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Abkürzungsverzeichnis  

 

 

A-PVAT                                                     
 

abdominal perivascular adipose tissue 

ADRF   
 

adipocyte derived relaxing factor 

BCA   
 

Bicinchoninic Acid 

BH4                                                             
 

Tetrahydrobiopterin 

BMP7                                                         
 

Bone morphogenic Protein 7 

Bp  
 

Basenpaare 

C/EBP                                                        
 

CCAAT/Enhancer binding protein 

cAMP  
 

cyclisches Adenosin Monophosphat 

Cidea  
 

cell death inducing DFFA like effector A 

Cre                                                            Rekombinase 
 

DSB  
 

Doppelstrangbruch 

eNOS/NOS3            
 

endotheliale NO Synthase 

ERK  
 

extracellular signal-related kinase 

eWAT   
 

epididymal/gonadal white adipose tissue 

FAD 
 

flavin adenin dinucleotide 

FMN 
 

flavin adenin mononucleotide  

gRNA  
 

guide ribonucleic acid 

HFD   
 

High fat diet 

HSP90  
 

Hitzeschockprotein 90 

IL1                                                              
 

Interleukin 1 

INFγ                                                           
 

Interferon-γ 
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iWAT   
 

inguinal white adipose tissue 

KAT1                                               
 

Kynurenin Aminotransferase 1 

KI                                                                
 

Knockin 

KO   
 

Knockout 

M-PVAT             
 

mesenterial artery-perivascular adipose tissue 

MA              
 

mesenterial artery 

MAZ   
 

Myc-assoziierte Zinkfingerprotein 

MCP-1                                                       
 

monocyte chemotactic protein 1 

mRNA                                                        
 

messenger ribonucleic acid 

NADPH                                                      
 

nicotinamid adenin dinucleotid phosphate 

NFκb                                                         nuclear factor kappa-light-chain enhancer of  
activated B-cells                                                                               

p38MAPK                                                   
 

p38 mitogen-acitivated protein kinase 

PCR                                                           
 

Polymerase Kettenreaktion 

PKA                                                           
 

Proteinkinase A 

PKC                                                        
 

Proteinkinase C 

PKG                                                     
 

Proteinkinase G 

PPAR-γ 
 

Peroxisome proliferator-activated receptor-
gamma 

PRDM16  
 

PR-domain 16 Proteinkinase G 

PVAT                                                         
 

perivascular adipose tissue 

Sca1  
 

stem cell antigen 1 

SM22α 
 

smooth muscle protein 22α 

SVF stromal vascular fraction 
 

T-PVAT                                                     
 

thoracic perivascular adipose tissue 

TAG                                                            
 

Triacylglyceride 

Tbx1                                                           
 

T-Box-1 Protein 

Tcf21                                                          
 

Transkriptionsfaktor-21 
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Tmem26                                                  Transmembranprotein-26 

TNFα                                                          
 

Tumornekrosefaktor-α 

VEGF                                                         
 

vascular endothelial growth factor 

VSMC                                                        
   

vascular smooth muscle cell 

Zic1                                                            
 

Zinkfingerprotein-1 
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Einleitung   
 
Der theoretische Kontext dieser Dissertation schließt die Pathophysiologie und 

Begleiterscheinungen einer Adipositas sowie die wesentlichen Eigenschaften 

verschiedener Arten von Fettgewebe und der darin enthaltenen Adipozyten ein. Zum 

besseren Verständnis der Charakteristiken unterschiedlicher Arten von Fettgewebe 

wird die genaue Herkunft der Adipozyten ausführlich erörtert. In den folgenden 

Kapiteln wird zudem die Funktion und Relevanz der endothelialen NO-Synthase 

eingehend erläutert. Zum Abschluss wird ein kurzer Einblick in die Funktionsweise und 

den Aufbau des induzierbaren gewebespezifischen Knockout-Mausmodells gegeben.  

 

 

1.1 Adipositas 
 
Adipositas ist ein allseits bekannter Risikofaktor für eine erhöhte Morbidität und 

Mortalität (Flegal et al., 2013). Getrieben von einer chronischen Imbalance zwischen 

überschüssiger Energieaufnahme in Form von Nahrung und/oder reduziertem 

Energieverbrauch aufgrund verminderter körperlicher Aktivität, wird sie häufig als eine 

globale Epidemie des 21. Jahrhunderts betitelt (Marlatt and Ravussin, 2017). 

Sie ist mit den bekannten Volkskrankheiten, wie z.B. Diabetes mellitus Typ II, 

Hypertonie, kardiovaskuläre Erkrankungen (CVD) u.v.m. assoziiert (Lavie et al., 2009) 

(Roberto et al., 2015). 

Diese Erkrankungen gehen sowohl mit metabolischen (z.B. Inflammation) als auch 

funktionellen Veränderungen und Pathologien einher. Das sog. metabolische Syndrom 

wird auch als proinflammatorischer und prothrombotischer Zustand charakterisiert, in 

welchem das Fettgewebe für die Pathophysiologie eine zentrale Rolle spielt 

(McCracken et al., 2018). Die abdominelle Adipositas ist neben einer Dyslipidämie, 

Hyperglykämie und Hypertonie eine der am häufigsten beobachteten Komponenten 

des metabolischen Syndroms (Engin, 2017). Alle diese Zustände sind mit einem 

erhöhten Vorhandensein oder einer erhöhten Produktion von reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS) assoziiert. Hierauf wird im weiteren Verlauf (Kapitel 

Endotheliale Dysfunktion) näher eingegangen (Carr and Frei, 2000). 
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1.2 Fettgewebe und Adipozyten 
 
Entgegen der langjährigen Annahme, das Fettgewebe sei ein reiner Speicher 

überschüssiger Energie oder agiere lediglich als Stützgewebe von Organen oder 

Muskulatur, ist es mittlerweile wissenschaftlicher Konsens, dass das Fettgewebe 

weitaus mehr Funktionen erfüllt. Insbesondere dem weißen Fettgewebe schreibt man 

die Funktion eines endokrin aktiven Organs zu (Kershaw and Flier, 2004), das sog. 

Adipokine und Zytokine freisetzt. Diese Adipokine sind an vielen metabolischen 

Systemen und Signalkaskaden beteiligt. Dadurch nehmen sie Einfluss auf die 

Glucoseaufnahme, Insulinantwort, Fettsäureoxidation und viele weitere Prozesse, 

welche eine zentrale Rolle im Rahmen des Energiehaushalts spielen (Ahima and 

Lazar, 2008). Eine Zunahme an Fettgewebe bspw. im Rahmen von Adipositas führt in 

den Adipozyten durch phänotypische Veränderung zu Inflammation und Dysfunktion, 

sowie einer Einwanderung von Immunzellen in das Fettgewebe (Hotamisligil, 2017b, 

Hotamisligil, 2006). Die normale Funktion der Adipozyten wird gestört, was wiederum 

auch andere Organsysteme und Gewebe in ihrer Funktion beeinflusst. (Hotamisligil, 

2017a). 

Somit haben Adipozyten einen Einfluss auf die Pathogenese einiger Erkrankungen, 

(s.o.) die mit einer systemischen Inflammation assoziiert sind.  

Welche genaue Rolle das Fettgewebe bzw. die Adipozyten spielen und in welchem 

Ausmaß ihr Einfluss im Rahmen der Pathogenese dieser Erkrankungen zu 

charakterisieren und einzuordnen ist, bleibt Gegenstand aktueller Forschung. 

 

Fettgewebe stellt zudem nicht einfach eine homogene Gewebsentität dar. Vielmehr 

weiß man, dass es relevante Unterschiede zwischen verschiedenen Formen von 

Fettgeweben wie bspw. dem weißen Fettgewebe (WAT) und dem braunen Fettgewebe 

(BAT) gibt (Esteve Ràfols, 2014). Dies ist zum einen durch die unterschiedliche 

Lokalisation und deren umgebenden Gewebe (z.B. Gefäße) und zum anderen durch 

die Abstammung aus verschiedenen Vorläuferzellen zu erklären. (Saely et al., 2012). 

Die Verteilung bzw. relative Masse unterschiedlicher Formen von Fettgewebe ist mit 

jeweils anderem Risikoausmaß für die Entwicklung metabolischer Erkrankungen 

assoziiert. Es ergibt sich vor allem aus den Charakteristiken einzelner 

Adipozytensubtypen (Yang Loureiro et al., 2022). 
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1.3 Aufbau der Gefäßwand 
 
 

 
Abb. 1 Aufbau einer arteriellen Gefäßwand. Zu sehen ist die charakteristische 

Dreischichtung und die in den einzelnen Schichten enthaltenen Zelltypen. Grafik 
aus (Zhao et al., 2015b) 

 

Gefäßwände sind aus drei Schichten aufgebaut (Abb.1). Dazu gehört die äußerste 

Tunica adventitia oder externa, die mittlere Tunica media und die innere Tunica intima. 

Jede dieser Schichten enthält ihre eigenen, für sie charakteristischen Strukturen. 

In der Tunica adventitia liegt das sog. Perivaskuläre Fettgewebe (PVAT) sowie 

Nervenendigungen und bindegewebige Strukturen, die für einen festen Halt an ihrem 

jeweiligen Organ sorgen. 

Die mittlere Schicht (tunica media), bestehend aus glatten Muskelzellen (VSMC), ist 

für den Vasotonus bzw. die Dilatation oder Konstriktion der Gefäße verantwortlich. 

Die Tunica intima enthält eine einschichtige Lage aus Endothelzellen und kleidet das 

gesamte Gefäßsystem von innen aus. Das heißt von den kleinsten Kapillaren bis zum 

Herzen inbegriffen (Montezano and Touyz, 2012). Das Endothel fungiert demnach als 

Barriere zwischen dem im Gefäßlumen fließenden Blut und den umgebenden 

Strukturen. Außerdem besitzt es die Eigenschaft auf diverse Stimuli wie Hormone oder 

Druck, Zug oder Schubspannung reagieren zu können (Montezano and Touyz, 2012). 
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1.4 Endotheliale NO-Synthase 
 
Das Enzym endotheliale NO-Synthase (eNOS) spielt im Kontext der Entstehung 

systemischer, inflammatorischer und kardiovaskulärer Erkrankungen eine zentrale 

Rolle. ENOS befindet sich überwiegend im Endothel und produziert das 

vasodilatatorisch wirkende Stickstoffmonoxid (NO). Dazu nutzt sie als Substrat die 

Aminosäure L-Arginin (Li and Förstermann, 2000). Der Pathogenese der oben 

genannten Erkrankungen (Diabetes mellitus II, CVDs etc.) liegt unter anderem der 

Mechanismus einer eNOS-Entkopplung zugrunde. In diesem Zusammenhang kommt 

es vermehrt zu oxidativem Stress und (Łuczak et al., 2020) einer endothelialen 

Dysfunktion.  

 

Ein besonders zentraler Aspekt im Kontext dieser Dissertation ist, dass eNOS 

abhängig von ihrer Lokalisation einen unterschiedlich großen Einfluss auf die 

Entstehung kardiovaskulärer und metabolischer Pathologien ausübt. Diesen Einfluss 

und ihre Rolle genauer zu charakterisieren ist Forschungsobjekt dieser und zukünftiger 

experimenteller Untersuchungen, welche auf den Erkenntnissen dieser Arbeit fußen. 

 

 

1.5 Zielsetzung 
 
Die vorliegende Dissertation befasst sich mit der Quantifizierung bzw. 

Charakterisierung der Effizienz und Effektivität von Adipozyten-spezifischem eNOS-

Knockout (KO). Zu diesem Zweck wurde ein spezielles Mausmodell entwickelt - die 

induzierbaren Adipozyten-spezifischen eNOS-Knockout-Mäuse. Mittels PCR-Analyse 

hat zunächst eine genotypische Charakterisierung der Mäuse stattgefunden. Die 

Induktion des KOs erfolgte durch Tamoxifen mittels intraperitonealer Injektion. Der 

Nachweis einer eNOS-Expression in verschiedenen Geweben gelang mithilfe des 

Western Blots.  

 

Im Fokus der Versuchsreihe stand die Quantifizierung der eNOS-Expression bei 

Mäusen mit und ohne Adipozyten-spezifischer Rekombinase (Adipoq-Cre/ERT2). 

Beide dieser Gruppen erhielten eine Tamoxifeninjektion. Als Kontrolle dienten Mäuse 

mit einem globalen eNOS-KO. 
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Unter den untersuchten Geweben waren vor allem das mesenteriale perivaskuläre 

Fettgewebe (m-PVAT), das aortale perivaskuläre Fettgewebe (PVAT), das braune 

Fettgewebe (BAT) und das weiße Fettgewebe (WAT) von besonderem Interesse. Zu 

den weiteren untersuchten Geweben gehörten das Gehirn, das Herz, die Leber und 

die Aorta. 

 

Die Ergebnisse sollen Aufschluss darüber geben, inwieweit eine Reduktion der eNOS-

Expression erreicht werden kann und wie sich diese in den unterschiedlichen Typen 

der Fettgewebe darstellt. Zudem kann diskutiert werden, wodurch sich mögliche 

Unterschiede in den Gewebetypen etablieren.  

Ziel der Untersuchung ist es, darzustellen in welchem Maß es möglich ist, durch das 

gewählte Mausmodell eine Reduktion oder Elimination des Enzyms eNOS in 

verschiedenen Fettgewebstypen zu erreichen.  

 

Das Modell ist unabdinglich für eine spätere präzise Charakterisierung des Einflusses 

der Adipozyten-spezifischen eNOS auf bestimmte kardiovaskuläre sowie 

metabolische Funktionen und Prozesse, wie z.B. den Sauerstoffbedarf, die 

Glucosetoleranz oder die Relaxationsfähigkeit von Gefäßen. Es soll außerdem 

Grundlage für zukünftigen Studien sein, um Erkenntnisse über die 

pathophysiologische Relevanz von eNOS in verschiedenen Fettgeweben erzielen zu 

können. Dies bietet die Chance sie als pharmakologisches Target im Rahmen der 

Therapie vaskulärer und metabolischer Erkrankungen zu nutzen. 
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Literaturdiskussion 
 
 

2.1 Aufbau Fettgewebe 
 
Das Fettgewebe besteht aus verschiedenen Typen von Zellen. Den Großteil der Zellen 

machen die Adipozyten aus. Ein weiterer wichtiger Bestandteil des Fettgewebes ist 

die sog. "stromal vascular fraction" (SVF). Sie beschreibt eine heterogene Gruppe an 

Zellen, zu denen unter anderem Immunzellen, endotheliale Progenitorzellen, 

mesenchymale Stammzellen, Makrophagen, T-regulatorische Zellen sowie glatte 

Muskelzellen und Präadipozyten, gehören (Nguyen et al., 2016). 

 

 
2.2 Funktion des Fettgewebes 
 
In den letzten Jahren hat die Forschung zur Biologie und Funktion des Fettgewebes 

zu einem Umdenken hinsichtlich der Rolle bei der Aufrechterhaltung von Gesundheit 

und der Entstehung von Krankheit geführt. Durch seine endokrine und parakrine 

Aktivität wird es nunmehr als relevantes Regulationsorgan im Rahmen 

kardiovaskulärer Gesundheit angesehen (Oikonomou and Antoniades, 2019). 

Seine Hormone und Zytokine besitzen sowohl metabolische als auch immunologische 

Funktionen (Torres et al., 2019). Im Rahmen der Pathophysiologie der Adipositas 

vollzieht sich ein Shift in der Produktion der Hormone des Fettgewebes hin zu 

proinflammatorisch wirkenden Substanzen. Dabei kommt es zu einer lokalen 

Inflammation, die einen Beitrag zu der beim metabolischen Syndrom vorherrschenden 

niedriggradigen systemischen Inflammation (Nishimura et al., 2009).  

Im Mausmodell konnte eine Hochregulation proinflammatorischer Adipokine und 

Zytokine unter dem Einfluss hochkalorischer Nahrung (HFD) beobachtet werden, 

während gleichzeitig antiinflammatorisch wirkende Botenstoffe herunterreguliert 

wurden. Zu den proinflammatorisch wirkenden Adipokinen gehören Leptin, der 

Tumornekrosefaktor-α (TNFα), Interleukin 1-β (IL1) und Interferon-γ (INFγ). 

Adiponektin und Interleukin-10 stellen Vertreter der antiinflammatorischen Adipokine 

dar. Adiponektin ist eines der ersten beschriebenen Adipokine, welches bei 

Übergewicht dysreguliert ist. Die Forschungsgruppe von Sena et al. konnte 
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nachweisen, dass die Behandlung mit exogenem Adiponektin den 

proinflammatorischen Zustand, der durch Übergewicht ausgelöst wird, im PVAT 

verbessern konnte (Sena et al., 2017). 

Übergewicht induziert zudem die Hochregulation der Monozytenchemotaxine, wie das 

"monocyte chemotactic protein 1" (MCP-1) und der Makrophagenmarker CD68 und 

F4/80 (Xia et al., 2016). 

Die Fettgewebsphysiologie und Pathophysiologie weist eine regionale Variabilität auf. 

So ist z.B. viszerales Fettgewebe, welches Organe umgibt mit einem 

proinflammatorischen Effekt und vaskulärer Pathogenese assoziiert und nimmt bei 

zentraler bzw. abdominaler Adipositas an Masse zu (Alexopoulos et al., 2014). 

Subkutanes Fettgewebe wurde hingegen als eine Art Puffersystem, mit einerseits 

Speicherfunktion für überschüssige Energie und andererseits positiven Effekten auf 

Adipokine, welche einen fördernden Einfluss auf die kardiometabolische Gesundheit 

haben, beschrieben (Snijder et al., 2005, Antonopoulos et al., 2011, Buemann et al., 

2006). 

Dies unterstreicht die Komplexität seines Einwirkens auch auf die Pathogenese 

vaskulärer Erkrankungen und lässt annehmen, dass sowohl die regionale Variabilität 

als auch die genaue biologische Funktion entscheidender für seine Effekte sind, als 

die reine Masse des Fettgewebes (Akoumianakis et al., 2017). 
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2.3 Verschiedene Arten von Fettgewebe und Adipozyten 
 
 
 
 

 
Abb. 2 Schematische Darstellung der verschiedenen Fettdepots bei Mäusen. 
Grafik aus (Hildebrand et al., 2018) 
 
 
Fettgewebe ist an verschiedenen anatomischen Lokalisationen zu finden (siehe Abb. 2) 

und besteht aus mehreren Arten von Adipozyten (siehe Abb. 3). In der 

Interskapularregion von Mäusen findet sich vorrangig das BAT. Das viszerale 

Fettgewebe umschließt die Organe, das subkutane Fettgewebe befindet sich direkt 

unter der Haut und die Gefäße werden von perivaskulärem Fettgewebe umschlossen. 
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Abb. 3 Entwicklung der drei Arten von Adipozyten aus ihren Vorläuferzellen. Die weißen Adipozyten stammen 

von den AMSCs ab (links). Aus den AMSCs können sich durch Stimuli wie NE, PPARγ, NP und cGMP auch die 
beigen Adipozyten (mitte) differenzieren. Sie exprimieren das UCP1 ebenso wie die braunen Adipozyten (rechts). 

