich auch am Ende des Beobachtungszeitraums nicht bezüglich ihres 

Körpergewichts (s. Tabelle 7-2).   

Im Vergleich zur chow-Kontrolle nahmen wt Mäuse nach Virusinjektion und WD mehr als 

doppelt so viel Gewicht zu. Bei Mas ko Mäusen konnte ein ähnlicher 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 Mäuse unterschieden sich 

nicht bezüglich der Fettmasse, Mas ko Mäuse zeigten aber signifikant mehr fettfreie Masse (s. 

Tabelle 7-2). Unter Fütterung mit WD konnte die Fettmasse in wt und Mas ko Mäusen 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 

Mäusen konstant (Abbildung 3-1 E). Hinsichtlich der freien Körperflüssigkeit konnte TEL in beiden 

Mauslinien eine geringe Reduktion erreichen (Abbildung 3-1 F). 
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Abbildung 3-1: Körpergewicht und Masseverteilung. Mäuse wurden zwölf Wochen mit chow oder WD 

gefüttert, täglich gewogen und mit Vehikel oder TEL behandelt. chow VEH (weiß), WD VEH (rot), WD TEL 

(grün). (A) Gewichtsverlauf Wildtyp. (B) Gewichtsverlauf Mas ko. (C) Absolute Gewichtszunahme. (D) 

Fettmasse. (E) Fettfreie Masse. (F) Freie Körperflüssigkeit. 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 

Varianzhomogenität mittels Brown-Forsythe-ANOVA Ƴƛǘ 5ǳƴƴŜǘǘΨǎ ¢о ƳǳƭǘƛǇƭŜ ŎƻƳǇŀǊƛǎƻƴ ǘŜǎǘ und bei 

fehlender Normalverteilung mittels Kruskal-Wallis-Test Ƴƛǘ 5ǳƴƴΩǎ ƳǳƭǘƛǇƭŜ ŎƻƳǇŀǊƛǎƻƴ ǘŜǎǘΦ ƴҐмнΦ *,**,*** 

p<0.05, <0.01, <0.001 vs. chow VEH. ϞΣϞϞΣϞϞϞ ǇғлΦлрΣ ғлΦ01, <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 Mäuse geringere Leptinspiegel als 

wt Mäuse auf (s. Tabelle 7-1). Plasmaspiegel von Resistin, Ghrelin und Peptid YY (PYY) 

unterschieden sich am Versuchsende zwischen wt und Mas ko Mäusen in den Kontrollgruppen 

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

Nach Virusinjektion und WD entwickelten sowohl wt als auch Mas ko Mäuse signifikant 

höhere, mindestens verdoppelte Leptinwerte, die durch TEL vollständig normalisiert wurden 

(Abbildung 3-2 A). Ebenfalls gesteigert wurden in beiden Mauslinien die Werte für Resistin. Durch 

TEL konnte allerdings keine Normalisierung erreicht werden, sondern Resistin war weiter leicht 

erhöht (Abbildung 3-2 B). Die Werte für das Hormon Ghrelin wurden in beiden Mauslinien durch 

WD und Virusinjektion leicht gesenkt, TEL erreichte in Mas ko Mäusen eine Steigerung (Abbildung 

3-2 C). Für PYY ergaben sich durch Virusinjektion und WD nur geringfügige Veränderungen, die 

Behandlung mit TEL führte in wt und Mas ko Mäusen zu signifikanten Steigerungen im Vergleich 

zur Kontrolle (Abbildung 3-2 D). 

Die Leptinwerte korrelierten sowohl in wt als auch in Mas ko Mäusen positiv mit dem 

Körperwicht. In wt Mäusen korrelierten auch Körpergewicht und Resistin positiv, dies war in Mas 

ko Mäusen 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 zwölf Wochen. chow VEH (weiß), WD VEH (rot), 

WD TEL (grün). (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 

Varianzhomogenität mittels Brown-Forsythe-ANOVA Ƴƛǘ 5ǳƴƴŜǘǘΨǎ ¢о ƳǳƭǘƛǇƭŜ ŎƻƳǇŀǊƛǎƻƴ ǘŜǎǘ und bei 

fehlender Normalverteilung mittels Kruskal-Wallis-Test Ƴƛǘ 5ǳƴƴΩǎ ƳǳƭǘƛǇƭŜ ŎƻƳǇŀǊƛǎƻƴ ǘŜǎǘΦ ƴҐт-12. 

*,**,*** p<0.05, <0.01, <0.001 vs. chow VEH. ϞΣϞϞΣϞϞϞ ǇғлΦлрΣ ғлΦлмΣ ғлΦллм 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 Mäuse unterschieden sich initial nicht signifikant bezüglich 

der Blutglukose (s. Tab. 7-1). Die chow-Kontrollgruppe der Mas ko Mäuse zeigte bei der finalen 

Blutentnahme deutlich höhere Werte für die Blutglukose als wt Mäuse. Daneben unterschieden 

sich die Kontrollgruppen von wt und Mas ko Mäusen in geringeren Plasmaspiegeln von Insulin, C-

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

Durch WD und Virusinjektion konnte die Blutglukose in wt Mäusen tendenziell, in Mas ko 

Mäusen 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 Mäusen eine signifikante Steigerung des homeostasis model 

assessment (HOMA)-Index. In Mas ko Mäusen konnte diese Entwicklung durch TEL normalisiert 

werden (Abbildung 3-3 E). Mas ko Mäuse wiesen im Rahmen von WD und Virusinjektion 

Erhöhungen von Insulin, C-Peptid und Glucagon auf, die in wt Mäusen nicht beobachtet wurden. 

TEL reduzierte in Mas ko Mäusen die erhöhten Parameter (Abbildung 3-3 B-D).  

Zeichen einer Insulinsensitivität ist auch die negative Korrelation von Insulin und Glukose, 

wie sie in der Mas ko Kontrollgruppe klar zu finden war, in wt Mäusen zumindest tendenziell. Durch 

Hinzunahme von WD und Virus blieb die Insulinsensitivität in wt Mäusen erhalten, in Mas ko 

Mäusen 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 für GIP in wt und Mas ko Mäusen 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 veränderten sich nicht maßgeblich, in wt Mäusen wurde durch 

Virusbehandlung und WD eine signifikante, aber geringe Steigerung erzielt (Abbildung 7-6 I). 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 (weiß), WD VEH (rot), WD TEL (grün). (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 

Varianzhomogenität mittels Brown-Forsythe-ANOVA Ƴƛǘ 5ǳƴƴŜǘǘΨǎ ¢о ƳǳƭǘƛǇƭŜ ŎƻƳǇŀǊƛǎon test und bei 

fehlender Normalverteilung mittels Kruskal-Wallis-Test Ƴƛǘ 5ǳƴƴΩǎ ƳǳƭǘƛǇƭŜ ŎƻƳǇŀǊƛǎƻƴ ǘŜǎǘΦ ƴҐт-12. 

Korrelationsanalyse erfolgte mittels 2-tailed Pearson-Test. *,**,*** p<0.05, <0.01, <0.001 vs. chow VEH. 

ϞΣϞϞΣϞϞϞ ǇғлΦлрΣ ғлΦлмΣ ғлΦллм 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 Mäuse unterschieden sich nach 

chow Diät und Behandlung mit Vehikel nicht relevant in ihrem Cytokinprofil, einzig bei MIP2 

bestand in Mas ko Mäusen eine geringe Erhöhung (s. Tabelle 7-2).   