Diese wiederum entwickeln sich aus anderen Vorläuferzellen, die sog. Adipomyozyten. Stimuli wie PPARγ, PGC1 

und PRDM16 tragen hierzu bei. Abkürzungen: AMSC, adipose tissue–derived mesenchymal stem cell; BAT, brown 
adipose tissue; cGMP, cyclic guanosine monophosphate; NE, norepinephrine; NP, natriuretic peptide; PGC1α, 

peroxisome proliferator–activated receptor γ coactivator 1α; PPARγ, peroxisome proliferator–activated receptor γ; 

PRDM16, PR domain 16; UCP1, uncoupling protein 1; WAT, white adipose tissue. aus (Pfeifer and Hoffmann, 
2015) 

 
Wie aus Abbildung 3 hervorgeht, gibt es 3 Arten von Adipozyten, welche sich 

verschieden differenzieren und präsentieren (Pfeifer and Hoffmann, 2015). Für die 

Untersuchung der einzelnen Zelltypen wurden verschiedene Adipozyten-Markergene 

entdeckt. Dazu gehört das Zinkfingerprotein-1 (Zic1) als Marker für braune, 

Transkriptionsfaktor-21 (Tcf21) und T-Box-1 Protein (Tbx1) für weiße und das 

Transmembranprotein-26 (Tmem26) für beige Adipozyten (de Jong et al., 2015, 

Contreras et al., 2016). 
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Abb. 4 Histologische Bilder der verschiedenen Arten von Fettgewebe. Zu erkennen sind die Unterschiede in 

der Zellanordnung und Morphologie. Das weiße Fettgewebe (WAT) besteht aus deutlich größeren Lipidtropfen im 

Vergleich zum braunen Fettgewebe (BAT). Grafik aus (Yang Loureiro et al., 2022) 
 

 
2.3.1 Braunes Fettgewebe (BAT) 
  
BAT hat antagonistisch zum WAT die Aufgabe und Funktion die aus der Fettoxidation 

gewonnene Energie in Form von Wärme abzugeben, was auch als "non shivering 

thermogenesis" bezeichnet wird. Dieser Vorgang wird durch die hohe Zahl an 

Mitochondrien und einen Entkopplungsmechanismus, mittels Entkopplungsprotein 

(UCP-1) der Atmungskette gewährleistet (van Marken Lichtenbelt, 2012). Bei 

Aktivierung entkoppelt das UCP-1 den mitochondrialen Protonengradienten von der 

ATP-Synthese. Somit wird anstatt Energie, durch Verbrennung großer Mengen an 

Fettsäuren, Glucose und anderen Substraten, Hitze produziert (Cannon and 

Nedergaard, 2004a). 

Das BAT besitzt auch im metabolischen Kontext, bzgl. einer Insulinresistenz, 

Hyperlipidämie und Adipositas, dem weißen Fettgewebe entgegengesetzte protektive 

Effekte (Bartelt and Heeren, 2014). 

 

Seine Vorläuferzellen sind andere als die der weißen Adipozyten. Sie sind näher 

verwandt mit denen einer Muskelzelle (Saely et al., 2012) und werden daher auch als 
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Adipomyozyten bezeichnet (Pfeifer and Hoffmann, 2015). Das sog. zentrale 

Dermomyotom ist der Ursprung der braunen Adipozyten. Es handelt sich hierbei um 

embryonale Ursegmente, die für die spätere Entwicklung der Haut und der 

Muskelzellen verantwortlich sind (Atit et al., 2006). Walden et al. konnte beim BAT 

anders als im WAT ein microRNA-Expressionsmuster, das dem von Muskelzellen 

gleicht, darstellen (Walden et al., 2009). MicroRNAs sind etwa 22 Nukleotid lange 

nichtkodierende RNA-Sequenzen, welche die Genexpression regulieren können 

(Trajkovski and Lodish, 2013). 

 

Die braune Erscheinung der Adipozyten verdanken sie zum einen der hohen Anzahl 

an eisenhaltigen Mitochondrien und zum anderen der Fülle an Kapillaren, welche die 

Zellen mit Blut versorgen. Bis zu 5 Kapillaren reichen dabei an nur einen Adipozyten 

heran. Die Zellen sind mit 20-40μm deutlich kleiner als weiße Adipozyten (siehe Abb.4) 

(Robidoux et al., 2004). 

 

Das BAT befindet sich bei Säugetieren vor allem in der Interskapularregion (Abb.2). 

Der Mensch verfügt insbesondere als Neugeborenes über BAT, um ihn vor dem 

Erfrieren zu schützen. Allerdings weiß man inzwischen, dass auch der erwachsene 

Mensch, abhängig von Stimuli wie z.B. Kälte oder metabolischen Faktoren, eine Form 

von BAT entwickeln kann (Lean, 1989). Diesen Vorgang nennt man "browning". Aus 

Vorläuferzellen des weißen Fettgewebes entstehen durch die genannten Stimuli, 

Adipozyten, welche in ihren Charakteristika denen der braunen sehr ähnlich sind. Sie 

werden auch "brite" für "brown in white", und "beige" genannt (Barquissau et al., 2016). 

 

Der Prozess des "brownings" tritt durch sog. physiologisch reversible 

Transdifferenzierung aus adulten Adipozyten auf (Frontini and Cinti, 2010) 

(Granneman et al., 2005) und kann durch bestimmte Stimuli bidirektional zwischen 

weißen und induzierbaren braunen Adipozyten verlaufen. (Rosenwald et al., 2013) 

Dabei kommt es z.B. unter Kälteexposition durch Sympathikusaktivierung über β3-

adrenerge Fasern (Robidoux et al., 2004) zur Umstrukturierung des Fettgewebes. Die 

Kapillarisierung und Innervation sowie das Expressionsmuster zellulärer Bestandteile 

ändern sich (Murano et al., 2009, Granneman et al., 2005).  

Die Induktion der braunen Adipogenese auf dem Weg der β3-

Adrenorezeptoraktivierung geht mit dem Untergang von weißen Adipozyten einher, 

welche im Verlauf von Makrophagen eliminiert werden (Lee et al., 2013).  Zwar konnte 
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man feststellen, dass das BAT alle 3 Arten von β-Adrenozeptoren (β1, β2, and β3) 

exprimiert, jedoch scheint der β3-Adrenozeptor für reife braune Adipozyten die 

relevanteste Rolle zu spielen (CANNON and NEDERGAARD, 2004b). Sowohl der β1- 

als auch der β2-Adrenorezeptor werden insbesondere in unreifen Adipozyten in 

geringen Mengen exprimiert (Fève et al., 1990). 

 

Im Zusammenhang mit der Differenzierung von Adipozyten wurden verschiedene 

Regulatoren identifiziert, die zur Ausprägung des braunen Phäno- und Genotyps 

beitragen (Abb. 3). Hierzu gehören das Zinkfingerprotein PRDM16, das über Bindung 

an PPARγ (peroxisome-proliferator-activated-receptor-gamma) dessen 

Transkriptionsfunktion aktiviert (Seale et al., 2008, Seale et al., 2007) und BMP7 (Bone 

morphogenic Protein). Dies trägt ebenso zur braunen Adipogenese bei (Tseng et al., 

2008). PPARγ ist ein nukleärer Rezeptor, welcher Fettsäure- und Eicosanoid-

abhängig ist. Synthetisch hergestellte Agonisten dieses Rezeptors werden bspw. in 

der Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 eingesetzt (Anghel and Wahli, 2007). 

 

Schulz et al. konnten belegen, dass humane Präadipozyten, welche aus dem iWAT 

isoliert werden, eine höhere Tendenz bzw. Fähigkeit zum "browning" aufweisen als 

Zellen aus dem mesenteriellen oder omentalen WAT (Schulz et al., 2011). Die 

überwiegende Zahl induzierbarer brauner Adipozyten im iWAT stammt aus dem 

Prozess der oben beschriebenen Transdifferenzierung von bestehenden weißen 

Adipozyten. Induzierbare braune Adipozyten des eWATs hingegen haben ihren 

Ursprung fast alle in eigenen Vorläuferzellen, welche unter anderem das 

Stammzellantigen-1(Sca-1), CD34, und den PDGFRα (platelet-derived growth factor 

receptor α) exprimieren (Lee et al., 2012).  

 

Einige Studien liefern Hinweise, dass nicht nur das sympathische Nervensystem zur 

Aktivierung oder Differenzierung von BAT, sondern auch Stimuli ausgehend von der 

Muskulatur und dem Herzen, einen Beitrag leisten (Villarroya and Vidal-Puig, 2013). 

Dazu zählt z.B. das durch körperliche Muskelaktivität freigesetzte Myokin Irisin, 

welches durch die p38MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase) und die ERK-

Signalkaskade (extracellular signal–related kinase) zum "browning" führen kann 

(Boström et al., 2012, Zhang et al., 2014). 
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2.3.2 Weißes Fettgewebe (WAT) 
 
 
Das weiße Fettgewebe ist vorrangig als Energiespeicherorgan bekannt. Es speichert 

diese Energie in Form von Triacylglyceriden (TAG), welche bei Energiebedarf durch 

Lipolyse mobilisiert werden. Die Lipolyse wiederum wird unter anderem durch 

Noradrenalinbindung an dem entsprechenden β-adrenergen-Rezeptor induziert. In der 

weiteren Kaskade wird die Produktion von cyclischem Adenosin-monophosphat 

(cAMP) initiiert. Es fungiert als second messenger und aktiviert mittels Proteinkinase 

A (PKA) die hormonsensitive Lipase zur Freisetzung von Fettsäuren aus dem TAG-

Speicher (Duncan et al., 2007). 

 

Das weiße Fettgewebe besteht neben den ausgereiften weißen Adipozyten auch aus 

der SVF. Letztere enthält sowohl Fibroblasten, als auch Immunzellen, Stammzellen, 

Endothelzellen und Präadipozyten (Sun et al., 2019). 

Zu den relevantesten Präadipozyten der weißen Adipozyten, gehören die Zelllinien 

3T3-F442A und 3T3-L1. Aus Studien geht hervor, dass insbesondere 2 Gruppen von 

Transkriptionsfaktoren für die Differenzierung der Adipozyten von Bedeutung sind. 

Hierzu zählen die "CCAAT/Enhancer binding proteins" (C/EBPs) (Darlington et al., 

1998, Dixon et al., 2001) und der PPARγ (Rosen et al., 2002, Robidoux et al., 2004). 

Das C/EBPα wird für die Differenzierung von WAT allerdings nicht für die des BAT 

benötigt (Linhart et al., 2001). 

Weißes Fettgewebe entwickelt sich an verschiedenen anatomischen Lokalisationen, 

welche sowohl metabolische als auch endokrine Unterschiede aufweisen. Wesentlich 

sind diese vor allem zwischen dem subkutanen (bei der Maus z.B. "inguinal white 

adipose tissue“ (iWAT) und dem viszeralen (bei der Maus z.B. "epididymal/gonadal 

white adipose tissue" (eWAT)) Fett (Giralt and Villarroya, 2013). 

 

Die weißen Adipozyten sind aus großen Lipidtropfen aufgebaut (20–200 μm), was in 

der histologischen Aufbereitung zu dem typischen Erscheinungsbild mit einem 

beinahe verschwindenden Zytoplasma und der Kompression des Zellkerns an den 

Rand der Plasmamembran führt (Abb.4) (Cushman, 1970). 

Bei Adipositas nimmt der Quotient aus viszeralem zu subkutanem Fett zu, 

dementsprechend wird die Masse des viszeralen Fettgewebes im Verhältnis größer. 
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Diese Tendenz ist ebenso im Prozess des Alterns zu beobachten (Reyes-Farias et al., 

2021). 

Einige Studien zeigen, dass eine große Menge an viszeralem Fett mit einer erhöhten 

Glucoseintoleranz, Insulinresistenz (Philipsen et al., 2015) und einer metabolischen 

Dysregulation einhergeht (Schlecht et al., 2017, Shuster et al., 2012).  

Das subkutane Fettgewebe hingegen ist weniger metabolisch aktiv und zudem mit 

einem geringeren Mortaliätsrisiko als das viszerale Fettgewebe assoziiert. (Ibrahim, 

2010).  

 

 

 

2.3.3 Perivaskuläres Fettgewebe (PVAT) 
 
Lange Zeit war man davon ausgegangen, dass das perivaskuläre Fettgewebe einzig 

die Aufgabe hat Blutgefäße von außen zu bekleiden, um somit eine stützende Funktion 

auszuüben. Mittlerweile ist seine Funktion weitergehend erforscht und zeigt, dass es 

sich um weit mehr als nur ein Stütz- und Bindegewebe handelt (Brown et al., 2014a). 

Das PVAT umkleidet bis auf die zerebralen Gefäße alle anderen Gefäße des 

Organismus (Gao, 2007). Mäuse besitzen im Vergleich zum Menschen kein PVAT um 

die Koronargefäße (Brown et al., 2014a).  

 

PVAT besteht größtenteils aus Adipozyten und setzt eine weite Bandbreite biologisch 

aktiver Moleküle frei. Hierzu gehören diverse Adipokine, Chemokine, Hormonähnliche 

Faktoren, wie Leptin, Adiponektin und Resistin, freie Fettsäuren und vasoaktive 

Substanzen (Ouwens et al., 2010, Szasz and Webb, 2012). 

Die Charakteristika von PVAT ähneln sowohl dem BAT als auch dem WAT (Szasz and 

Webb, 2012). Dies variiert abhängig von der Lokalisation (siehe Kapitel 2.3.4). Etwas 

neuere Studien weisen darauf hin, dass PVAT andere Vorläuferzellen als BAT und 

WAT aufweist (Qi et al., 2018). Es teilt allerdings einige biochemische und 

morphologische Charakteristika mit beiden Gruppen. Folglich ist zu berücksichtigen, 

dass Erkenntnisse zu klassischen Fettdepots möglicherweise nicht die (Patho-) 

Physiologie der Adipozyten des PVAT widerspiegeln (Oikonomou and Antoniades, 

2019). 
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Takemori et al. beobachteten die Entstehung einer Hypertonie nach dem Verlust von 

Fettgewebe bei lipoatrophen Mäusen (A-ZIP/F1). Daraus folgerten sie, dass PVAT 

auch eine physiologische Relevanz haben muss (Takemori et al., 2007). PVAT wird 

mittlerweile als aktive Komponente von Gefäßwänden angesehen und ist daher auch 

an der vaskulären Homöostase beteiligt (Szasz and Webb, 2012). Es reguliert den 

Gefäßtonus durch die Freisetzung von Adipokinen und übt damit eine endokrine 

Funktion aus. Zudem hat PVAT einen direkten Effekt auf die Gefäßwand mittels 

parakriner Mechanismen (Szasz and Webb, 2012).  

 

Einige Untersuchungen deuten darauf hin, dass Übergewicht-induzierte vaskuläre 

Dysfunktion PVAT-abhängig ist (Xia et al., 2017). Hierfür spricht auch die Entdeckung 

durch Chang et al., die bei Mäusen eine Abschwächung der altersbedingten und HFD-

induzierten endothelialen Dysfunktion sowie Reduktion von Atherosklerose durch 

kälteinduzierte PVAT-Aktivierung beobachten konnten (Chang et al., 2012). Eine 

andere Studie konnte die Entstehung einer ausgeprägten Intimahyperplasie nach 

Entfernung von gesundem PVAT bestätigen (Tanaka and Sata, 2018). 

 

Die Entstehung vaskulärer Dysfunktion lässt sich unter anderem durch die aus dem 

PVAT stammenden reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) erklären (Victorio and Davel, 

2020). Diese halten sich in einem „gesunden“ PVAT mit protektiven Faktoren wie 

Adiponektin und Omentin-1 in gegenseitigem Gleichgewicht (Antonopoulos et al., 

2015, Lin et al., 2019). 

 

Die Forschungsgruppe von Wang et al. hat zudem belegen können, dass die 

Kynureninsäure, welche überwiegend von braunen perivaskulären Adipozyten 

sezerniert wird, an der Interaktion von PVAT und dem Gefäß beteiligt ist. Sie übt ihren 

Einfluss durch Aktivierung des sog. PI3K-Akt-eNOS Signalweges im Endothel 

aus(Wang et al., 2022). Dadurch trägt die Kynureninsäure physiologischerweise zu 

einer Vasodilation bzw. Relaxation des Gefäßes bei. Eine HFD, die zu einer Abnahme 

des BAT im PVAT führt (Sacks and Symonds, 2013), reguliert ebenso die Kynurenin 

Aminotransferase 1 (KAT1) Expression herunter, dessen Produkt die Kynureninsäure 

ist. Es kommt zu einem erhöhten vaskulären Tonus bzw. endothelialer Dysfunktion. 

(Wang et al., 2022) 
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Die Charakteristiken einer Inflammation, welche sich typischerweise im viszeralen Fett 

bei Übergewicht beobachten lassen, unterscheiden sich von denen einer Inflammation 

im PVAT. Ein entscheidender Unterschied ist dabei die Lokalisation und insbesondere 

die Freisetzung anderer Adipokine, Chemokine und Zytokine (Mikolajczyk et al., 2016). 

Im Rahmen einer Inflammation des PVAT kommt es folglich zu phänotypischen und 

biochemischen Veränderungen des PVAT. Diese Umwandlung wird in der Literatur 

auch als „PVAT-Dysfunktion“ betitelt (Ahmadieh et al., 2020, Tanaka and Sata, 2018, 

Lin et al., 2019). 

 

Während inflammatorischer Prozesse ist zudem eine gesteigerte Expression vom 

"vascular endothelial growth factor" (VEGF) durch die Aktivierung von 

inflammatorischen Signalwegen wie NF-κb (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer 

of activated B-cells) zu beobachten. Eine Arbeitsgruppe konnte feststellen, dass 

perivaskuläre Adipozytenvorläuferzellen unter diabetischen Bedingungen eine 

deutlich höhere Expression des VEGF-Gens aufweisen, als das viszerale und 

subkutane Fettgewebe. Der VEGF fördert die Angiogenese in vaskulären Pathologien 

durch die Aktivierung des VEGF-Rezeptors-2. Dies resultiert in der Proliferation des 

Endothels und der Migration und Proliferation von VSCM (Shibuya, 2006, Lamers et 

al., 2011). Als Folge ließ sich demnach eine erhöhte Proliferation und Migration von 

VSMCs beobachten (Schlich et al., 2013). 

 

Die Freisetzung von ADRF (adipocyte-derived relaxing factor) ist besonders bei 

vaskulärer Dysfunktion oder Pathologien, welche mit dieser einhergehen, reduziert. 

Währenddessen werden im PVAT eine Vielzahl parakriner Faktoren wie Adipokine 

(Resistin, Leptin, Visfatin), Zytokine (IL-6 und TNF-α) und Chemokine (RANTES, 

CCL5, MCP-1, CCL2) freigesetzt. Sie können einen direkten Effekt auf die glatten 

Muskelzellen der Gefäßwände und auf die Endothelzellen ausüben und zu einer 

vaskulären Inflammation führen (Nosalski and Guzik, 2017). 
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2.3.4 Thorakales vs. abdominales vs. mesenteriales-PVAT 
 

 

 
Abb. 5 Darstellung der Charakteristiken und Marker unterschiedlicher (Vorläufer-)Zellen der 
verschiedenen PVATs. Hierzu gehören das perivaskuläres Fettgewebe um die thorakale aorta 

(tPVAT), abdominale Aorta (aPVAT), und die mesenteriale Arterie (mPVAT). Zu den Zellmarkern der 

platelet-derived growth factor receptor-α (PGDFRα), myogenic factor 5 (Myf5), smooth muscle 
protein 22-α (SM22α) und peroxisome proliferator-activated receptor-γ (PPARγ). modifiziert aus (Li 

et al., 2021) 

 

Wie bereits angedeutet existieren relevante Unterschiede zwischen thorakalem PVAT 

und abdominalem PVAT (Victorio and Davel, 2020).  

Generell unterscheiden sich das thorakale, abdominale und das mesenteriale PVAT 

(t-PVAT; a-PVAT; m-PVAT) in ihrer Herkunft (siehe Abb.5) und ihrer Funktionsweise 

(Chang et al., 2020). Es handelt sich beim PVAT demnach um eine heterogene 

Gruppe von PVATs mit relevanten regionalen Unterschieden (Li et al., 2021). 

Wie aus Abbildung 5 hervorgeht, wurden verschiedene Marker für die Vorläuferzellen 

der unterschiedlichen PVATs ausfindig gemacht.  



 

 23 

PDGFRα+/Myf5+/- sind die Marker der Progenitorzellen des t-PVATs (Ye et al., 2019). 

Das t-PVAT lässt sich in drei Untergruppen, die von Ye et al. als anteriores und 

links/rechts laterales t-PVAT betitelt werden, unterteilen.  Sie besitzen für die Marker 

PDGFRα und Myf5 voneinander verschiedene Expressionsmuster.  

Das laterale-t-PVAT enthält mehr UCP-1 positive braune Adipozyten als das anteriore 

t-PVAT und hat zudem einen größeren Einfluss auf die Relaxation des Gefäßes. Das 

t-PVAT wird überwiegend als BAT charakterisiert (Tran et al., 2018). Es teilt sich unter 

anderem morphologische Gemeinsamkeiten wie die Zusammensetzung aus vielen 

kleinen, Lipidtropfen (siehe Abb.4) und die Menge an Mitochondrien. Außerdem ist 

eine Überlappung des genetischen Expressionsprofils zu finden. Hierzu gehören die 

hohe Expression an UCP-1, dem "cell death inducing DFFA activator-A" (Cidea) und 

weiterer Gene (Fitzgibbons et al., 2011, Tran et al., 2018).  

Dieser Kontext wurde von Fitzgibbons et al. im Rahmen einer genomischen 

Microarraystudie untersucht. Die Reaktion von t-PVAT auf Kälteexposition sowie die 

Abhängigkeit vom Transkriptionsfaktor "early-B-cell-factor-2" (EBF2) und Resistenz 

gegenüber diätinduzierter Inflammation sind weitere Eigenschaften, die es mit dem 

BAT teilt (Angueira et al., 2021).  

Einige mit der Fettsäureoxidation und der mitochondrialen Biogenese assoziierten 

Gene werden bereits in den Präadipozyten des PVAT, nicht aber in denen des WAT 

exprimiert. Dies untermauert die These, dass bereits im Stadium der Präadipozyten 

eine metabolische Spezialisierung dieser vorliegt (Angueira et al., 2021). 

 

Trotz morphologischer Ähnlichkeiten zwischen BAT und PVAT der thorakalen Aorta 

weisen sie keine gleiche entwicklungsgeschichtliche Herkunft auf. Im thorakalen PVAT 

findet sich bspw. keine Genexpression für Zic1, das eine relevante Rolle bei der 

Entwicklung des BAT bei Säugetieren darstellt (Contreras et al., 2016).  Nichts 

destotrotz geht man davon aus, dass das Fettgewebe insbesondere den thorakalen 

Anteil der Aorta umgebend überwiegend braunes ist (Sassmann et al., 2010). 

 

Die Adipozyten des t-PVAT durchlaufen im Rahmen eines diätinduzierten 

Übergewichts auch eine Transdifferenzierung zu „weißeren“ Adipozyten, während die 

Menge oder Masse an BAT abnimmt (Sacks and Symonds, 2013) 

 

A-PVAT zeigt seine Entwicklung betreffend eine ähnliche Herkunft wie das 

Fettgewebe der Gonaden. Es trägt Eigenschaften, welche sowohl dem weißen als 
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auch dem beigen Fettgewebe zuzuordnen sind (Contreras et al., 2016). Lokalisiert ist 

es im Übergang von t-PVAT zum m-PVAT und stellt eine Mischung dieser beiden dar. 

Es enthält dementsprechend sowohl braune als auch weiße Adipozyten (Padilla et al., 

2013). Zu diesem Ergebnis kommen auch Brown et al. (Brown et al., 2014b). Die 

Morphologie betreffend, befinden sich die weißen Adipozyten überwiegend in der 

Peripherie des a-PVAT. Contreras et al. beschreiben zudem geschlechterspezifische 

Unterschiede in der Verteilung der Adipozyten (Contreras et al., 2016) 

Die Progenitorzellen des a-PVAT exprimieren das "smooth muscle protein 22α" 

(SM22α), einen der frühesten Marker glatter Muskelzellen. Die Expression ist 

allerdings in ausgereiften Adipozyten nicht mehr zu identifizieren. Die Differenzierung 

der Zellen des a-PVAT ist ebenso von PPARγ abhängig (Chang et al., 2012). 

 

Man geht davon aus, dass es sich bei m-PVAT eher um WAT handelt, da es eine sehr 

geringe Expression an UCP-1 aufweist (Gálvez-Prieto et al., 2008). Bei Nagetieren gilt 

dies ebenso für das PVAT der Karotis und der Femoralarterie (Brown et al., 2014b). 

Besonders prominente Marker in den Adipozytenvorläufern des m-PVAT sind CD34+-

, CD44+-, PDGFRα+ (Cawthorn et al., 2012, Lee et al., 2012, Lee et al., 2013, Contreras 

et al., 2016). Auch beim m-PVAT spielt PPARγ eine wichtige Rolle bgzl. der 

Zelldifferenzierung (Chang et al., 2012). 

 

Betrachtet man die Physiologie der verschiedenen PVATs lassen sich auch hier 

Unterschiede feststellen. Das a-PVAT speichert zirkulierende Triglyzeride und 

bereinigt das Blut von Fettsäuren. Das t-PVAT hingegen vollzieht dies auf dem Wege 

der Thermogenese (van Dam et al., 2017). Außerdem ist a-PVAT stärker von einer 

Inflammation betroffen und hat in diesem Zustand eine niedrigere Produktion von NO 

aus eNOS als das thorakal gelegene Pendant. Aus dieser Dysfunktion des a-PVAT 

resultiert ein deutlich beeinträchtigter antikontraktiler Effekt. (Victorio et al., 2016, 

Padilla et al., 2013) 

 

T-PVAT ist gegenüber der Einwanderung von Immunzellen sowie einer Inflammation 

im Rahmen einer HFD überwiegend resistent. Sein Effekt wird auch als 

antiatherosklerotisch und antiinflammatorisch beschrieben. Dieser wurde allerdings 

nur im Mausmodell beobachtet (Fitzgibbons et al., 2011).  Die Ergebnisse aus Studien 

am Menschen zeigen entgegen der Ergebnisse am Mausmodell, dass das thorakale-
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periaortale Fettgewebe mit einem höheren Grad an abdominal-aortaler und 

Koronargefäß-Kalzifikation assoziiert ist (Lehman et al., 2010, Britton et al., 2012). 

 

Das a-PVAT ist wie bereits erwähnt nicht resistent gegenüber einer Inflammation. 

Übergewicht erhöht im a-PVAT die Expression proinflammatorischer Zytokine, sowie 

deren Rezeptoren und begünstigt des weiteren die Einwanderung und Infiltration von 

Makrophagen. Unter diesen Umständen wird zudem die Entstehung von Aneurysmen 

begünstigt (Police et al., 2009, Takaoka et al., 2009).  

 

Im Rahmen von Übergewicht oder mit fortgeschrittenem Alter ist auch das m-PVAT 

von einer Inflammation betroffen. Proinflammatorische sowie proatherogene 

Biomarker haben eine deutlich erhöhte Expression. Dazu zählen unter anderem 

Lipocalin-2, Leptin, CCL2 und CCL5. Das m-PVAT trägt folglich zur Atherogenese bei 

(Sena et al., 2017). 
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2.4 NO-Synthase 
 

Wie der Name bereits erkennen lässt, ist die NO-Synthase ein Enzym, welches für die 

Produktion von NO verantwortlich ist. NO ist das kleinste bekannte Signalmolekül, das 

existiert. Alle NO-Synthasen verwenden die Aminosäure L-Arginin und molekularen 

Sauerstoff als Substrate. Weitere benötigte Cofaktoren sind Nicotinamid Adenin 

Dinucleotid Phosphat (NADPH), Flavin Adenin Dinucleotid (FAD), Flavin 

Mononucleotid (FMN) und Tetrahydrobiopterin (BH4) (Förstermann and Sessa, 2012).  

 

 

 

2.4.1 Aufbau 
 

 
Abb. 6 zeigt den molekularen Aufbau von der NO-Synthase bestehend aus den 
zwei Monomeren und den jeweiligen Reduktase- und Oxidase-Domänen. Grafik aus 

(Förstermann and Sessa, 2012) 
 

 

 

Das Enzym besteht aus zwei Monomeren und besitzt ein molekulares Gewicht von 

134kDA. Die beiden Monomere enthalten jeweils eine Amino(NH2)-Terminale, die sog. 

Oxygenase Domäne und eine Carboxy(COOH)-Terminale, die sog. Reduktase 

Domäne. Das aminoterminale Ende ist zuständig für die Bindung von Cofaktoren wie 
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Häm, Zink, BH4, Calmodulin und dem Substrat L-Arginin, während die Reduktase 

Domäne FMN, FAD und NADPH bindet. 

Für die Formation einer Funktionellen Einheit ist es notwendig, dass die beiden 

Monomere sich zu einem Homodimer verbinden. Dies ermöglicht die später im Text 

beschriebene Redox-Reaktion zur Bildung von NO aus L-Arginin (Benson et al., 2013, 

Qian and Fulton, 2013). 

 

 

2.4.2 Isoenzyme 
  

 

 
Abb. 7 Charakteristiken und Vorkommen der verschiedenen NOS Isoformen. Grafik 

aus (Förstermann and Sessa, 2012) 

 
Es existieren verschiedene Isoformen des NOS-Enzyms, die jeweils unterschiedliche 

Rollen im Prozess der Atherogenese erfüllen (Liu and Huang, 2008).   

Physiologischerweise sind 3 verschiedene Formen der NO-Synthase im menschlichen 

Organismus vorhanden (Abb.7). Dazu gehören die neuronale (nNOS), die 

induzierbare (iNOS) und die endotheliale NO-Synthase (eNOS). Sie besitzen alle die 

gleiche Domänenstruktur und katalytische Funktion (Leber et al., 1999). 
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Die Hauptunterschiede liegen in ihrer Regulation. Während die induzierbare Form 

zytostatische Effekte hat, sowie zur Entstehung von entzündlichen Erkrankungen 

beiträgt (Abb.7), also eher proatherogen wirkt, weisen die beiden anderen Formen 

antiatherosklerotische und vasoprotektive Effekte auf. Die neuronale NO-Synthase 

findet sich sowohl in zentralen als auch in peripheren Neuronen und einigen weiteren 

Zelltypen. Die zentrale Blutdruckregulation, eine glatte Muskelzellrelaxation, 

Vasodilatation in peripheren nitrergen Nerven, sowie eine Kontribution zu einer 

Synaptischen Plastizität gehören zu ihren Funktionen. 

 

Die eNOS, welche sich überwiegend in den Endothelzellen von Gefäßen befindet 

(Abb.7), spielt eine entscheidende Rolle bei der Blutdruckregulation, Vasodilatation 

und hat antiatherosklerotische und vasoprotektive Effekte (Förstermann and Sessa, 

2012). 

 

 

 

2.4.3 Endotheliale NO-Synthase (eNOS) 
 

Die endotheliale NO-Synthase schützt durch Produktion von NO die Intima vor einer 

Adhäsion von Leukozyten und einer Plättchenaggregation. In eNOS-KO-Mäusen 

konnte gezeigt werden, dass die Leukozytenadhäsion an die Gefäßwände hier um das 

10-fache erhöht ist (Lefer et al., 1999).  

Dieser Effekt sorgt außerdem dafür, dass die glatten Muskelzellen der Tunica media 

vor den aus den Plättchen stammenden Wachstumsfaktoren geschützt werden. Somit 

wird die Proliferation glatter Muskelzellen verhindert, was der fibrösen 

Plaqueentstehung, einem späteren Schritt der Atherogenese, vorbeugt (Förstermann 

and Münzel, 2006a). Das aus eNOS stammende NO führt im Kontext vaskulärer 

Homöostase zu einer Vasodilatation (Li and Förstermann, 2000).  ENOS trägt zudem 

zu einer antihypertensiven, antithrombotische und antiatherosklerotische Wirkung bei 

(Förstermann et al., 2017). 

Unabhängig von der Blutdruckregulation spielt eNOS eine bedeutende Rolle bei der 

Suppression der Atherogenese. Ein starker Indikator dafür ist, dass sich auch bei 

fehlendem Bluthochdruck in ApoE/eNOS-Doppelknockout-Tieren eine verstärkte 

Atherogenese zu beobachten ist. Ein ApoE-KO führt zu einer hypercholerstinämen 

Stoffwechsellage bei den Mäusen) (Li and Förstermann, 2013b)) (Chen et al., 2001). 
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Zudem weiß man, dass Gene, die eine Rolle bei der Atherogenese spielen, in ihrer 

Expression auch von endothelialem NO reguliert werden (Förstermann and Sessa, 

2011).  

 

Mittels Messung der flussvermittelten Dilatation (FMD) konnte gezeigt werden, dass 

eine funktionelle Kausalität zwischen der eNOS-Dysfunktion bzw. -Entkopplung und 

der endothelialen Dysfunktion von Koronararterien und peripheren Gefäßen besteht. 

Für die Atherogenese und der im Verlauf damit einhergehenden höheren Inzidenz 

kardiovaskulärer Ereignisse ist die FMD ein früher Prädiktor (Heitzer et al., 2001).  

In ApoE-KO-Mäusen beschleunigt die Überexpression von eNOS sogar die 

Atherogenese. Ein relativer Mangel des eNOS-Cofaktors BH4 und eine dadurch 

bedingte eNOS-Entkopplung sind der Grund für dieses paradoxe Phänomen 

(Förstermann et al., 2017). 

 

 

2.4.4 Entkopplung des Enzyms 
 

Der Zustand der Entkopplung beschreibt, dass die enzymatische Reduktion von 

Molekularem Sauerstoff nichtmehr an die Oxidation von L-Arginin gekoppelt ist, 

sondern unabhängig von dieser verläuft. Das führt zur Entstehung von ROS 

(Förstermann and Münzel, 2006b, Montezano and Touyz, 2012). 

Es kommt folglich nicht zur Bildung des vasodilatativ, vasoprotektiv und antiatherogen 

wirkenden NO. Die dabei entstandenen ROS, haben einen gegenteiligen Effekt und 

beschleunigen die Pathophysiologie der jeweiligen Organfunktion (z.B. der Gefäße) 

(Li and Förstermann, 2013a). 

 

 

2.4.5 eNOS im PVAT  
 

Immunhistochemische Färbungen zeigen, dass eNOS im Endothel aber auch im PVAT 

exprimiert wird. Es ist also sowohl in der Tunica media als auch der Tunica adventitia 

vorhanden (Xia et al., 2016). 

 

Soltis et al. sind zu dem Ergebnis gekommen, dass die kontraktile Reaktion der Aorta 

von Ratten auf die Gabe von Noradrenalin PVAT-vermittelt reduziert ist. Hierdurch ist 
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die Rolle von PVAT im Rahmen der Funktion von Gefäßen erstmals entdeckt worden.  

(Soltis and Cassis, 1991) Die Interaktionen zwischen PVAT und Gefäßfunktion sind 

durch eine Vielzahl an metabolischen Faktoren wie z.B. AMPK (5′AMP-aktivierte 

Protein Kinase) streng reguliert (Almabrouk et al., 2014) (Almabrouk et al., 2017). 

 

Grundsätzlich hat man beobachten können, dass ein durch HFD induziertes 

Übergewicht die Produktion von NO im PVAT signifikant reduziert. Die HFD-

Behandlung führte auch dazu, dass eNOS selektiv im PVAT aber nicht an der Aorta 

(dem Endothel) weniger phosphoryliert (eNOS-Phosphorylierung an Ser1177 führt zu 

Aktivierung) wird. Aus diesem Kontext hat man schließen können, dass Adipositas 

unterschiedliche Wirkungen auf das PVAT und auf die Aorta haben muss (Xia et al., 

2017). Die chronische Administration von Adiponektin konnte eine entstandene 

endotheliale Dysfunktion normalisieren und führte zu einer eNOS-Phosphorylierung 

sowie reduziertem oxidativen Stress (Sena et al., 2017). 

 

In Übereinstimmung mit den bereits genannten Erkenntnissen konnte bei Mäusen mit 

einer HFD eine vermehrte eNOS-Acetylierung (und somit eine Inhibition) im PVAT 

beobachtet werden. Im Gegensatz zur PVAT-freien Aorta ist die durch Acetylcholin 

induzierte vasodilatatorische Antwort nur in der PVAT-enthaltenden Aorta bei 

übergewichtigen Mäusen reduziert. Eine Stimulation mit Acetylcholin fördert die 

Produktion von NO im PVAT, welche durch den NOS-Inhibitor L-NAME verhindert 

werden kann (Xia et al., 2017). Bei einer diätinduzierten Gefäßdysfunktion und der 

damit einhergehenden Dysfunktion des PVAT ist eNOS entkoppelt. 

 

Ein weiterer zugrundeliegender molekularer Mechanismus ist der durch 

Arginaseinduktion entstehende Mangel an L-Arginin. Daher kann durch eine 

Supplementation mit L-Arginin und eine gleichzeitige Inhibition der Arginase eine 

eNOS-Entkopplung im PVAT rückgängig gemacht werden (Xia et al., 2016). 

Eine Arginin Defizienz, die Reduktion der eNOS-Phosphorylierung und eine erhöhte 

eNOS-Acetylierung sind folglich die zentralen Mechanismen, die zu einer reduzierten 

eNOS-Funktionalität im PVAT beitragen. Durch eine verbesserte eNOS-Funktion im 

PVAT kann die vaskuläre Dysfunktion normalisiert werden. Dieser kausale 

Zusammenhang ergibt sich durch das Ansprechen der drei zuvor genannten 

Mechanismen (Xia et al., 2017). 
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2.4.6 Neuere Untersuchungen zu eNOS 
 

Eine der neusten Untersuchungen in Bezug auf eine gewebespezifische eNOS wurde 

von Leo F. et al. (2021) durchgeführt. In dieser Studie hat man im Rahmen eines 

eNOS-KO und Knockin-Mausmodells, in welchem das Enzym gezielt in Erythrozyten 

induziert oder entfernt wurde, geforscht. Es konnte festgestellt werden, dass eNOS in 

Endothelzellen und eNOS in Erythrozyten unabhängig voneinander zu einer 

Regulation des Blutdruckes beitragen (Leo et al., 2021). 

Außerdem konnte die Funktion der eNOS je nach Lokalisation (entweder in den 

Erythrozyten oder in den Endothelzellen) noch konkreter charakterisiert werden. 

Während ein eNOS-KO in den Erythrozyten mit einer erhaltenen Koronardilatation und 

linksventrikulärer kardialer Funktion einhergeht, wurde in Mäusen mit einem 

Endothelzellspezifischen eNOS-KO beobachtet, dass diese beiden Parameter 

pathologisch verändert waren. Zum einen kam es zu einer verringerten 

Koronarreagibilität, zum anderen beobachtete man eine Zunahme des 

linksventrikulären Drucks als Folge eines erhöhten arteriellen Drucks. Eine mögliche 

Schlussfolgerung ist, dass eNOS in den Endothelzellen eine Kontrolle über die 

koronare Vasodilatation hat (Cortese-Krott et al., 2022). 

 

 

 

2.4.7 Regulation der eNOS-Expression 
 

Die Expression der endothelialen NO-Synthase ist von der Aktivität der 

Promotorregion abhängig. Diese enthält bei konstitutionell exprimierten Genen 

üblicherweise eine sog. TATA-Box, welche es im eNOS-Promotor allerdings nicht zu 

finden ist. Stattdessen enthält er andere regulatorische Sequenzen. An diese können 

Transkriptionsfaktoren binden und zu einer Aktivierung der Promotorregion führen. 

Man weiß aus Untersuchungen, dass zu diesen Faktoren unter anderem das Aktivator 

Protein (AP)-1, (AP)-2, Myc-assoziierte Zinkfingerproteine (MAZ), Nuklearer Faktor 

(NF)-1, NF-IL6, NF-κB, p53, PEA3 (polyoma enhancer activator 3), und YY1 gehören 

(Karantzoulis-Fegaras et al., 1999). In Experimenten konnte durch Deletion von 

Promotorsequenzen herausgefunden werden, dass besonders die Bindungsdomänen 

Sp1 und GATA essenziell für die Aktivität des eNOS-Promotors sind (German et al., 

2000, Zhang et al., 1995). 
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Es ist sehr wahrscheinlich, dass die Aktivitätsmuster je nach Geweberegion variieren 

und der Promotor einer Regulation durch diverse Multiproteinkomplexe unterliegt 

(Karantzoulis-Fegaras et al., 1999). 

 

2.4.8 Regulation von eNOS 
 

Die Aktivität von eNOS wird von diversen Stimuli reguliert. Neben den in 2.4.7 

beschriebenen transkriptionalen Mechanismen, gibt es auch posttranskriptionale 

Mechanismen. Dazu gehören z.B. die Schubspannung („shear stress“) und pulsatile 

Dehnung der Gefäßwand,17-β-Östradiol, Bradykinin, Histamin und Acetylcholin, 

Serotonin und Thrombin (Zhao et al., 2015a, Carr and Frei, 2000). 