In wt Mäusen führte die Behandlung mit Virusinjektion und WD als Zeichen einer 

systemischen Inflammation zu einem meist signifikanten Anstieg von MCP-1, TNF-ʰΣ LCb-ʴΣ 

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 Mäusen konnte eine ähnliche Regulation mit systemischer 

Inflammation durch Virusinjektion und WD nicht beobachtet werden. Durch TEL wurden in wt 

Mäusen mit Ausnahme von IL6 die Cytokinspiegel normalisiert, bei IL6 führte TEL zu einem weiteren 

Anstieg. In Mas ko Mäusen führte TEL selektiv zu einer Erhöhung bei MCP-1, LIX, IL6 und IL10 

(Abbildung 3-4 A-I). 
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Abbildung 3-4: Cytokinprofil am Ende des Beobachtungszeitraums. chow VEH (weiß), WD VEH (rot), WD TEL 

(grün). (A) MCP-1. (B) TNF- .h (C) IFN- .ɹ (D) KC. (E) MIP2. (F) LIX. (G) IL6. (H) IL10. (I) 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 Varianzhomogenität mittels Brown-Forsythe-ANOVA Ƴƛǘ 5ǳƴƴŜǘǘΨǎ 

T3 multiple comparison test und bei fehlender Normalverteilung mittels Kruskal-Wallis-Test Ƴƛǘ 5ǳƴƴΩǎ 

multiple comparison test. n=7-12. *,**,*** p<0.05, <0.01, <0.001 vs. chow VEH. ϞΣϞϞΣϞϞϞ 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 Tötung und Organentnahme 

wurden Kryostatschnitte der aufsteigenden Aorta angefärbt, um sie auf atherosklerotische 

Läsionen zu untersuchen. Vor Beginn der Studie waren die Triglyceride in Mas ko Mäusen leicht 

erniedrigt (s. Tabelle 7-1).  

Basale Unterschiede zwischen den Mauslinien ließen sich im Vergleich der Kontrollgruppen 

nicht feststellen. Die Behandlung mit Virusinjektion und WD führte in wt und Mas ko Mäusen zu 

einer deutlichen Steigerung von Cholesterin und Triglyceriden. Die Steigerung von Cholesterin 

konnte in wt Mäusen durch TEL reduziert werden. Eine Behandlung mit TEL hatte in Mas ko Mäusen 

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

 Die histologische Untersuchung der Aorta ergab keine relevanten Unterschiede zwischen 

wt und Mas ko Mäusen. Beide Kontrollgruppen entwickelten keine Plaques. Durch Behandlung mit 

Virusinjektion und WD entwickelten wt und Mas ko Mäuse in ähnlichem Ausmaß atherosklerotische 

Läsionen. Eine Behandlung mit TEL führte sowohl in wt als auch in Mas ko Mäusen zum signifikanten 

Rückgang dieser Läsionen (Abbildung 3-5 A, D+E). Es ergab sich durchgehend eine positive 

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

Bezüglich Aortendurchmesser und -lumen wiesen Mas ko Mäuse im Vergleich der 

Kontrollgruppen etwas geringe Werte, bezüglich der Aortenmedia leicht erhöhte Werte auf (s. 

Tabelle 7-2). In wt Mäusen führte die Behandlung mit WD und Virusinjektion zu einer geringen 

Steigerung der Mediadicke, in Mas ko Mäusen zu einer geringen Steigerung von 

Aortendurchmesser und -lumen. Durch TEL konnte in Mas ko Mäusen 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 (weiß), 

WD VEH (rot), WD TEL (grün). (A) Oil Red O Färbung atherosklerotischer Läsionen. (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: 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 

Varianzhomogenität mittels Brown-Forsythe-ANOVA Ƴƛǘ 5ǳƴƴŜǘǘΨǎ ¢о ƳǳƭǘƛǇƭŜ ŎƻƳǇŀǊƛǎƻƴ ǘŜǎǘ und bei 

fehlender Normalverteilung mittels Kruskal-Wallis-Test Ƴƛǘ 5ǳƴƴΩǎ ƳǳƭǘƛǇƭŜ ŎƻƳǇŀǊƛǎƻƴ ǘŜǎǘΦ ƴҐт-12. 