Um die maximale katalytische Funktion und einen Elektronentransfer zu ermöglichen, 

ist eine Bindung von Calmodulin an Position ~50 der Aminosäurendomäne notwendig. 

Sie befindet sich zwischen der Reduktase und der Oxygenase Domäne des Enzyms 

(Chen and Wu, 2000, Leber et al., 1999). Die intrazellulären Calciumspiegel stehen 

mit der Bindung von Calmodulin an diese im Zusammenhang. Agonisten wie 

Acetylcholin, Bradykinin und Histamin binden an spezifische Rezeptoren der 

endothelialen Zellmembran und führen zu einer Erhöhung der intrazellulären 

Konzentration von Calcium. Dieses initiiert über eine Bindung von Calmodulin an die 

Calmodulinbindende Domäne der eNOS eine Produktion von NO.  

Allerdings ist die alleinige Zunahme der Calciumkonzentration nicht ausreichend, um 

die Aktivität des Enzyms zu beeinflussen. Sie hängt insbesondere von der Protein 

Phosphorylierung und Dephosphorylierung inmitten der Calmodulin-bindenden 

Domäne ab. Diese findet calciumunabhängig statt. Hier sind vor allem 2 

Aminosäurereste von besonderer Bedeutung, Serin (Ser1177) und Threonin (Thr495). Sie 

befinden sich in der Reduktasedomäne (Fleming and Busse, 2003). 

 

Verschiedene Kinasen und Phophatasen führen über eine komplexe Signalkaskade 

zu Änderungen des Phosphorylierungszustands. Dabei kommt es immer wieder zu 

einem Dis- und Assoziieren mit dem eNOS-Signalkomplex (Fleming and Busse, 

2003). 

Hierzu gehört z.B. die Proteinkinase A, welche am Ser1179 und Ser635 bindet und die 

Antwort auf hämodynamische Veränderungen und Hormone wie das 17-β-Östradiol 

vermittelt (Boo et al., 2002a, Boo et al., 2002b). Eine gestörte eNOS-Phosphorylierung 
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konnte schon in einigen Krankheitsbildern beobachtet werden und unterstreicht damit 

dessen (patho-) physiologische Relevanz (Kolluru et al., 2010). 

Auch die Proteinkinase C (PKC) spielt eine Rolle bei der Regulation von eNOS. Sie 

inhibiert, jedoch anders als die PKA, eNOS durch eine Phosporylierung am Ser495 (Lin 

et al., 2003). 

 

Insgesamt werden in der Literatur sieben verschiedene Aminosäurereste beschrieben, 

an welchen eNOS durch Phosphorylierung in seiner Aktivität moduliert werden kann 

(Mount et al., 2007). 

Ein Mechanismus, welcher invers zur Phosphorylierung zu einer Deaktivierung von 

eNOS führt, ist die kovalente Adduktion einer Nitrosylgruppe an die Thiolgruppen von 

Cystin. Dieser Zustand kann sich durch eNOS-Agonisten, wie den "vascular 

endothelial growth factor" (VEGF) wieder zurückbilden (Erwin et al., 2005). 

Durch weitere post-translationale Modifikation wie der Acetylierung wird die eNOS-

Aktivität ebenso reguliert. Eine Erhöhung der eNOS-Aktivität durch Deacetylierung 

konnte durch Mattagajasingh et al. beobachtet werden. Diese ist Folge der NAD+-

abhängigen histon/protein-Deacetylase SIRT1 (Mattagajasingh et al., 2007). 

 

Das Vorhandensein der Substrate und Cofaktoren von eNOS hat ebenfalls einen 

Einfluss auf die Aktivität des Enzyms. Sowohl der Mangel an seinem Cofaktor BH4 als 

auch seines Substrats L-Arginin sind für eine eNOS-Entkopplung relevante 

Mechanismen (Li and Forstermann, 2014) (Li and Förstermann, 2013a). 

Besonders der Cofaktor BH4 scheint ein sehr entscheidender Regulator für die eNOS-

Funktion zu sein. Das Ausmaß seiner Bindung korreliert mit der Affinität des Enzyms 

zu den anderen Substraten und Cofaktoren, die für die RedOx-Reaktion relevant sind 

(Moens and Kass, 2006, Moens et al., 2008).  

 

Freie Radikale wie Superoxide (O2·−), die vermehrt bei Diabetes mellitus, 

Bluthochdruck und einem inaktiven Lebensstil hochreguliert werden, reagieren 

zusammen mit NO und formen Peroxynitrit (ONOO−). Der Cofaktor BH4 ist dem 

Peroxynitrit gegenüber sehr sensitiv und wird leicht von diesem oxidiert. Daraufhin 

kommt es zu einem Mangel an BH4 und eNOS wird selbst zur Produktion von O2·− 

angeregt. Dieser Zustand wird als eNOS-Entkopplung beschrieben. Das Enzym wird 

folglich zu einem Mitwirkenden Element bei der Entstehung von oxidativem Stress 

transformiert (Förstermann and Münzel, 2006a). 
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2.5 Stickstoffmonoxid (NO) 
 
 
NO ist ein Gas, das von der NO-Synthase aus L-Arginin produziert wird. Es hat diverse 

biologische Funktionen und Aktivitäten (Robbins and Grisham, 1997). 

Es entsteht aus einer sog. RedOx-Reaktion. Dabei werden Elektronen der Cofaktoren 

des Enzyms (s.o.) auf sein Substrat L-Arginin transferiert und zu L-Citrullin und NO 

oxidiert (Förstermann and Li, 2011). 

 

 
Abb. 8 Entstehung von NO durch die NO-Synthase mittels Redox-
Reaktion aus L-Arginin und O2 Grafik modifiziert aus (Król and 
Kepinska, 2021)  

 
Das aus der eNOS stammende NO ist ein physiologischer Vasodilatator, das seine 

vasoprotektiven Eigenschaften auf unterschiedlichen Wegen ausüben kann. Es wird 

auch als sog. second messenger oder als "endothelium-derived relaxing factor" 

bezeichnet (Montezano and Touyz, 2012).  

Es verhindert das Anhaften der Plättchen an der Gefäßwand und das Aggregieren der 

Plättchen untereinander. Außerdem führt es zu einer Minimierung der Freisetzung von 

Wachstumsfaktoren, die das Wachstum glatter Muskelzellen und ihre Produktion von 

Matrixmolekülen fördern (Förstermann and Sessa, 2012, Hong et al., 2019). 
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Des weiteren konnte man beobachten, dass eine verminderte NO-Synthese, induziert 

durch die Gabe eines L-Arginin-Analogons, mit einer vermehrten 

Leukozytenanheftung und Einwanderung an mesenterialen Venen einhergeht. Aus 

diesem Grund wird davon ausgegangen, dass NO auch als endogener Inhibitor der 

Leukozytenanheftung am Endothel fungiert (Kubes et al., 1991). 

 

Wie bereits beschrieben, handelt es sich bei NO um einen physiologischen 

Vasodilatator. Diese Eigenschaft erhält es durch Aktivierung der löslichen 

Guanylatcyclase zur Produktion von cGMP (cyclisches Guanosinmonophosphat) in 

den glatten Muskelzellen der Gefäßwände. Das so entstandene cGMP aktiviert die 

Proteinkinase G (PKG). Die darauffolgende Kaskade führt zu einer Wiederaufnahme 

von Calcium in das sarkoplasmatische Retikulum der glatten Muskelzellen der 

Gefäßwand, wodurch es zu einer Relaxation dieser kommt (Carvajal et al., 2000). 

Stickstoff induziert außerdem über einen cGMP-abhängigen Signalweg und den 

PPARγ Coaktivator 1-alpha die mitochondriale Biogenese in braunen Adipozyten wie 

auch weiteren Zellen und führt somit zu Veränderungen in der metabolischen Rate des 

Organismus (Nisoli et al., 2003). 

 

 

2.6 Endotheliale Dysfunktion 
 
Endotheliale Dysfunktion wird für gewöhnlich als reduzierte endothelabhängige 

Vasodilatation beschrieben. Sie ist für das Voranschreiten von atherosklerotischen 

Erkrankungen ein direkter Prädiktor. Zudem geht sie den bereits klinisch sichtbaren 

vaskulären Pathologien, wie z.B. der Plaqueformation, voraus. 

Daher spielt die verminderte Bioverfügbarkeit oder Produktion von NO in diesem 

Zusammenhang eine wesentliche Rolle, denn ein adäquates NO-Output ist ein 

essenzielles Charakteristikum eines gesunden und intakten Endothels (Zhao et al., 

2015b, Deanfield et al., 2007). 

Damit geht einher, dass durch die endotheliale Dysfunktion die Kapazität der 

Endothelzellen eine Inflammation, oxidativen Stress oder eine Thrombose zu 

unterdrücken oder verhindern, überschritten bzw. ausgeschöpft wird. Dieser Prozess 

begünstigt die Atherogenese (Naseem, 2005). 
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Es kommt in diesem Zusammenhang zu einer erhöhten Permeabilität der Gefäßwand, 

einer erhöhten Expression von Adhäsionsmolekülen, einer Migration von Immunzellen 

wie den Monozyten und Endothelin 1-Sekretion (Montezano and Touyz, 2012). 

Endothelin 1 wird oftmals in der Literatur als ein Kennzeichen für diverse 

Kardiovaskuläre Erkrankungen beschrieben (Sanni-Ajibaye et al., 2022). 

Außerdem sind ein Mangel an Cofaktoren (BH4) und Substraten (L-Arginin), eine 

veränderte Aktivität der NO-Synthase, sowie die zunehmende Produktion von ROS, 

relevante Mechanismen, welche zur endothelialen Dysfunktion maßgeblich beitragen 

(Praticò, 2005, Gkaliagkousi and Ferro, 2011). Auch das Altern ist ein Faktor, welcher 

mit einer endothelialen Dysfunktion assoziiert ist (Herrera et al., 2010). 

Weitere Quellen von ROS im Gefäßsystem sind u.a. die NADPH-Oxidasen (Nox), 

Xanthinoxidase (XO), Lipoxygenasen, Cytochrom-P450- Monooxygenasen und 

Enzyme der mitochondrialen Atmungskette (Daiber et al., 2020). Da eNOS 

regulierende Enzyme (wie die cGMP abhängige Kinase I) wiederum von RedOx 

Systemen abhängig sind, kommt es zu einer verminderten eNOS-Funktion bzw. 

Aktivität (Schulz et al., 2008). 
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2.7 Knockout Mausmodelle 
 
 

 
Abb. 9 Verschiedene KO-Verfahren im Überblick. Die oberste Zeile zeigt eine Mutante mit einem globalen, also 

alle Zellen betreffenden KO (GKO). In der zweiten Zeile ist ein zellspezifisches KO-Modell abgebildet. Die unterste 

Zeile zeigt das induzierbare zellspezifische KO-Modell, welches auch für diese Arbeit genutzt wurde. Abbildung 
modifiziert aus (Friedel et al., 2011)  

 

Transgene und Knockout Mausmodelle erlauben es, gezielt und kontrolliert DNA-

Sequenzen, wie z.B. Gene in die Keimbahn von Mäusen zu integrieren oder zu 

entfernen und somit konkret deren Funktionen und Regulationsmechanismen zu 

untersuchen (Bouabe and Okkenhaug, 2013). 

 

Traditionell wurden Floxmäuse durch Gen-Targeting embryonaler Stammzellen 

gewonnen. Die Erzeugung präziser Modifikationen in endogenen Genen ist jedoch 

sehr kompliziert. Darüber hinaus dauert es etwa ein Jahr oder länger, um die 

gewünschte Mauslinie zu erhalten. 

 

Speziell dafür wurde ein System entwickelt, welches sich Cre/LoxP nennt. Es erlaubt 

sequenzspezifischen Rekombinationen durchzuführen und im Zusammenspiel mit 

einer fusionierten Cre Rekombinase eine Adressierung spezifischer Gewebetypen für 

das Knockout (oder Knockin). 
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2.8 Konditionelles KO 
 
Das konditionelle KO ermöglicht im Gegensatz zum traditionellen/konventionellen KO 

einen gewebespezifischen Ansatz, ohne das gewünschte Gen in allen Geweben und 

Körperzellen zu eliminieren. So ist es möglich wie in diesem Fall seine Funktion 

spezifisch im Fettgewebe zu untersuchen. Außerdem kann eine zeitliche Kontrolle der 

Genexzision durch das Verwenden einer modifizierten Cre Rekombinase fusioniert mit 

einer mutierten Östrogenrezeptorbindungsdomäne (Cre/ERT2) ermöglicht werden. 

Dies geht über eine Regulation durch Promotor/Enhancer (in unserem Fall (Adipoq) 

hinaus. In dieser muss die Rekombinaseaktivität mittels einer Tamoxifen-Injektion 

induziert werden. In dieser Konstellation kann, anders als in der einfachen 

konditionellen KO-Variante, der Zeitpunkt zu welchem die Genrekombination/Exzision 

stattfinden soll durch den Untersucher manipuliert bzw. festgelegt werden. Er ist 

nichtmehr in demselben Ausmaß von einer durch die Entwicklung bedingte Aktivierung 

der Promotorregion abhängig. 

 

Es bietet die Fähigkeit, ein einzelnes von tausenden von Genen im Körper präzise zu 

entfernen oder zu verändern. Die Defizite der Knockout-Maus können die Funktion des 

mutierten Gens offenbaren oder klären. Aus diesem Grund werden im Anschluss an 

ein suffizientes KO funktionelle Testungen an dem jeweiligen Modell durchgeführt. Das 

Ziel der Gen-Targeting-Methode (Knockout) ist es, das spezifische Gen zu 

inaktivieren, oder durch ein inaktives, verändertes oder irrelevantes Gen zu ersetzen. 

Um die Wahrscheinlichkeit zu erhöhen, dass ein solcher Ersatz auftritt, anstatt eine 

unspezifische zufällige Integration der DNA, werden beide Enden des Ersatzgens von 

langen DNA-Sequenzen flankiert, die homologe zu den Sequenzen sind, die das 

Zielgen flankieren. Sie nennen sich auch LoxP-Sequenzen und dienen als 

Erkennungssequenzen für die Rekombinase. 

Ein Vorteil des konditionellen KOs gegenüber dem konventionellen Ansatz, ist die 

Reduktion der Rate embryonaler Letalität, die durch das Fehlen kompletter 

Gensequenzen häufiger bedingt wird. 

 

Bei der Bewertung des Phänotyps einer konventionellen oder nicht-induzierbaren KO-

Maus kommen weitere Erschwernisse hinzu. Die Tatsache, dass eine Mutation seit 

der Empfängnis vorhanden ist, kann es schwierig machen, phänotypische 

Veränderungen aufgrund der Mutation selbst von Veränderungen zu unterscheiden, 
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die durch physiologische Kompensation für die Mutation verursacht werden. Wenn ein 

Gen in verschiedenen Geweben exprimiert wird, wo es unterschiedliche Funktionen 

ausüben kann, kann seine Inaktivierung mehrere Folgen haben.  

 

2.9 Mutierter Östrogenrezeptor (ERT2) 
 
 

Die Fusion der Rekombinase mit dem mutierten Östrogenrezeptor ermöglicht, wie 

bereits beschrieben, eine zeitliche Kontrolle der Rekombinaseaktivität. Die zwei im 

Namen ist darauf zurückzuführen, dass es sich hierbei um eine Entwicklung des 

Rezeptors in der zweiten Generation handelt, welche spezifischer und sensitiver als 

der ursprüngliche Rezeptor sein soll (Jaisser, 2000). Seine Induktion ist genauer 

gesagt in der Zellkultur etwa 4-fach und in vivo etwa 10-fach effizienter als jene der 

Ursprungsform (Indra et al., 1999). 

 

Der Östrogenrezeptor enthält eine mutierte Form der Ligandenbindungsdomäne. Das 

führt dazu, dass sie nur durch 4-hydroxy-tamoxifen (OHT), aber nicht durch die 

natürlichen ER-Liganden wie Östrogen aktiviert werden kann (Indra et al., 1999) Bis 

zu seiner Aktivierung durch OHT ist der Rekombinasekomplex im Zytosol mit dem 

Regulator- und Protektorprotein HSP90 (Hitzeschockprotein 90) assoziiert (Hoter et 

al., 2018) (siehe Abb.10).  

Nach Bindung von OHT dissoziiert der Komplex und es kommt zur Einwanderung in 

den Zellkern, wo er an die das Zielgen flankierenden Sequenzen bindet und 

Rekombination stattfinden kann. 
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Abb. 10 Wirkprinzip der induzierbaren Rekombinase. Schritt 1 die Rekombinase (Cre) kombiniert mit dem 

mutierten Östrogenrezeptor (ER) wird transkribiert/translatiert und landet im Zytosol, wo sie mit dem 

Hitzeschockprotein (HSP90) einen Komplex bildet. Wird das 4-hydroxytamoxifen (OHT) (Schritt 2) appliziert, löst 
sich HSP90 vom Komplex und Tamoxifen assoziiert mit diesem. Hierdurch kommt es zur Einwanderung in den 

Nukleus (Schritt 3) und im Verlauf durch die Rekombinaseaktivität (Schritt 4-5) zur gezielten 

Aktivierung/Inaktivierung eines gefloxten (grüne Pfeile) Gens (Y) modifiziert aus (Kim et al., 2018) 

 

2.10 Gewebespezifischer Promotor - Adiponektin 
 
Das Adiponektin ist ein 30 kDa großes Protein, das spezifisch in differenzierten weißen 

und braunen Adipozyten exprimiert wird (Whitehead et al., 2006). Dies gilt allerdings 

noch nicht für sehr frühe Embryonalstadien, sondern beginnt etwa ab dem 17.Tag (Das 

et al., 2001). Man geht davon aus, dass das Expressionslevel von Adiponektin für 

differenzierte braune Adipozyten ein niedrigeres ist als für weiße Adipozyten (Fu et al., 

2007, Fujimoto et al., 2005). 

Adiponektin antwortet auf die Erhöhung von Sauerstoffradikalen, indem es die 

Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) steigert. Dadurch bewirkt es eine Senkung von 

Oxidationsprodukten der Gefäßwand und dient somit als Schutzmechanismus 

gegenüber einer endothelialen Dysfunktion (Margaritis et al., 2013, Baltieri et al., 2018, 

Greenstein et al., 2009). 
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2.11 CRISPR/Cas9 
 

Durch die Entwicklung des mittlerweile weit verbreiteten Systems, dem "clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats" (CRISPR/Cas9) wurde die 

Genombearbeitung und somit die Produktion von genmodifizierten Tieren stark 

beschleunigt.  

 

Das System funktioniert mittels direkter Injektion von technischen Endonukleasen oder 

RNA-geführten Nukleasen in Zygoten. Seine wesentlichen Bestandteile sind zum 

einen die Endonuklease Cas9 bzw. dessen "messenger" RNA (mRNA) und eine 

zielspezifische Führungs-RNA (gRNA). Gezielte Mutationen können mithilfe dieser 

Instrumente induziert werden. Dies geschieht über die Entstehung sog. DNA-

DoppeIstrangbrüche (DSBs) an den gewünschten Zielsequenzen und darauffolgender 

nicht-homologer oder homologer Endverbindungen (Cho et al., 2013, Cong et al., 

2013, Jinek et al., 2013, Mali et al., 2013). 

 

Die Koinjektion einer ein- oder doppelsträngigen Spender-DNA, kann präzise 

Punktmutationen oder DNA-Insertionen erzeugen. Sie ist homolog zu den Sequenzen, 

die die DSB-Stelle flankieren.  Ein erschwerender Faktor ist, dass zwei unabhängige 

aber miteinander verknüpfte "template-guided repair events" auftreten müssen. Ein 

konditionelles KO-Allel besteht aus zwei LoxP-Stellen, die das kritische, also 

gewünschte Exon, ein Gen oder einen Gencluster flankieren (Pritchard et al., 2017). 

Diese Methode ist ein leistungsfähiges Werkzeug, um Floxmäuse zu erzeugen, da es 

nicht notwendig ist, einen Knock-in-Vektor über einen komplizierten Prozess zu 

konstruieren. Somit können Floxmäuse in kurzer Zeit (z. B. in einem Monat) generiert 

werden (Horii et al., 2017). 
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Abbildung 11 zeigt wie mithilfe der gRNA-Regionen gezielt die beiden LoxP-

Sequenzen um das gewählte Target-Gen inseriert werden. Dadurch entsteht das mit 

LoxP flankierte Gen, welches nach Aktivierung der Rekombinase von dieser entfernt 

wird. 

 

 

 

 
Abb. 11 Targeting Strategie zur Generierung von NOS3(flox/flox) Mäusen mithilfe von 
gRNA. Die schwarzen Pfeile markieren die Punkte, an denen die gRNA ansetzt und die 
LoxP Sequenzen inseriert werden. Der gelbe Abschnitt welcher von den grauen Pfeilen 

(LoxP Sequenzen) flankiert wird, stellt das Target-Gen dar. Im untersten Teil der Grafik ist 

die Situation nach einer Cre vermittelten Rekombination bzw. Exzision dargestellt. Grafik 
aus (Man et al., 2023)  
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Material und Methoden 
 

3.1 Material 
 
Materialien  Hersteller  Katalog-

Nummer  
Nitrocellulose Blotting Membrane 
0,2 

GE Healthcare               10600006 

Methanol Honeywell  32213 

Bicinchoninic Acid solution Sigma-Aldrich  B9643 

Copper (II) sulfate solution Sigma-Aldrich  C2284 

Glycine AppliChem A1067 

Milchpulver Roth T145.3 

Natriumchlorid Roth 3957.2 

Triton X 10% Sigma-Aldrich T8787 

Proteinase-Phosphatase-Inhibitor Thermo Scientific  REF1861280 

Tween 20 Roth 9127.2 

Ponceau S Roth 5938.1 

Tris for molecular biology AppliChem A2264,1000 

TRIS Roth 4855.5 

Natrium Flourid AppliChem A3904.0100 

SDS, ultra pure Roth 2326.2 

EGTA Roth 3054.1 

EDTA AppliChem A3553.1000 

NaCl Roth 3957.2 

APS AppliChem A2941.0100 

Bromphenol Blau Sigma-Aldrich B 8026 

Glycerol anhydrous AppliChem A1123,1000 

ß-Mercaptoethanol AppliChem A1108,0025 

Albumin Fraktion V Roth 8076.4 

Page Ruler, Prestained Protein 
Ladder 

Thermo Scientific 26616 

Essigsäure Roth 3738.1 

Rapid Fixer Agfa 2828Q 

Developer and Replenisher Carestream Health 515 8621 
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Amersham Hyperfilm ECL GE Healthcare 28906837 

Western Lightning Plus-ECL PerkinElmer NEL105001EA 

Acrylamid 4K - Lösung (30%) AppliChem A1672 

Mini-PROTEAN Tetra Cell BioRad 1658006FC 

Mini Trans-Blot Electrophoretic  
Transfer Cell 

BioRad 1703930 

Tamoxifen  Sigma-Aldrich T5648  

Pentobarbital 
 

Sigma-Aldrich P3761 
 

Tabelle 1 Auflistung der Materialien 

 
 

 

3.1.1 Geräte  
 
 
Gerätebezeichnung  Hersteller  Katalog-

Nummer  
Centrifuge Eppendorf  5417K 

Waage  Sartorius analytic 30153 

Adventurer Pro (Waage) OHAUS AV2101 

Rotamax120  Heidolph 54441200003 

Vortex-Genie2  Scientific Industries G-560E 

Thermoschüttler PRO CellMedia 112000 

Quick Cookmate (Mikrowelle) DAEWOO KOR 6105 

pH Level1 inoLab 160028 

PCR-Gerät BioRad 
 

Pipetten Eppendorf 
 

Wärmeschrank Binder 9010-0002 

SUPER Homogenizer, Precellys 
Evolution 

Bertin Technologies P000062-
PEVO0-A 

Royal Bio-Imaging System-Intas Gel 
iX Imager 

Intas Science Imaging 
Instruments 

- 

SpectraMax iD3 Molecular Devices 37 370-3264 

Mini Centrifuge  BioRad 
 

Tabelle 2 Auflistung der Geräte 
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3.1.2 Herkunft der Mäuse 
 
Die eNOS (flox/flox) Mäuse wurden durch Cyagen Biosciences generiert (Cyagen US 

Inc., Santa Clara, CA, USA). Sie wurden mithilfe der CRISPR/Cas9-Genomtechnik wie 

bereits oben beschrieben modifiziert. Exon 2–4 mit 1384 Basenpaaren (bp) wurde aus 

dem eNOS Gen deletiert und führte konsekutiv zu einem sog. "frameshift".  

Die Adipoq-iCreERT2 Mäuse wurden aus dem Jackson Laboratory eingekauft (Stamm 

025124). Sie erlaubten die durch Tamoxifen induzierte Cre-vermittelte 

Adipozytenspezifische genetische Rekombination. 

Der Tierversuch wurde von der zuständigen Behörde (Landesuntersuchungsamt 

Rheinland-Pfalz; 23 177-07/G 17-1-020 und G 22-1-039) genehmigt und in 

Übereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz durchgeführt. 

 

 

 

3.1.3 Haltung und Zucht der Mäuse 
 
Die Mäuse wurden in Käfigen gehalten, die den Anforderungen des Tierschutzes 

entsprechen. Es waren nach Geschlecht und Genotyp sortiert maximal 4 Tiere in 

einem Käfig untergebracht. Die Zuteilung in die endgültigen Käfige konnte nach der 

Genotypisierung mittels PCR erfolgen. 

Die Tiere hatten keine Trinkmengenbegrenzung und erhielten normales Nager- und 

Kleintierfutter. 

 

 

3.1.4 Kreuzung  
 

Um die Adipozyten-spezifischen eNOS-KO-Mäuse zu generieren, wurde das zuvor 

genannte CRISPR/Cas9-System in Kombination mit injizierten Loxp-Sequenzen, wie 

oben beschrieben, verwendet. Damit die Mäuse den von uns erwünschten Genotypen 

(Adipoq-Cre+eNOSfl/fl) erhalten, ist eine Kreuzung über vier Mausgenerationen 

notwendig (siehe Abb.8). Wenn die gewebespezifische Rekombinase dann durch die 

Gabe von Tamoxifen aktiviert wird, erlaubt sie eine gezielte Deletion von eNOS in den 

Adipozyten. Dies funktioniert dadurch, dass die von uns genutzte Rekombinase 
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Adipoq-CreERT2 über einen Tamoxifensensitiven Adiponektinpromotor aktiviert bzw. 

seine Expression initiiert wird. 

 

 
Abb. 12 Schema des Kreuzungsvorganges der Mäuse über vier Generationen hinweg. Begonnen mit den 

eNOSfl/- und den Adipoq-Cre+ Mäusen bis zu den eNOSfl/fl-Cre+ und eNOSfl/fl-Cre- Mäusen  
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Im ersten Schritt (Schritt 1) werden 2 für die Floxallele heterozygote Mäuse 

miteinander gepaart, um eine flox/flox-homozygote Tochtergeneration (25%) zu 

erhalten. Diese wiederum werden mit einer Cre+ Maus gekreuzt (Schritt 2). Die 

darauffolgende Tochtergeneration ist nun zu 50% mit dem Cre-Lokus ausgestattet, ist 

aber wiederum heterozygot für das Floxallel. Aus diesem Grund wird diese Generation 

ein weiteres Mal mit einer für das Floxallel homozygoten Maus gekreuzt (Schritt 3). 

Daraus erhält man in 25% der Fälle eine Maus mit sowohl homozygoten Floxallelen 

als auch der Rekombinase in den Adipozyten. Um nun eine Generation zu erzeugen, 

welche alle gewünschte Genotypen also sowohl Cre+ als auch Cre- aber jeweils mit 

homozygoten Floxallelen vereint, wird die dritte Generation im letzten Schritt (Schritt 

4) ein weiteres Mal mit einer Flox-homozygoten Maus gekreuzt. 

 

 

3.1.5 Expression von Cre 
 

Eine unterschiedliche Zahl an Kopien bei der Genexpression und die Variabilität der 

Genomintegration an der gewünschten Stelle haben einen wesentlichen Einfluss 

darauf, wie das Muster der Expression von Transgenen aussieht. Daher kann es bei 

sich unabhängig voneinander entwickelten transgenen Mausallelen mit Cre oder 

Cre/ERT2 mit identischen Sequenzen für die Regulation, relevante Unterschiede im 

Cre-Expressionsmuster geben (Chandler et al., 2007). 

Ein generationenübergreifender Gendrift kann einen weiteren großen Einfluss auf das 

Expressionsmuster von Cre haben. Die Expression kann so über viele Generationen 

entlang des Stammbaumes verändert werden oder verloren gehen. Alle diese 

Variablen führen dazu, dass Ergebnisse schwierig zu interpretieren oder manchmal 

scheinbar paradox sind. Um fundierte Daten zu generieren, ist daher eine gründliche 

Charakterisierung der Cre-Expression in jedem einzelnen Mausmodell essenziell 

(Payne et al., 2018). Zudem ist zu beachten, dass die Cre-Expression auch in einer 

kleinen Anzahl an Zellen binnen einer theoretisch Cre-positiven Population mangelhaft 

sein (Heffner et al., 2012). 
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3.1.6 Gentargeting mittels Rekombinase 

 
Ein erfolgreiches Gentargeting mit Cre bzw. Adipoq-Cre/ERT2-LoxP ist abhängig von 

den präzisen Expressionsmustern der Cre-Rekombinase.  

Eine einzige Cre-vermittelte Exzision bzw. Rekombination wird während der Zellteilung 

an alle folgenden Tochterzellen weitergegeben. Auf diesem Weg ist es möglich ganze 

Zelllinien zu markieren und verändern. Es ist daher auch möglich, dass eine fehlerhafte 

Exzision oder Expression in einer unerwünschten Zellart weitreichende Konsequenzen 

hat, da sie sich auf die darauffolgenden Zellgenerationen übertragen kann. Dies trifft 

insbesondere dann zu, wenn sie früh in der Entwicklung geschieht (Heffner et al., 

2012). Daher ist eine Geno- und Phänotypisierung, wie sie für die vorliegende Arbeit 

mittels PCR und Western Blot gemacht wurde, zu Beginn einer Untersuchungsreihe 

unerlässlich, um verlässliche Daten aus darauffolgenden Experimenten liefern zu 

können.  

 

3.1.7 Intraperitonealinjektion 
 

Die Intraperitonealinjektion mit Tamoxifen dient der Aktivierung der 

gewebespezifischen Rekombinase (Adipoq-Cre/ERT2). In unserem Fall speziell in den 

Adipozyten. Die Rekombinase ist mit einer mutierten 

Östrogenrezeptorligandenbindungsdomäne fusioniert (ERT2). Dadurch ist die 

Rekombinase allerdings nur aktiv, wenn man sie per Tamoxifeninjektion aktiviert. Das 

4-hydroxytamoxifen (OHT) ist der entsprechende Ligand, welcher an die oben 

genannte Domäne binden kann. Als Trägersubstanz wird das Tamoxifen in Maisöl 

gelöst (20mg/ml) und appliziert. Unsere Mäuse bekamen für diesen Prozess im Alter 

von etwa 6 Wochen über 5 konsekutive Tage eine Intraperitonealinjektion mit 

Tamoxifen (2mg/Maus/Tag). Im Anschluss an die letzte Injektion wurde mindestens 

eine Periode von 7 Tagen abgewartet. 
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3.2 Methoden 
 

3.2.1 Western Blot 
 

Der Western Blot ist eine seit vielen Jahren etablierte Methode zum selektiven 

Nachweis von Proteinen. Hierfür wird als Reagenz ein zuvor aufbereitetes Proteinlysat 

mit genau bestimmter Proteinkonzentration benötigt. 

Er beinhaltet sowohl eine Gelelektrophorese (PAGE) zur Auftrennung der Proteine 

nach ihrem molekularen Gewicht, als auch eine Fixierung und Markierung dieser 

mittels spezifischer Antikörper. Die Auswahl der Antikörper richtet sich nach dem 

gesuchten und zu untersuchenden Antigen.  

Zum einen werden die Proben nach photometrischer Quantifizierung zum 

Housekeeping-Gen (β-Tubulin) ins Verhältnis gesetzt und zum anderen in ein 

Verhältnis zueinander. Dadurch kann die Methode auch als qualitative und semi-

quantitative Nachweisemethode beschrieben werden (Hnasko and Hnasko, 2015). 

 

3.2.2 Ziel des Western Blottings 

 

Der Western Blot dient dem Zweck der Darstellung des Phänotyps der Mäuse. Er soll 

verifizieren, ob und in welchem Ausmaß die entsprechenden Knockout-Mäuse das 

eNOS-Protein exprimieren. Konkret geht es darum zu zeigen, inwiefern das von uns 

eingesetzte Mausmodell mit einem fettgewebsspezifischen Promotor für die 

Expression der Rekombinase, zu einer Reduktion der eNOS-Expression im 

entsprechenden Gewebe geführt hat. Da der Nachweis in verschiedenen zuvor 

isolierten Geweben (z.B. Gefäße, PVAT, inguinales Fettgewebe), also auch anderen 

Gewebe, die nicht Fettgewebe sind, geschieht, ist ein Vergleich mit diesen möglich. 

Es kann festgestellt werden, ob ein unbeabsichtigtes KO an einem anderen Ort 

stattgefunden hat. Außerdem ist es möglich im Sinne einer semiquantitativen Analyse, 

das erreichte Ausmaß der eNOS-Reduktion zu bestimmen. 
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3.2.3 Puffer und Lösungen 
 

Für die Herstellung der Puffer und Lösungen wurde deionisiertes Wasser ddH2O 

verwendet. 

  

Puffer  Rezept  
1x Transferpuffer: 100ml Transferpuffer  

700ml Wasser  
200ml Methanol   

10x Transferpuffer: 1L Wasser  
144g Glycine  
30.2g Trisbase   

10x Laufpuffer: 1L Bidest-Wasser  
144g Glycine  
30.2g Trisbase for molecular biology 

 10g SDS 
  
TBST: 900ml Wasser  

100ml TBS (10x)  
1ml Tween   

TBS: 900ml Wasser  
100ml TBS (10x)   

10x TBS:  61g Tris (normal)  
90g Natriumchlorid  
1L Wasser  
evtl. pH einstellen mit HCL auf 7,6   

Lysepuffer (für 1ml): 100ul 10% Triton X  
200ul 5x TBS  
10ul Proteinase-Phosphatase-Inhibitor  
690ul Milipore Wasser   

Blottingpuffer (für 4l): 9,7g Tris (normal)  
45g Glycin  
800ml  Methanol 

 
 
 
 
 
 
 
  

mit destilliertem Wasser auf 4 L auffüllen 
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RIPA-Puffer (Ph 7,4): 1Mm NaF  
1% TriX100  
0,1% SDS  
0,5mM EGTA  
1mM EDTA  
25mM Tris  
140mM NaCl   

Tris 1.0 M: 12,114g Tris  
100ml Bidestwasser  
pH mit HCL einstellen   

Tris 1.5 M: 18,17g Tris  
100ml Bidestwasser  
pH mit HCL einstellen   

Laufpuffer: 0,25M Tris HCL pH 6.8  
10% SDS  
50% Glycerol  
0,5% Bromophenol Blau  
5% ß-Mercaptoethanol   

Western Blot Lysepuffer: 100ul Proteinase-Phosphatase-Inhibitor  
10ml RIPA-Puffer   

Ponceau S: 0,5g Ponceau S  
1ml Essigsäure  
mit destilliertem Wasser auf 100ml auffüllen   

Fixierer: 800ml Wasser  
200ml Fixierlösung   

Entwickler: 800ml Wasser 
 
 
 

200ml Entwicklerlösung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabelle 3 Auflistung der Puffer und Lösungen für den Western Blot  
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Gelkomponente Rezept 
  
Trenngel: 4ml Wasser  

 3,3ml 30% acrylamide mix  

 2,5ml 1,5M Tris pH8,8 

 0,1ml 10% SDS 

 0,1ml 10% APS 

 0,004ml TEMED 

  

Sammelgel: 1,4ml Wasser 

 0,33ml 30% acrylamide mix 

 0,25ml 1,0M Tris pH6,8 

 0,02ml 10% SDS 

 0,02ml 10% APS 

 0,002ml TEMED 
Tabelle 4 Rezepte für Western Blot Gele 

 
 

 
 
 
3.2.4 Gewebegewinnung 
 
Um die einzelnen Organgewebe aus den Mäusen zu extrahieren waren mehrere 

Schritte notwendig. Zunächst wurden die Mäuse mit einem inhalativen Narkotikum 

Isofluran (100%) in einer Luftdichten Kammer sediert und bekamen direkt im 

Anschluss eine intraperitoneale gewichtsadaptierte Injektion von Pentobarbital 

(150mg/kg). Hierzu war eine vorherige Messung des Körpergewichts notwendig.  

 

Im Anschluss daran wurde den Mäusen mittels Herzpunktion das Blut aus dem 

Kreislauf extrahiert. Die Entnahme der Organe (eWAT, iWAT, Herz, Leber, Gehirn, 

Darm, BAT und der Gefäße mitsamt dem umliegenden Fettgewebe) erfolgte nach 

einer festgelegten Reihenfolge. Zunächst wurden die Fettgewebe eWAT und iWAT 

von den umliegenden Strukturen getrennt und entnommen. Daraufhin folgte die 

Entnahme der Leber (hier wurde jeweils immer aus dem größten Leberlappen ein 
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zentral liegendes Stück herausgeschnitten), der Nieren, des Herzens (mitsamt Aorta), 

Darm (mitsamt der mesenterialen Gefäße), des Gehirns und zum Schluss noch die 

des BAT aus der Nackenregion der Maus. Die Organe wurden im Anschluss gewogen 

und mithilfe von flüssigem Stickstoff in den dafür vorgesehenen Röhrchen konserviert. 

 

3.2.5 Präparation des PVAT und m-PVAT 
 
Sowohl das PVAT als auch das m-PVAT muss gesondert unter dem Mikroskop mit 

einer kleinen Gewebeschere von den jeweiligen Gefäßen isoliert werden. 

 

3.2.6 Erstellung des Proteinlysats 
 
Zunächst werden die Proben gemörsert oder im Homogenisator in Lysepuffer gelöst. 

Dies geschieht für die kleinen Gewebe, wie etwa der Aorta, dem PVAT, der 

Mesenterialarterie und dem M-PVAT unter flüssigem Stickstoff manuell, während die 

anderen Gewebe in einem Homogenisator zerkleinert werden. Im Anschluss werden 

die Proben bei 4°C mit einer Geschwindigkeit von 13000rpm 10 Minuten lang 

zentrifugiert. Der dabei entstandene Überstand wird in neue Reagenzbehältnisse 

überführt. Bis sie für den Western Blot verwendet werden, lagern die Lysate bei -70° 

bis -80°C. 

  

3.2.7 Bicinchoninic Acid Assay (BCA) 
 
Für das darauffolgende BCA Assay zur Proteinkonzentrationsbestimmung wird ein 

Reagenz aus BCA und Kupfer(II)Sulfat-Lösung benötigt. Die Messung basiert im 

Wesentlichen auf einer chemischen Reaktion, der sog. Biuret-Reaktion. Die 

Kupferionen, die unter alkalischen Bedingungen an die Peptidbindungen von den 

Proteinen binden, bilden in der Anwesenheit von BCA einen lilafarbenen Farbkomplex 

(Walker, 1994). Die BCA Assay Platte muss 30 Minuten bei 37°C inkubieren. 

Dann kann das Protein entsprechend der Konzentration mit Wasser verdünnt werden. 

Der Probenpuffer wird hinzugegeben und für 5 Minuten bei 95°C aufgekocht, um die 

Proteine zu denaturieren. 
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3.2.8 Gelelektrophorese 
 
In Vorbereitung für die Gelelektrophorese werden die Gele gegossen. Diese werden 

nach Rezept (siehe Tab.4) zubereitet. Hierzu muss ein Sammelgel, in dem sich die 

Taschen für die Proben befinden und ein Trenngel, in dem sich die Proteine der Größe 

nach auftrennen, nacheinander in die dafür vorgesehene Schablone gegossen 

werden. 