Korrelationsanalyse erfolgte mittels 2-tailed Pearson-Test. *,**,*** p<0.05, <0.01, <0.001 vs. chow VEH. 

ϞΣϞϞΣϞϞϞ ǇғлΦлрΣ ғлΦлмΣ ғлΦллм vs. WD VEH.  
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3.6 Endotheliale Funktion der thorakalen Aorta 

Zur funktionellen Beurteilung des Endothels wurden Präparate der thorakalen Aorta mit Hilfe des 

atomic force microscope bezüglich der kortikalen Steifigkeit der Endothelzellen sowie Steifigkeit 

und Höhe der Glykokalix untersucht. Als Näherung für NO als Parameter der endothelialen Funktion 

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

Die chow-Kontrollgruppe der Mas ko Mäuse zeigte eine signifikant höhere kortikale 

Steifigkeit als wt Mäuse (wt 1,318±0,039 pN/nm; Mas ko 1,384±0,034 pN/nm; p=0,0004). Durch 

PCSK9DY-AAV und WD erhöhte sich die kortikale Steifigkeit in wt und Mas ko Mäusen signifikant. 

TEL reduzierte die kortikale Steifigkeit in wt Mäusen (wt WD VEH 1,413±0,09395 pN/nm; wt WD 

TEL 1,377±0,09044 pN/nm). In Mas ko Mäusen 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 ähnliches Bild der kortikalen Steifigkeit. Allerdings war die Steigerung durch WD und 

Virusinjektion in Mas ko Mäusen nicht mehr signifikant (Abbildung 3-6 B). Weder Genetik noch 

Behandlung hatten Einfluss auf Steifigkeit oder Höhe der Glykokalix (Abbildung 3-6 D+E). 

Passend zu der erhöhten kortikalen Steifigkeit der Kontrollgruppe der Mas ko Mäuse ließen 

sich hier auch geringere, nahezu halbierte Werte für Nitrit feststellen (wt 412,5±127,9 nM; Mas ko 

238,4±52,89 nM; p=0,0007). Eine Behandlung mit Virusinjektion und WD führte in wt Mäusen zu 

einer tendenziellen Senkung (p=0,0971) der Werte, in Mas ko Mäusen hatte die Behandlung mit 

Virusinjektion und WD keinen Einfluss auf den Plasmaspiegel von Nitrit. TEL führte in wt und Mas 

ko Mäusen tendenziell zu einer Steigerung von Nitrit (Abbildung 3-6 C). In der wt Kontrollgruppe 

korrelierten kortikale Steifigkeit und Nitrit negativ, in Mas ko Mäusen positiv als Hinweis auf eine 

endotheliale Dysfunktion. In wt Mäusen korrelierten kortikale Steifigkeit und Cholesterin, 

Plaqueinhalt sowie Fettinhalt positiv. In Mas ko Mäusen 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 unabhängigen 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 für die kortikale Steifigkeit der Mas ko Mäuse angepasst. 

 

 

 



 

3 Ergebnisse 45 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3-6: Endotheliale Funktion der thorakalen Aorta. Bestimmung von Nitrit  nach dem 

Beobachtungszeitraum. Messung der kortikalen Steifigkeit sowie von Steifigkeit und Höhe 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 Höhe. (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 Varianzhomogenität mittels Brown-Forsythe-ANOVA mit 

5ǳƴƴŜǘǘΨǎ ¢о ƳǳƭǘƛǇƭŜ comparison test und bei fehlender Normalverteilung mittels Kruskal-Wallis-Test mit 

5ǳƴƴΩǎ ƳǳƭǘƛǇƭŜ ŎƻƳǇŀǊƛǎƻƴ ǘŜǎǘΦ ƴҐт-12. Korrelationsanalysen erfolgten mittels 1-tailed Pearson-Test. 

*,**,*** p<0.05, <0.01, <0.001 vs. chow VEH. ϞΣϞϞΣϞϞϞ ǇғлΦлрΣ ғлΦлмΣ ғлΦллм vs. WD VEH. 
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