Anschließend wird das Gel mit den einzelnen Proben beladen und 15 Minuten bei 80 

Volt, dann ca. 1 ½ Stunden bei 110-130 Volt in dem entsprechenden Laufpuffer laufen 

gelassen.  

 

3.2.9 Blotting 
 
Wenn dieser Vorgang abgeschlossen ist, wird das Gel herausgenommen und 

zusammen mit dem Filterpapier, der Nitrocellulose, und Schwämmen im 

Blottingrahmen verschlossen. Dieser Prozess findet im Blottingpuffer statt, sodass die 

jeweiligen Komponenten nicht austrocknen. Bei 90 mA blottet das Gel im Blottingpuffer 

über Nacht im Kühlraum. Dabei werden die Proteine vom Gel durch das erzeugte 

Spannungsfeld auf die Blottingmembran (die Nitrocellulose) übertragen. 

 

3.2.10 Anfärben 
 
Am darauffolgenden Tag wird die Nitrocellulosemembran 5 Minuten in Ponceau S 

angefärbt und anschließend in Wasser und TBS wieder entfärbt. Dies dient dem 

Sichtbarmachen der Proteinbanden.  

 

3.2.11 Blockieren 
 
Der folgende Schritt, das Blockieren, wird mit 5%-iger Milchlösung in TBST für 1 

Stunde vollzogen. Dabei werden Bindungsstellen an Proteinen blockiert, um späteres 

unspezifisches Binden der Antikörper zu verhindern.  

 

3.2.12 Primärer Antikörper 
 
Nach dem Blockieren und dreimal 10-minütigem Waschen mit TBST kann der primäre 

Antikörper (eNOS AK 1:2000 in BSA 1%) (Tubulin AK 1:100.000 in 5% Milch/TBST) 
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appliziert werden und über Nacht inkubieren. Zur Vorbereitung wird die Membran in 

zwei Teile geschnitten, damit der Antikörper getrennt auf die jeweilige Höhe der zu 

erwartenden Bande (eNOS 133kDA, Tubulin 55kDA) appliziert werden kann. 

 

3.2.13 Sekundärer Antikörper 
 

Nun wird die Nitrocellulosemembran erneut dreimal für 10 Minuten in TBST 

gewaschen, um Rückstände sicher zu entfernen. Daraufhin wird die Membran in der 

Lösung, die den sekundären Antikörper enthält (1:5000 5% Milch/TBST) für 1 Stunde 

inkubiert. Im folgenden Schritt wird sie wieder dreimal 10 Minuten in TBST und zweimal 

5 Minuten in TBS gewaschen.  

 

3.2.14 Chemiluminescence und Fotoentwicklung 
 
Nun wird die Membran mit einer ECL-Lösung (enhanced luminol-based 

chemiluminescent) für eine Minute beladen. Diese ermöglicht das Übertragen des 

Blotting Ergebnisses von der Nitrocellulosemembran auf einen entsprechenden 

Röntgenfilm in einer Dunkelkammer. Abschließend muss der Film noch kurz in einer 

Entwicklerlösung und einer Fixationslösung inkubieren, sodass das Ergebnis sichtbar 

und fixiert wird.  

 

3.2.15 Auswertung der Western Blots 
 
Die Fotofilme der Western Blots werden nach Fixation und Trocknung eingescannt 

und können nun digital ausgewertet werden. Dieser Vorgang der Auswertung bzw. 

Quantifizierung der einzelnen Banden wurde mithilfe des Programms ImageJ (image 

processing and analysis in java, Open Source) vollzogen. Hierbei wird die Dicke der 

Banden zunächst graphisch dargestellt und berechnet. Als erstes wird die eNOS-

Bande in Relation zum Houskeeping-Gen, welches in diesem Fall das β-Tubulin ist, 

gesetzt. Entsprechend der Relation der Spuren von Experimental und Kontrollgruppen 

zueinander, kann daraufhin eine Aussage über die Reduktion oder Zunahme der 

eNOS-Expression der entsprechend untersuchten Gewebetypen getätigt werden. 
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3.2.16 Genotypisierung und PCR 
 

3.2.17 Probengewinnung 
 
Einige Tage nach der Geburt werden die Mäuse durch Ohrlochung markiert. Das dabei 

entstandene Probenmaterial wird zur Genotypisierung genutzt. 

 

 

3.2.18 Isolation der DNA 
 
Daraufhin folgt die Isolation der DNA aus dem gewonnen Probenmaterial. Dies erfolgt 

mithilfe eines DNA-Isolations-Kits von GENEKAM absolviert: 

 

Zubereitungsprotokoll 

1. 100 μl der Lösung Z in ein 1.5 ml Gefäß mit der enthaltenen Gewebeprobe 
hinzufügen 

2. Dieses Gefäß für 20 Minuten bei 88°C in einen Wärmeblock inkubieren, in 
dieser Zeit die Proben 5 Mal vortexen. 

3. In die Gefäße jeweils 100 μl der Lösung B hinzufügen und 5-10 s vortexen 
4. In jedes Gefäß 200 μl der Lösung C hinzufügen 
5. Für 5 Minuten bei 11 000g zentrifugieren 
6. 290 μl des Überstandes in ein frisches Gefäß füllen. Dieser enthält die DNA 

.  

 
 
 
Material 

 
Hersteller 
 

 
Katalognummer 

 
KDNA-Isolation Kit 

GENEKAM   

SB0071-74 

Primer Eurofins genomics  

PCR Master Mix Thermo Scientific 00890758 

DNA-Ladder Thermo Scientific SM0613 

Agarose Carl Roth GmbH 227.4 

Tris Carl Roth GmbH 4855.5 
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EDTA-Na2-Salz AppliChem 1A006033,1000 

Essigsäure 
 

 

Wasser, nucleasefrei Thermo Scientific 00787195 

Roti-Gelstain Carl Roth Gmbh 3865.1 
Tabelle 5 Auflistung Material für die PCR  

 

 

 
Primer 

 

 

Sequenz  5´- 3´ 

Internal Positive Control Forward: CCG CAT CTT CTT GTG CAC T  

Internal Positive Control Reverse: ATC ACG TCC TCC ATC ATC C 

Transgene Forward GAG TCT GCC TTT CCC ATG AC  

Transgene Reverse TCC CTC ACA TCC TCA GGT TC 
Tabelle 6 Auflistung der PCR-Primer  
 

 

Schritt 2 Mix PCR Lösung  
 

PCR Adipoq-Cre/ERT2  Menge  
Master Mix 10 μl 
Primer Set 1 1 μl 
Primer Set 2 1 μl 
Wasser 7 μl 
DNA 1 μl 

Tabelle 7 PCR Mix AdipoqCre/ERT2  

 

PCR fl/fl  Menge  
Master Mix 10 μl 
Primer Forward 1 μl 
Primer Backward 1 μl 
Wasser 7 μl 
DNA 1ul 

Tabelle 8 PCR Mix fl/fl 
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Schritt 3 PCR 
 
Ablaufprotokoll fl/fl 
 
 Schritt 
 

         Temperatur 
 

Zeit 
  

1 94°C 4min  

2 94°C 30s 
 

3 65°C 30s pro Zyklus um 0,5°C weniger 

4 68°C 30s 
 

5 - - Schritte 2-4 wiederholen für 10 Zyklen 

6 94°C 
  

7 60°C 30s 
 

8 72°C 30s 
 

9 - - Schritte 6-8 wiederholen für 28 Zyklen 

10 72°C 7min 
 

Tabelle 9 Ablaufprotokoll PCR fl/fl  

 

 
 
 
 
Ablaufprotokoll Adipoq-Cre/ERT2 

 
    Schritt  

 
Temperatur  

 
Zeit  

1 94°C 3min 
2 94°C 30s 
3 60°C 35s 
4 72°C 35s 
5 72°C 5min 

Tabelle 10 Ablaufprotokoll PCR Adipoq-Cre/ERT2  
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Reagenz 
 

Rezept 
 

TAE-Puffer Tris  
EDTA-Na2-Salz  
Essigsäure   

Gel 2g Agarose  
100 ml Wasser  
5 μl Gelfarbe 

Tabelle 11 Reagenzien für die PCR  

 

3.2.19 Elektrophorese  
 
Das Gel für die Elektrophorese wird nach Rezept und Anleitung zubereitet und 

gegossen. Wenn dies ausgehärtet ist, werden die aus dem PCR-Gerät entnommenen 

Proben in die Geltaschen pipettiert und bei etwa 120 Volt für ca. 1h laufen gelassen. 

 

3.2.20 Visualisierung der Bande  
 
Um die Banden der PCR zu visualisieren wurde dem Gel ein Nukleinsäurefärbemittel 

zugefügt. So werden die DNA-Banden mithilfe eines Gelimagingsystems unter UV-

Licht sichtbar und mit einer hochauflösenden Kamera fotografiert. 

 
 
3.4 Statistische Auswertung 
 
Die statistische Auswertung der Daten wurde für Gruppen von n= 4-6 absolviert. Dabei 

sind die N-Werte eine Angabe für die Gruppengröße, also die Anzahl analysierter Tiere 

einer Gruppe. Die Ergebnisse wurden dargestellt als Mittelwert ± SEM (Standardfehler 

des Mittelwerts). Die einzelnen individuellen Werte sind in den Balkendiagrammen als 

Punkte dargestellt. 

Der ungepaarte t-Test wurde für den Vergleich zweier Gruppen zueinander genutzt.  

P Werte von < 0,05 wurden als signifikant gewertet. Werte, die mehr als das 1,5-fache  

 

des Quartilsabstandes außerhalb des Intervalls lagen, wurden als Ausreißer 

angesehen und sind daher nicht mit in die Statistik eingeflossen. Um die Graphen zu 

generieren und die statistische Analyse durchzuführen wurde das Programm 

GraphPad Prism 9.0.1 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) verwendet. 
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Ergebnisse 
 

4.1 Ergebnisse der PCR 
 
Die PCR-Analysen wurden mit Ohrlochungsmaterial der Maus absolviert. Sie 

ermöglichten die eindeutige Genotypisierung der Mäuse. In den folgenden 

Abbildungen (13 und 14) sind exemplarisch zwei der durchgeführten PCR-Analysen 

dargestellt. Jede Spalte repräsentiert dabei das Ergebnis von einer einzelnen 

untersuchten Maus. Die Mäuse, bei denen nur eine Bande erscheint (Abbildung 10), 

besitzen einen homozygoten Genotyp (Cre -/-). Dahingegen entsprechen die zwei 

übereinanderliegenden Banden dem Vorliegen eines heterozygoten (Cre +/-) 

Genotyps. 

Es wurden zwei verschiedene PCR-Protokolle verwendet (s.o.). Eins diente dem 

Nachweis bzw. Vorliegen eines Cre+ Genotyps, das andere sollte das Vorliegen eines 

flox/flox Genotyps belegen. 

Der heterozygote Genotyp (Abbildung 13) entspricht dabei einem Cre positiven 

Genotyp. Es konnte somit dargestellt werden, ob die Tochtergeneration, die Mäuse 

die für diese Arbeit verwendet wurden, das Gen für die Rekombinase (Cre) vererbt 

bekommen haben (heterozygote) oder nicht. Somit kamen diese dann entweder für 

Kontrollgruppen oder Experimentalgruppen bei der darauffolgenden Western Blot-

Analyse infrage. Außerdem wurden die Mäuse mit beiden Floxallelen identifiziert. 
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Abb. 13 Genotypisierung mittels PCR mit dem Protokoll für den Nachweis der Cre 
Rekombinase. Die Banden in den untersten rechten Spalten stellen den DNA-Marker dar, 

welcher eine Spannbreite von 50-1.000 Basenpaaren abdeckt. Der Cre+ Genotyp stellt sich 
als Doppelbanden bei 272 bp und 175 bp dar, während die Cre- Mäuse eine Bande bei 175 

bp besitzen; PC: Positive Control; NC: Negative Control (Wildtyp/B6); Blk: Blank (nur Wasser); 

Nummerierung: Tiernummern 
 

 
Abb. 14 Genotypisierung mittels PCR mit dem 
Protokoll für den Nachweis des fl/fl Genotyps. Die 

Banden in der linken Spalte stellt den DNA-Marker dar, 
welcher eine Spannbreite von 50-1.000 Basenpaaren 

abdeckt. Der Nos3 flox/flox Genotyp hat eine einzelne 

Bande bei 340 bp PC: Positive Control; NC: Negative 
Control (Wildtyp/B6); Blk: Blank (Wasser); 

Nummerierung: Tiernummern 
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4.2 Western Blot Ergebnisse 
 

4.2.1 Allgemein 
 
Für die Analyse der Western Blots wurden sowohl die einzelnen Gewebetypen 

gruppiert als auch die Mäuse dem Geschlecht nach zugeordnet. Dementsprechend 

finden sich Graphen, welche die Veränderungen der eNOS-Expression in weiblichen 

(w) und männlichen (m) Mäusen gleichermaßen dokumentieren. In den Western Blots 

wurde als Vergleichsgruppe zur Cre+ Maus mit Tamoxifeninjektion (NOS3fl/fl Adipoq-

Cre+ +T) die Cre- Maus mit Tamoxifeninjektion (NOS3fl/fl Adipoq-Cre- +T) gewählt. Hier 

(Cre- +T) sollte also kein KO trotz einer Injektion von Tamoxifen stattgefunden haben, 

weswegen der Wert für eNOS als 1 oder 100% angenommen wird. Das Gen ist folglich 

noch vorhanden und wird exprimiert.  

 

Als weitere Vergleichs-/Kontrollgruppe wurden Mäuse mit einem globalen (alle Zellen 

betreffend) eNOS-KO (GKO) hinzugezogen, die in keinem der Gewebe eNOS 

exprimieren sollen. Bei Ihnen ist dementsprechend ein Wert von 0 (%) zu erwarten. 

Diese beiden Gruppen sind in allen der Blots dargestellt. Es war zudem auch möglich 

für einige der Blots ein paar weitere Vergleichsgruppen als Kontrollen hinzuzuziehen. 

Dazu gehören die Wildtypmaus; die Cre- Maus ohne Tamoxifeninjektion (NOS3fl/fl 

Adipoq-Cre- -T), die Cre+ Maus ohne Tamoxifeninjektion (NOS3fl/fl Adipoq-Cre+-T) und 

die GKO-Maus (siehe Anhang). Allerdings sind für diese Arbeit die Cre- und Cre+ Maus 

mit Tamoxifeninjektion von zentralem Interesse, daher werden die weiteren 

Vergleichsgruppen im Anhang ergänzend dargestellt. Außerdem standen für die 

Menge an durchgeführten Experimenten aus den anderen Vergleichsgruppen nicht 

genügend Tiere zur Verfügung. Bei den meisten der Blots gab es je 5-6 

Repräsentantenmäuse für die 2 relevanten Gruppen (NOS3fl/fl Adipoq-Cre-+T; NOS3fl/fl 

Adipoq-Cre++T). Diese sind als farbige Punkte in den einzelnen Balken dargestellt. Die 

Balkenhöhe der Graphen repräsentiert demnach den gemittelten Wert der relativen 

eNOS-Expression. Sie stellt die links von Ihnen abgebildeten Ausschnitte der Western 

Blots, welche ihre Analyse am präzisesten bildlich widerspiegeln, dar. Das für diese 

Arbeit relevante Ergebnis ist das Verhältnis der Gruppen NOS3fl/flAdipoq-Cre++T und 

NOS3fl/flAdipoq-Cre-+T zueinander, so dass auch nur sie im ungepaarten t-Test 

miteinander verglichen wurden.  
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4.2.2 Braunes Fettgewebe (BAT) 
 
 
 

 
Abb. 15 eNOS-Expression im BAT der männlichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. 

BAT wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/fl Adipoq-Cre- (Cre-+T), NOS3fl/fl 

Adipoq-Cre+ (Cre++T), sowie den GKO-Mäusen isoliert und die eNOS-Expression mittels 

Western-Blot analysiert. 

In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre-+T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment. 

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse der 5 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben. ns, nicht signifikant  

 

In der Cre+ Gruppe kann im Verhältnis zur Cre- Gruppe im BAT kein signifikanter 

Unterschied in der relativen Expression von eNOS bei männlichen Mäusen festgestellt 

werden (Abbildung 15). Eine geringfügige Streuung der Werte ist zu beobachten. 
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Abb. 16 eNOS-Expression im BAT der weiblichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. BAT 

wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/flAdipoq-Cre- (Cre-+T), NOS3fl/flAdipoq-Cre+ 

(Cre++T), sowie den globalen eNOS-Knockout-Mäusen (GKO) isoliert und die eNOS-

Expression mittels Western Blot analysiert. 

In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre-+T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment. 

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse aus 6 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben. ns, nicht signifikant;  

 

 

Analog zu den Ergebnissen der männlichen Mäuse ist im braunen Fettgewebe der 

weiblichen Mäuse kein signifikanter Unterschied in der Expression von eNOS zu 

verzeichnen (Abbildung 16). Hier ist die Streuung etwas breiter. 
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4.2.3 Epididymales Fettgewebe (eWAT) 
 
 

 
Abb. 17 eNOS-Expression im eWAT der männlichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. 

eWAT wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/flAdipoq-Cre- (Cre-+T), 

NOS3fl/flAdipoq-Cre+ (Cre++T), sowie den globalen eNOS-Knockout-Mäusen (GKO) isoliert 

und die eNOS-Expression mittels Western Blot analysiert. 

In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre- +T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment. 

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse aus 7 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben. ns, nicht signifikant 
 

 

 

Die Ergebnisse der Quantifizierung zeigen eine tendenzielle Reduktion der eNOS 

Expression im eWAT der männlichen Mäuse (Abbildung 17). Diese ist in der relativen 

Skalierung bei etwa 40% geringer für die Cre+ Mäuse im Verhältnis zu den Cre- 

Mäusen. Das Ergebnis ist jedoch aufgrund der breiten Streuung statistisch nicht 

signifikant.  
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Abb. 18 eNOS-Expression im eWAT der weiblichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. 

eWAT wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/flAdipoq-Cre- (Cre-+T), 

NOS3fl/flAdipoq-Cre+ (Cre++T), sowie den globalen eNOS-Knockout-Mäusen (GKO) isoliert 

und die eNOS-Expression mittels Western Blot analysiert. 

In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre- +T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment. 

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse aus 6 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben * P<0,05. 

 

Die eNOS-Expression im eWAT bei weiblichen Mäusen ist in der Experimentalgruppe 

(Cre+) im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich reduziert (Abbildung 18). Die relative 

Reduktion beträgt mehr als 50%. Trotz einer gewissen Streuung der Werte ist das 

Ergebnis signifikant. 
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4.2.4 Inguinales weißes Fettgewebe (iWAT) 
 
 

 
Abb. 19 eNOS-Expression im iWAT der männlichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. 

iWAT wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/flAdipoq-Cre- (Cre-+T), 

NOS3fl/flAdipoq-Cre+ (Cre++T), sowie den globalen eNOS-Knockout-Mäusen (GKO) isoliert 

und die eNOS-Expression mittels Western-Blot analysiert. 

In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre- +T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment. 

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse aus 7 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben. **** P<0,0001.  

 

Im Western Blot in Teilabbildung A zeigt sich eine deutliche Reduktion der Expression 

von eNOS im inguinalen Fettgewebe der männlichen Mäuse (Cre++T) im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (Cre-+T). Dieses Ergebnis bestätigt sich in der Statistischen Analyse, 

welche eine Reduktion auf etwa 40% des Vergleichswertes ergibt (Abbildung 19 B). 

Dieses Ergebnis ist statistisch signifikant. 
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Abb. 20 eNOS-Expression im iWAT der weiblichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. 

iWAT wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/flAdipoq-Cre- (Cre-+T), 

NOS3fl/flAdipoq-Cre+ (Cre++T), sowie den globalen eNOS-Knockout-Mäusen (GKO) isoliert 

und die eNOS-Expression mittels Western Blot analysiert.  

In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre- +T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment. 

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse aus 6 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben. **** P<0,0001.  
 

 

 

Wie die Abbildung des Western Blots (Teilabbildung A) repräsentiert, ist im inguinalen 

Fettgewebe der weiblichen KO-Mäuse eine deutliche und ebenfalls signifikante 

Reduktion der eNOS-Expression festzustellen (Abbildung 20). Der Wert für die relative 

Expression in der statistischen Auswertung ist auf etwa 25% des Vergleichswertes 

gesunken. Das Ergebnis ist wiederum analog zu den Ergebnissen aus den 

Experimenten mit den männlichen Mäusen.  
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4.2.5 Perivaskuläres Fettgewebe (PVAT) 
 
 

 
Abb. 21 eNOS-Expression im PVAT der männlichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. 

PVAT wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/flAdipoq-Cre- (Cre-+T), 

NOS3fl/flAdipoq-Cre+ (Cre++T), sowie den globalen eNOS-Knockout-Mäusen (GKO) isoliert 

und die eNOS-Expression mittels Western Blot analysiert. 

In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre- +T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment. 

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse aus 6 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben. ns, nicht signifikant  
 
 

Das PVAT der männlichen Mäuse zeigt in den Western Blots kaum einen Unterschied 

in der eNOS-Expression zwischen Experimental- und Kontrollgruppe. In der 

statistischen Auswertung wird zudem nicht das Signifikanzniveau erreicht (Abbildung 

21). Wie aus der Teilabbildung B hervorgeht, ist auch die Streuung der Werte relativ 

breit und inkonstant.  
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Abb. 22 eNOS-Expression im PVAT der weiblichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. 

PVAT wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/flAdipoq-Cre- (Cre-+T), 

NOS3fl/flAdipoq-Cre+ (Cre++T), sowie den globalen eNOS-Knockout-Mäusen (GKO) isoliert 

und die eNOS-Expression mittels Western Blot analysiert. 

In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre- +T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment. 

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse aus 6 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben. ns, nicht signifikant 
 

 

Grafisch verzeichnet sich im PVAT der weiblichen Mäuse eine geringfügige Reduktion 

der eNOS-Expression (Abbildung 22) in der Experimentalgruppe auf etwa 80%. Diese 

weist jedoch keine statistische Signifikanz auf. Analog zu den Ergebnissen aus den 

Experimenten mit männlichen Mäusen ist auch hier für das PVAT eine breitere 

Streuung der Ergebnisse zu verzeichnen. 
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4.2.6 Mesenterial-arterielles Perivaskuläres Fettgewebe (m-PVAT) 
 

 
Abb. 23 eNOS-Expression im m-PVAT der männlichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. 

MA-PVAT wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/flAdipoq-Cre- (Cre-+T), 

NOS3fl/flAdipoq-Cre+ (Cre++T), sowie den globalen eNOS-Knockout-Mäusen (GKO) isoliert 

und die eNOS-Expression mittels Western Blot analysiert. 

In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre- +T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment. 

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse aus 5 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben ** P=0,0035. 

 

Im PVAT der mesenterialen Arterie bei männlichen Mäusen ist ein Rückgang der 

eNOS-Expression auf etwa 50% des Vergleichswertes zu beobachten (Abbildung 23). 

Das Ergebnis weist trotz einer gewissen Streuung der Werte eine deutliche statistische 

Signifikanz auf. Der abgebildete Western Blot (Teilabbildung A) stellt dies 

exemplarisch dar. 
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Abb. 24 eNOS-Expression im m-PVAT der weiblichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. 

MA-PVAT wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/flAdipoq-Cre- (Cre-+T), 

NOS3fl/flAdipoq-Cre+ (Cre++T), sowie den globalen eNOS-Knockout-Mäusen (GKO) isoliert 

und die eNOS-Expression mittels Western-Blot analysiert. 

In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre- +T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment. 

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse aus 5 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben. ns, nicht signifikant; ** P=0,0035. 
 

 

Im Western Blot (Teilabbildung A der Abbildung 24) des M-PVAT weiblicher Mäuse ist 

eine deutliche Reduktion der eNOS-Expression im Vergleich zur Experimentalgruppe 

zu erkennen. In der statistischen Auswertung mehrerer Vergleichsgruppen zeigt sich 

eine relative Reduktion, welche etwa 75% entspricht und zudem hochsignifikant ist.  
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4.2.7 Aorta 
 
 

 
Abb. 25 eNOS-Expression in der Aorta der männlichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. 

Die Aorta wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/flAdipoq-Cre- (Cre-+T), 

NOS3fl/flAdipoq-Cre+ (Cre++T), sowie den globalen eNOS- Knockout-Mäusen (GKO) isoliert 

und die eNOS-Expression mittels Western Blot analysiert. 

In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre- +T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment. 

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse aus 6 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben. ns, nicht signifikant 
 

Die Expression von eNOS in der Aorta bei männlichen KO-Mäusen hat sich im 

Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant verändert (Abbildung 25). Es finden sich 

sowohl nach oben als auch nach unten wenige Ausreißer, welche sich jedoch in 

Gesamtbetrachtung gegenseitig zu einem Ausgleich führen. 
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Abb. 26 eNOS-Expression in der Aorta der weiblichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. 

Die Aorta wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/flAdipoq-Cre- (Cre-+T), 

NOS3fl/flAdipoq-Cre+ (Cre++T), sowie den globalen eNOS-Knockout-Mäusen (GKO) isoliert 

und die eNOS-Expression mittels Western Blot analysiert. 
In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre- +T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment. 

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse aus 6 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben. ns, nicht signifikant  

 

Wie bereits bei den männlichen Mäusen zu beobachten, zeigen die weiblichen KO-

Mäuse keine signifikante Reduktion der eNOS-Expression in der Aorta (Abbildung 26). 

Die Streuung der Werte in der Cre+ Gruppe ist groß. Der gezeigte Blot für die Cre+ 

Gruppe, deutet eine Reduktion der eNOS-Expression an. Anhand der β-Tubulin-

Bande lässt sich jedoch vermuten, dass dies auf eine geringere Proteinladung 

zurückzuführen ist. 
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4.2.8 Leber  
 

 

 
Abb. 27 eNOS-Expression in der Leber der männlichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. 

Die Leber wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/flAdipoq-Cre- (Cre-+T), 

NOS3fl/flAdipoq-Cre+ (Cre++T), sowie den globalen eNOS-Knockout-Mäusen (GKO) isoliert 

und die eNOS-Expression mittels Western Blot analysiert. 

In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre- +T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment. 

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse aus 6 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben. ns, nicht signifikant 

 

Die relative eNOS-Expression in der Leber männlicher Mäuse ist für die Cre+ Gruppe 

nach der Tamoxifeninjektion nicht signifikant verändert (Abbildung 27). Dies wird durch 

den Western Blot repräsentativ abgebildet (Teilabbildung A). Hier hat folglich kein KO 

stattgefunden.  
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Abb. 28 eNOS-Expression in der Leber der weiblichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. 

Die Leber wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/flAdipoq-Cre- (Cre-+T), 

NOS3fl/flAdipoq-Cre+ (Cre++T), sowie den globalen eNOS-Knockout-Mäusen (GKO) isoliert 

und die eNOS-Expression mittels Western Blot analysiert. 

In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre- +T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment. 

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse aus 6 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben. ns, nicht signifikant 
 

Die relative eNOS-Expression im Lebergewebe weiblicher Cre+ Mäuse ist nicht 

signifikant zur Kontrollgruppe verändert (Abbildung 28). Der Western Blot bildet dieses 

Ergebnis repräsentativ ab (Teilabbildung A). 
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4.2.9 Gehirn 
 
  

 
Abb. 29 eNOS-Expression im Gehirn der männlichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. 

Das Gehirn wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/flAdipoq-Cre- (Cre-+T), 

NOS3fl/flAdipoq-Cre+ (Cre++T), sowie den globalen eNOS- Knockout-Mäusen (GKO) isoliert 

und die eNOS-Expression mittels Western Blot analysiert. 

In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre-+T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment.  

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse aus 5 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben. ns, nicht signifikant 

 

Wie der Western Blot in Teilabbildung A darstellt, ist die relative eNOS-Expression im 

Gehirn der männlichen Cre+ Mäuse im Mittel unverändert zu jener der Cre- Mäuse 

(Abbildung 29). Der Unterschied in der Expression ist auch statistisch gesehen nicht 

signifikant. 
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Abb. 30 eNOS-Expression im Gehirn der weiblichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. 

Das Gehirn wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/flAdipoq-Cre- (Cre-+T), 

NOS3fl/flAdipoq-Cre+ (Cre++T), sowie den globalen eNOS-Knockout-Mäusen (GKO) isoliert 

und die eNOS-Expression mittels Western Blot analysiert. 

In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre- +T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment. 

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse aus 6 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben. ns, nicht signifikant 
 

 

 

Die relative eNOS-Expression ist im Gehirn weiblicher Mäuse, wie bereits bei den 

männlichen Mäusen beobachtet werden konnte, in der Experimentalgruppe nicht 

reduziert (Abbildung 30). Der Western Blot (Teilabbildung A) spiegelt selbiges 

Ergebnis wider. Im Gehirn hat bei den Cre+ Mäusen mit einer Tamoxifeninjektion 

folglich kein eNOS KO stattgefunden. 
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4.2.10 Herz 
 
 

 
Abb. 31 eNOS-Expression im Herz der männlichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. 

Das Herz wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/flAdipoq-Cre- (Cre-+T), 

NOS3fl/flAdipoq-Cre+ (Cre++T), sowie den globalen eNOS-Knockout-Mäusen (GKO) isoliert 

und die eNOS-Expression mittels Western Blot analysiert. 

In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre-+T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment. 

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse aus 6 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben. ns, nicht signifikant 
 

 

 

Im Herzgewebe männlicher Mäuse lässt sich sowohl in der Quantifizierung 

(Teilabbildung B) als auch im Western Blot (Teilabbildung A) kein signifikanter 

Unterschied der relativen eNOS-Expression feststellen (Abbildung 31). Es hat 

demnach kein KO von eNOS stattgefunden. 
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Abb. 32 eNOS-Expression im Herz der weiblichen Mäuse im Alter von 8 – 10 Wochen. Das 

Herz wurde aus den mit Tamoxifen behandelten NOS3fl/flAdipoq-Cre- (Cre-+T), 

NOS3fl/flAdipoq-Cre+ (Cre++T), sowie den globalen eNOS-Knockout-Mäusen (GKO) isoliert 

und die eNOS-Expression mittels Western Blot analysiert. 

In jedem Versuch wurde die eNOS-Expression auf die des β-Tubulins normiert und zur 

Berechnung der relativen eNOS-Expression der normierte Wert der Cre- +T-Maus auf 1,0 

festgelegt. Teilabbildung A zeigt Ausschnitte aus einem repräsentativen Experiment. 

Teilabbildung B stellt die Quantifizierungsergebnisse aus 6 Experimenten dar. Die Daten sind 

als Mittelwert ± SEM angegeben. ns, nicht signifikant 

 

Die relative Expression von eNOS im Herzgewebe der weiblichen KO-Mäuse ist wie 

auch bei den männlichen Mäusen nicht signifikant verändert (Abbildung 32). Die im 

Vergleich zu den Cre- Mäusen grafisch sichtbare Erhöhung in Teilabbildung B kommt 

aufgrund eines Ausreißers nach oben zustande, ist in der Statistik jedoch nicht 

signifikant.  
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4.3 Körpergewicht 
 
 
Die nachfolgende Abbildung (Abb. 33) zeigt die Messungen der Körpergewichte der 

Mausgruppen im Vergleich. Hier lassen sich keine relevanten Unterschiede feststellen. 

Im Durchschnitt liegt das Körpergewicht der männlichen Tiere bei ca. 27 Gramm und 

das der weiblichen Mäuse bei etwas über 20 Gramm. 

 

 
Abb. 33 Körpergewicht der männlichen (A) und weibliche (B) Mäuse. Angaben in Gramm  

 

 

 
4.4 Gewebe 
 
 
Die Gewichte der einzelnen Gewebe gemittelt und aufgeteilt in die 

Geschlechtergruppen wurden ebenfalls ermittelt. Dies diente zum einen der Kontrolle 

und Entdeckung etwaiger Unregelmäßigkeiten. Zum anderen sollte somit eine 

Standardisierung erfolgen, sodass nur Mäuse ähnlicher Reife, und somit ähnlicher 

Organausbildung miteinander verglichen werden. Außerdem war es so möglich, 

eventuelle Unterschiede v.a. hinsichtlich des Fettgewebes der Experimental- und 

Kontrollgruppen zu erfassen und gegebenenfalls deren Ursprung zu diskutieren. 
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Die folgenden Tabellen geben die Gewichtsmessungen der einzelnen Organgewebe 

direkt nach deren Entnahme wider. Sie zeigen, dass die Gewebe im Durchschnitt 

gleiche bzw. vergleichbare Werte aufweisen. In der statistischen Analyse waren die 

Unterschiede nicht signifikant. Wie aus der Tabelle 12 hervorgeht, konnten für die 

Messungen der weiblichen Mäuse der GKO-Gruppe jeweils nur ein Tier als Vergleich 

genutzt werden. Die Werte sollten lediglich als grobe Orientierung und Dokumentation 

etwaiger großer Unregelmäßigkeiten bzw. zur Feststellung möglicher bereits 

makroskopisch erkennbarer Unterschiede oder Tendenzen dienen. Systematische 

Unterschiede der Gruppen zueinander konnten allerdings nicht festgestellt werden. 

 

 
 

Cre- +T (n=4) Cre+ + T (n=6) Global KO (n=1) 

iWAT (mg) 193,9 (±19,84) 170,4 (± 29,95) 136 (± 0) 

eWAT (mg) 303,6 (± 50,17) 193,4 (± 40,32) 136 (± 0) 

BAT (mg) 58,35 (± 11,59) 43,58 (± 2,83) 33 (± 0) 

Gehirn (mg) 463,1 (± 53,59) 445,7 (± 15,48) 418 (± 0) 

Herz (mg) 132,8 (±19,86) 113,2 (± 4,8) 117 (± 0) 

Leber (g) 0,89 (± 0,047) 1,085 (± 0,039) 1,039 (± 0) 

Tabelle 12 Gewichte der Organe von weiblichen Mäusen. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM 
 

 
 

Cre- +T (n=4) Cre+ + T (n=4) Global KO (n=2) 

iWAT (mg) 225,3 (± 13,5) 252,6 (± 28,8) 133 (± 11,0) 

eWAT (mg) 273,6 (± 16,23) 307,1 (± 53,61) 202 (± 2,0) 

BAT (mg) 74,4 (± 9,325) 68,15 (± 4,751) 40,5 (± 4,5) 

Gehirn (mg) 455 (± 8,95) 476,1 (± 4,25) 456 (± 4,0) 

Herz (mg) 143,2 (± 5,37) 164 (± 7,4) 153,5 (± 11,5) 

Leber (g) 1,581 (± 0,064) 1,501 (± 0,061) 1,496 (± 0,07) 

Tabelle 13 Gewichte der Organe von männlichen Mäusen. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM  
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Diskussion  
 

5.1 Einführung 
 
Adipositas wird als Epidemie des 21. Jahrhunderts beschrieben. Sie hat viele relevante 

gesundheitliche Konsequenzen, wie die Entstehung chronischer Erkrankungen und 

Folgeerkrankungen (z.B. Hypertonie, Diabetes mellitus, koronare Herzerkrankungen 

etc.). Es ist eine große Herausforderung unserer Zeit die Konsequenzen, aber 

insbesondere die Ursachen zu bekämpfen. Dafür ist es von zentraler Bedeutung die 

genauen pathophysiologischen Mechanismen und Zusammenhänge zu verstehen, um 

Angriffspunkte für mögliche Therapien ausfindig zu machen. 

Das Fettgewebe nimmt als Regulationsorgan im Rahmen kardiovaskulärer 

Gesundheit eine entscheidende Funktion ein (Oikonomou and Antoniades, 2019). Da 

die von ihm sezernierten Hormone und Zytokine sowohl metabolische als auch 

immunologische Effekte erzielen (Torres et al., 2019), bietet es in diesem Kontext 

einen potentiellen therapeutischen Angriffspunkt. 

 

In der Vergangenheit hat es einige Untersuchungen zur Rolle der endothelialen NO-

Synthase im oben genannten Kontext gegeben. Man weiß bereits, dass sie durch das 

von ihr produzierte NO in vielerlei Hinsicht einen Beitrag zum Schutz der Gefäße bietet. 

Dazu gehört der protektive Effekt auf die Intima durch seine antihypertensive, 

antithrombotische und antiatherosklerotische Wirkung (Förstermann et al., 2017). 

 

Gegenstand der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit ist der Nachweis und die 

Charakterisierung einer Reduktion der eNOS-Expression im Modell der induzierbaren 

Adipozyten-spezifischen-eNOS-Knockout Mäuse. Zur Analyse dieses Sachverhaltes 

wurden etablierte Laborverfahren wie die PCR-Analyse und der Western Blot genutzt. 

Es wurde ein Mausmodell mit einer induzierbaren Form der Rekombinase gewählt, um 

eine örtliche (gewebespezifische) und zeitliche Kontrolle des Knockouts gewährleisten 

zu können. Das Ziel war das gewebespezifische eNOS-KO genauer zu 

charakterisieren. Dies impliziert seine Spezifität in Bezug auf das Fettgewebe. Des 

weiteren seine Selektivität bezogen auf die verschiedenen Arten von Fettgewebe und 

das Ausmaß, also die Effektivität des KOs, das im Vergleich zu einem globalen bzw. 

keinem KO erreicht werden kann. 
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Sowohl die Quantifizierung der Western Blots für die männlichen als auch die 

weiblichen KO-Mäuse zeigen eine signifikante Reduktion der relativen eNOS-

Expression in einigen der untersuchten Gewebetypen. Dies trifft in einem relevanten 

Maß auf die untersuchten Fettgewebe zu. Hier konnte vor allem im eWAT, iWAT und 

m-PVAT ein solches signifikantes Ergebnis belegt werden. Für die anderen Adipozyten 

enthaltenden Gewebe wie das BAT und auch das PVAT der Aorta war keine 

signifikante Reduktion zu verzeichnen.  

 

 

 

5.2 Spezifität des Modells 
 

Das eNOS-KO mittels Adipo-Cre/ERT2 ist ein Mausmodell mit einer sehr hohen 

Gewebespezifität  

 

Die Spezifität beschreibt die Genauigkeit bzw. Zielgerichtetheit des eNOS-KOs in 

Adipozyten, ohne dass es in den anderen Gewebetypen zu einem KO kommt. 

Die generierten Daten und Ergebnisse lassen hierzu eine sehr eindeutige und klare 

Aussage zu. In keinem der Organe außerhalb des Fettgewebes konnte ein KO von 

eNOS beobachtet werden (Abb. 25-32). Das heißt die eNOS-Expression ist in Nicht-

Adipozyten Zellen wie dem Gehirn, der Leber, dem Herz und der Aorta im Vergleich 

zur Kontrollgruppe unverändert.  

Es ist daher von einer sehr hohen Gewebespezifität auszugehen.  

 

In unserem Modell haben wir zur Insertion des Rekombinase-Transgens die 

Promotorregion des Adiponektin-Gens gewählt. Diese wird ausschließlich in 

Adipozyten aktiviert, was die hohe Spezifität erklärt (Das et al., 2001). Zu demselben 

Ergebnis kommen auch andere Untersuchungen, die eine adipozyten-spezifische 

Aktivität der Cre/ERT2 getestet haben. Auch in diesem Modell konnte keine ektope 

Rekombinaseaktivität beobachtet werden (Sassmann et al., 2010). 
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5.3 Selektivität des Modells 
 

Das induzierbare Adipozyten-spezifische KO-Modell weist eine vornehmlich die 

weißen Adipozyten betreffende Selektivität auf. 

 

Ein KO ließ sich nicht in allen Adipozyten bzw. Fettgeweben beobachten. Ursächlich 

dafür kann eine die Adipozyten betreffende unterschiedliche Selektivität sein. Dies 

würde zu der Feststellung passen, dass die Adipozyten je nach Lokalisierung oder 

Fettgewebstyp (siehe BAT, eWAT, iWAT, PVAT etc.) andere genetische 

Expressionsmuster besitzen.  

So ist es sehr wahrscheinlich, dass der gewählte Promotor nicht in allen Adipozyten 

gleichermaßen aktiviert ist und daher auch im Zuge der Aktivierung bzw. Transkription 

der Rekombinase nicht als solcher detektiert wird. Diese These wird durch die Studien 

von Fu et al. und Fujimoto et al. untermauert. Hier wurden für das Adiponektin 

unterschiedliche Expressionslevels in braunen und weißen Adipozyten nachgewiesen. 

So wird es z.B. im BAT in geringerer Menge exprimiert als im WAT (Fu et al., 2007, 

Fujimoto et al., 2005).  

Dies erklärt, warum vor allem im BAT kaum ein KO von eNOS zu beobachten war. 

Das KO-Modell weist demnach das WAT betreffende Selektivität auf.  

Zu diesem Ergebnis kam eine andere Forschungsgruppe, die die Rekombination nach 

Einführung der fusionierten Cre mit dem ERT2 unter der Kontrolle des 

Adiponektinpromotors dokumentiert hat. Hier betrug die maximal erreichte 

Rekombinationsrate im BAT ca. 15%, während andere Organe und Gewebe keinerlei 

Rekombination vorwiesen (Sassmann et al., 2010). 

Es können folglich im Hinblick auch zukünftige Untersuchungen mit diesem Modell 

hinsichtlich der Funktion von eNOS im Fettgewebe keine generalisierten Aussagen 

getätigt werden. Sie schließen vor allem Fettgewebe wie das BAT aus. 

 

Wie in den Ergebnissen beschrieben wurde, war im PVAT der Aorta von weiblichen 

Mäusen (Abb.26) eine Tendenz zur Reduktion der eNOS im Vergleich zur 

Kontrollgruppe sichtbar. Diese erreichte jedoch nicht das statistische 

Signifikanzniveau. Es lässt allerdings darauf schließen, dass ein KO zumindest in 

geringem Maß stattgefunden haben muss. 

Daher ist es denkbar, dass eine Reduktion mit statistischer Signifikanz durch eine 

größere Gruppenzahl und einer daraus resultierenden höheren Zahl von 
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Vergleichswerten erreicht werden könnte. Dies wurde im Rahmen der 

Vorveröffentlichung der hier präsentierten Daten durch unsere Forschungsgruppe 

entsprechend getan und konnte belegt werden (Man et al., 2023).  

 

Wie bereits aus der Literaturdiskussion hervorgeht, ist man zu der Erkenntnis 

gekommen, dass die Aorta (v.a. thorakal) größtenteils von BAT umgeben ist. Seine 

Progenitorzellen sind andere als die des WATs (Sassmann et al., 2010, Darlington et 

al., 1998) (Qi et al., 2018). Sie stammen aus den PDGFRα+/Myf5+/- Zellen. Geht man 

folglich davon aus, dass auch die Expression bzw. Aktivität des Adiponektinpromotors 

im PVAT dem BAT ähnelt, erklärt sich aus diesem Zusammenhang die beobachtete 

fehlende bis geringfügige Reduktion von eNOS im PVAT. 

 

Die unterschiedliche Zusammensetzung des t-PVAT im Vergleich zum a-PVAT ist ein 

weiterer Faktor, welcher bei der Bewertung der Ergebnisse zu betrachten ist. Da es 

keine strikte Trennlinie zwischen diesen beiden Abschnitten des PVATs gibt, sondern 

einen fließenden Übergang gibt, ist es denkbar, dass bei der Gewebeaufbereitung 

Anteile der beiden PVATs der Aorta in die Analytik mit eingeflossen sind. Da das t-

PVAT eher aus BAT besteht und das abdominale PVAT aus BAT und WAT würde dies 

erklären, warum das KO nicht in so eindeutigem Ausmaß wie im eWAT oder iWAT 

stattgefunden hat. 

 

Das m-PVAT zeigte, wie bereits das eWAT und iWAT eine im Western Blot eindeutig 

erkennbare und ebenfalls statistisch signifikante Reduktion der eNOS-Expression 

(Abb. 23/24). Dieses Ergebnis unterstreicht und erhärtet die Erkenntnis, dass es sich 

beim m-PVAT um eine Form von WAT handelt (Gálvez-Prieto et al., 2008) und spricht 

des weiteren für die Selektivität in Bezug auf weiße Adipozyten. 
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5.4 Effektivität 
 

Im WAT betrug die durchschnittliche Reduktion der eNOS-Expression 55% und im m-

PVAT 63% 

 

Die Effektivität beschreibt das Ausmaß bzw. den Faktor, um welchen es zu einem KO 

in den einzelnen Zelltypen gekommen ist. Für das braune Fettgewebe ist dies nur 

minimal, da das BAT nicht oder nur in sehr geringem Umfang vom Adipozyten-

spezifischen KO erfasst wurde. Im Gegensatz dazu konnte ein sehr effektives KO in 

den Geweben mit weißen oder beigen Adipozyten beobachtet werden. Hier hat das 

KO bspw. im eWAT eine Reduktion von eNOS um 40 bis 50% betragen (Abb. 17/18). 

Im iWAT war die deutlichste Reduktion mit 60-75% (Abb. 19/20) zu verzeichnen, 

während im m-PVAT die Expression von eNOS sogar um 50-75% reduziert werden 

konnte. 

 

Warum das KO von eNOS im braunen Fettgewebe nicht signifikant und effektiv 

erreicht werden konnte, ist vermutliche auf verschiedene Gründe zurückzuführen. 

Bereits zu Beginn wurde in der Literatur diskutiert, dass das braune Fettgewebe 

anderen Vorläuferzellen entstammt, als die weißen Adipozyten und eine engere 

Verwandtschaft zu den Eigenschaften und damit auch dem Expressionsprofil einer 

Muskelzelle hat (Saely et al., 2012). Daraus ergibt sich die in 5.3 beschriebene 

Selektivität des Modells zugunsten weißer Adipozyten. 

Im PVAT konnte keine effektive Reduktion von eNOS nachgewiesen werden. Im 

Unterschied zum BAT ist visuell in den Ergebnissen der Western Blots hingegen eine 

Reduktion erkennbar. Es wird aufgrund seiner Ähnlichkeit (wie aus 2.3.4 und 5.3 

hervorgeht) mit dem BAT, nicht oder nur in geringem Maß vom KO erfasst. Da in den 

weiteren Untersuchungen unserer Forschungsgruppe jedoch ein KO im PVAT 

nachgewiesen werden konnte (Man et al., 2023), ist zumindest von einer geringeren 

Effektivität des KO im PVAT der Aorta auszugehen. 

 

Im Unterschied dazu ist eNOS im m-PVAT mit 50% bei den männlichen Tieren und 

über 75% bei den weiblichen Tieren deutlich und signifikant reduziert.  

Die Effektivität des eNOS-KOs korreliert demnach vermutlich mit der unterschiedlichen 

prozentualen Gewichtung bzw. Zusammensetzung von braunen und weißen 
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Adipozyten der verschiedenen PVATs (siehe Abb.5) (Pfeifer and Hoffmann, 2015). Je 

höher der Anteil weißer Adipozyten ist, desto effektiver ist das KO in diesem Gewebe. 

Die Ergebnisse stehen daher in Einklang mit den Erkenntnissen über die PVATs und 

deren unterschiedliche Vorläuferzellen und Differenzierungsstimuli, da diese 

wiederum zu verschiedenen genetischen Expressionsmustern (u.a. des Adiponektins) 

führen. Auch die Erkenntnis, dass die Gruppe der PVATs relevante Unterschiede in 

ihrer physiologischen Aktivität aufweisen (van Dam et al., 2017), untermauert diese 

These.  

 

Das Fettgewebe besteht außerdem neben den Adipozyten aus anderen Zellen wie der 

SVF zu denen auch Immunzellen gehören. Ein weiterer Einflussfaktor, der die 

Effektivität des KO bedingt, kann daher auch ein unterschiedliches Verhältnis von 

Adipozyten zu den Zellen der SVF sein. Letztere werden nicht durch das adipozyten-

spezifische KO erfasst (Man et al., 2023). Anzunehmen ist, dass der Grund hierfür 

ebenso in der fehlenden Expression des Adiponektinpromotors liegt. 

 

5.5 Gewicht der eNOS KO-Mäuse 
 

eNOS außerhalb der Adipozyten hat einen entscheidenderen Einfluss auf die 

Regulation des Körpergewichts als die Adipozyten-spezifische eNOS 

 

Eine weitere Frage, welche von großem Interesse für die zukünftigen Untersuchungen 

sein wird, ist unsere Beobachtung, dass die Adipozyten-spezifischen eNOS-KO-

Mäuse bei ein und derselben Diät (HFD) deutlich weniger an Gewicht im Vergleich zu 

Kontrollmäusen ohne KO zunehmen (Man et al., 2023). Es ist anzunehmen, dass 

eNOS nicht nur die diversen bereits diskutierten Aufgaben erfüllt, sondern zudem 

einen prominenten bisher unbekannten Beitrag zur Regulation des Körpergewichts 

leistet. Insbesondere ist die Frage zu klären, inwiefern sich die Rolle von eNOS in den 

Adipozyten von eNOS anderer Zelltypen in Bezug auf die Regulation des 

Körpergewichts unterscheidet und welche genauen molekularen Mechanismen diesen 

zugrunde liegen.  

 

Aus der Literatur geht hervor, dass es bei Mäusen mit einem globalen eNOS KO zu 

einer reduzierten metabolischen Rate und damit einhergehend zu einer stärkeren 

Zunahme von Gewicht kommt (Nisoli et al., 2003). Der Grund dafür ist, dass das von 



 

 89 

eNOS produzierte NO einen Einfluss auf die mitochondriale Biogenese hat. Es führt 

konsekutiv dazu, dass eNOS GKO-Mäuse neben einer reduzierten Mitochondrienzahl, 

einem geringeren Energieumsatz, einer höheren Insulinresistenz und 

Gewichtszunahme auch einen Bluthochdruck entwickeln (Nisoli et al., 2003, Shankar 

et al., 2000, Huang et al., 1995). 

Fasst man die oben genannten Beobachtungen zusammen, lässt sich die These 

aufstellen, dass besonders eNOS außerhalb der Adipozyten der entscheidende Faktor 

für eine Reduktion bzw. Regulation des Körpergewichts ist und Adipozyten-eNOS 

sogar einen gegenteiligen Effekt ausübt. 

Da die von eNOS modulierten bzw. beeinflussten Faktoren für viele prominente bzw. 

prävalente Erkrankungen unserer Gesellschaft (s.o.) eine Rolle spielen, sollte es von 

besonderem Interesse sein, die konkrete Funktion der Adipozyten-eNOS in diesem 

Kontext zu untersuchen.  

Nicht zuletzt gibt es Hinweise auf relevante Unterschiede in der Wirkung von 

adipozyten-spezifischer eNOS und eNOS anderer Gewebe, die im Hinblick auf 

mögliche zukünftige Therapien im Bereich Diabetes mellitus, Bluthochdruck, 

Adipositas und metabolischem Syndrom einen differenzierten und damit effektiveren 

Ansatz zulassen würden.  

Weitere Erkenntnisse dürften außerdem einen fundamentaleren Einblick in die 

Pathogenese dieser und einiger weiterer Erkrankungen bieten und für ein 

umfassenderes Verständnis dieser sorgen. Hier liegt also sehr wahrscheinlich ein 

äußerst wichtiger Baustein für die weitere wissenschaftliche Forschung auf diesem 

Gebiet vor, den man in folgenden Studienmodellen als Objekt unbedingt beachten 

sollte.  
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5.6 Limitationen und Fazit 
 

Für manche der Gewebe, vor allem die Adipozyten enthaltenden Gewebe, mussten 

die Western Blots vielfach wiederholt werden, da die Ergebnisse teilweise inkonstant 

waren. Aus vorherigen Studien ist diese Problematik beim Western Blot mit 

Fettgewebe bereits bekannt. 

Als interne Kontrolle und Vergleichswert beim Western Blot diente das Housekeeping-

Gen ß-Tubulin. In jeder Zelle sollten diese internen Kontrollen in demselben Maß 

vorhanden sein. Ist dies der Fall, bieten sie einen recht zuverlässigen Indikator dafür, 

dass die Ergebnisse für das zu untersuchende Protein (in diesem Fall eNOS) 

vergleichbare Werte liefern. Die Gründe warum die inkonstanten Ergebnisse im 

Western Blot bevorzugt bei den Adipozyten zu beobachten waren, können divers sein.  

 

Bei der BCA-Messung der Fettgewebe war zu beobachten, dass die Konzentrationen 

an Protein deutlich stärker schwankten als bei den anderen Geweben. Zudem gab es 

ein standardisiertes Protokoll für die Verarbeitung und Messung der 

Vergleichsgewebe, allerdings nicht für das Fettgewebe.  

Es ist bekannt, dass die optimale Probenvorbereitung sehr stark abhängig von ihrer 

biologischen Herkunft, dem Gewebe oder zu untersuchenden Zellkompartiment 

variiert (Hnasko and Hnasko, 2015). Obwohl unsere Arbeitsgruppe seit einigen Jahren 

Untersuchungen an Adipozyten unternimmt, scheint die Konstanz der Ergebnisse 

gerade im Western Blot bei diesen Geweben eine Herausforderung darzustellen. 

Bereits die Herstellung des Proteinlysats der Adipozyten enthaltenden Gewebe ist 

aufwändiger und bedarf mehrerer Schritte, im Vergleich zu anderen Geweben. 

 

Ein denkbarer Erklärungsansatz bzgl. der Inkonstanz bei der BCA-Messung, ist die 

durch die Lipide entstehende veränderte Brechung des Lichts. Da die Messung auf 

einer spektrophotometrischen Erkennung der Dunkelheit bzw. Farbe des Proteinlysats 

beruht, ist der Brechindex der zu untersuchenden Substanz eine relevante Größe. Da 

die Referenzwerte und die Standardkurve auf Messungen mit Wasser beruhen, ist dies 

ein nicht zu vernachlässigender Faktor. Auch wenn die Ergebnisse der ß-Tubulin-

Bande nicht vollkommen identische Konzentrationen aufwiesen, habe ich versucht die 

Validität der Ergebnisse für den Vergleich der eNOS-Konzentration durch multiple 

Wiederholungen eine möglichst genaue Annäherung der Werte zu erreichen.  
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Ein weiterer Punkt, der zu bedenken ist, ist der geringe Erfahrungswert, welchen ich 

selbst mit der Methode habe. Vielfach mussten Experimente wiederholt werden, da es 

zu Ungenauigkeiten beim Pipettieren oder Messungen gekommen ist. Die Zeit zum 

Erlernen und auch die Anzahl an verfügbaren Tieren war begrenzt und stellt daher 

auch am Ende der Versuchsreihe eine weitere potenzielle Fehlerquelle dar. Dies wäre 

eine Stellschraube, durch welche sich noch eindeutigere und konstantere Ergebnisse 

(oder mit geringerer Streuung) produzieren ließen. 

Die genannten Nachteile, die die Methode des Western Blots mit sich bringt, bieten 

immer auch Ansatzpunkte für mögliche Optimierungsvorschläge. Es wäre z.B. 

sinnvoll, ein separates Protokoll für die Untersuchungen von Fettgeweben zu 

etablieren, das für eine konstantere und dadurch verlässlichere Datengenerierung 

sorgen könnte. 

 
Zusammenfassend legen die Ergebnisse der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit 

nahe, dass durch das Modell des induzierbaren Adipozyten-spezifischen eNOS-KOs 

eine signifikante und vor allem relevante, sowie spezifische Elimination von eNOS 

vorrangig in den weißen Adipozyten gewährleistet werden kann. 

Die gewonnenen Ergebnisse offenbaren klare Tendenzen und in einigen Fällen 

eindeutige Aussagen zur Gewebeselektivität und Spezifität sowie zur Effektivität, 

welche das KO näher charakterisieren. Sie bieten in diesem Zuge eine gute Grundlage 

für funktionelle Tests.  
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Zusammenfassung 
 
 

Die vorliegende wissenschaftliche Arbeit hat sich mit der Charakterisierung der eNOS-

Expression in verschiedenen Organen und Geweben der Adipozyten-spezifischen 

eNOS-Knockout-Mäuse auseinandergesetzt. 

Mäuse mit gefloxten eNOS-Allelen, sowie Mäuse mit einer fusionierten Cre 

Rekombinase wurden hierfür miteinander verpaart. So entstanden die eNOSfl/fl Cre+ 

Mäuse, welche nach Induktion durch Tamoxifen im Alter von etwa 6 Wochen ein 

adipozyten-spezifisches KO ausbilden sollten.  

 

Die Arbeit hatte sich zum Ziel gesetzt, Aufschluss über die Möglichkeit eines solchen 

KOs oder einer Reduktion der eNOS-Expression zu geben und diese genauer zu 

beschreiben und quantifizieren. In diesem Zuge wurde vor allem ein Augenmerk auf 

die Spezifität, Selektivität sowie Effektivität des Modells gelegt. Zum Vergleich und als 

Kontrolle dienten Mäuse mit einem globalen eNOS-Knockout und Mäuse, welche zwar 

gefloxt waren und eine Tamoxifeninjektion erhielten, jedoch kein Gen für die Cre 

Rekombinase besaßen. Außerdem wurden Gewebe wie das Gehirn, das Herz, die 

Leber und die Aorta auch mittels Western Blot untersucht, um ein ektopes KO 

ausschließen zu können. Zu Beginn der Untersuchung wurde eine PCR-Analyse 

durchgeführt, um die Tiere zu genotypisieren. 

 

Die Experimente haben gezeigt, dass es aufgrund der sehr hohen Gewebespezifität 

des gewählten Promotors nicht zu einem ektopem KO von eNOS gekommen ist. Die 

eNOS-Expressionsniveaus in den Geweben, die kein Fettgewebe sind, entsprachen 

jenen der Mäuse ohne Rekombinase. Demgegenüber stand eine die weißen 

Adipozyten betreffende Selektivität des KO-Modells. Im BAT wie auch im PVAT der 

Aorta konnten jeweils nur sehr geringe und nicht signifikante Unterschiede in der 

eNOS-Expression beobachtet werden. 

 

 

Es wurde darüber diskutiert, wie mögliche Unterschiede in den Gewebetypen 

zustande kommen konnten. Zum Beispiel durch den unterschiedlichen 

Aktivitätszustand des Promotors von Adiponektin und in diesem Zusammenhang auch 

die Entwicklung der Zellen aus verschiedenen Vorläuferzellen. 
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Außerdem konnten bereits durch die Beobachtung der Körpergewichtsentwicklung 

von eNOS-KO-Mäusen im Vergleich zu den Kontrollgruppen Rückschlüsse auf dessen 

Funktion oder Einfluss auf die Regulation des Körpergewichts gezogen werden. 

Die Ergebnisse lassen zu, dass das Modell sehr gut für eine spätere präzise 

Charakterisierung des Einflusses der Adipozyten-spezifischen eNOS auf bestimmte 

kardiovaskuläre sowie metabolische Funktionen und Prozesse, wie z.B. den 

Sauerstoffbedarf, die Glucosetoleranz oder die Relaxationsfähigkeit von Gefäßen, 

genutzt werden kann. Zudem lässt sich hiermit eine Differenzierung zur Funktion von 

eNOS, welche außerhalb der Adipozyten gelegen ist vornehmen und auch 

Rückschlüsse auf dessen Rolle vornehmen.  

 

Die Erkenntnisse, welche durch dieses neue Mausmodell im weiteren Verlauf 

gewonnen werden können, liefern relevante Informationen und daraus resultierende 

Pharmakologische Targets für eine individualisiertere/spezialisiertere und 

zielgerichtetere Therapie vieler v.a. kardiovaskulärer Erkrankungen, welche u.a. mit 

dem metabolischen Syndrom assoziiert sind.  
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Anhang 
 
Originale Blots mit Proben der männlichen Mäuse gefolgt von denen der weiblichen Mäuse 
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