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Einleitung

1 Einleitung

Ubergewicht und Fettleibigkeit haben sich seit 1975 verdreifacht [1]. 2016 waren 39% der Uiber
18-Jahrigen Ubergewichtig und 13% fettleibig [1]. Die Welt-Gesundheitsorganisation (WHO)
macht besonders fett- und zuckerhaltiges, verarbeitetes Essen sowie mangelnde Bewegung
daflr verantwortlich [1]. Wirklich beeindruckend werden die Zahlen erst vor dem Hintergrund,
dass Ubergewicht und Fettleibigkeit Hauptrisikofaktoren fiir Herz-Kreislauf-Erkrankungen,
Diabetes mellitus, chronische Nierenerkrankungen sowie muskuloskeletale Erkrankungen
sind. Diese Erkrankungen sind neben Krebserkrankungen die Haupttodesursachen in den
Industrienationen [1].

Ob es sich bei Ubergewicht und Fettleibigkeit um eine Erkrankung handelt oder ob es
Symptome einer Krankheit sind, ist schwierig zu beantworten. Einig ist sich die Fachwelt aber
darliber, dass es sich bei Ubergewicht und Adipositas um eine weltweite Pandemie handelt,
die unbedingt behandelt werden muss [2].

Optimale Ernahrung ist mit einer erhéhten Lebenserwartung verbunden. Zeitgleich geht mit
chronischen Erkrankungen eine dramatische Erhéhung des Lebenszeitrisikos einher [3].
Dass einfache Kalorienrestriktion und auch kérperliches Training sich positiv auf die
Gewichtsentwicklung sowie andere messbare Koérperfunktionen austben, konnte langst
nachgewiesen werden [4]. Die bariatrische Chirurgie konnte nicht nur das Gewicht reduzieren,
sondern auch die vaskuldre Funktion wieder verbessern [5]. Xia et al. haben in einem
Mausmodell gezeigt, dass bestimmte Nahrungserganzungsmittel einen Einfluss auf die
vaskulare Dysfunktion haben und diese wieder deutlich verbessern [6].

Viele Diaten und Fastenkonzepte koénnen sich zumindest kurzfristig positiv auf das
Korpergewicht auswirken [7]. Oft werden diese Diaten oder Fastenkonzepte mit kérperlichem
Training verbunden und kénnen so die gewilnschten Effekte, wie Gewichtsverlust oder
Verminderung der kardio-vaskularen Risikomarker, steigern [7, 8].

Das intermittierende Fasten ist ein solches Konzept, das immer mehr an Popularitat gewinnt.
Tagliche Fastenphasen von 16 Stunden gefolgt von 8 Stunden der Nahrungsaufnahme
ermdglichen eine Kalorienrestriktion und Gewichtsverlust [7]. Ein positiver Effekt auf den
Stoffwechsel von Blutfetten konnte trotz weiterer Aufnahme von Fetten und Zucker
nachgewiesen werden [8].

In den letzten Jahren ist das perivaskulare Fettgewebe (PVAT) immer mehr in den Fokus der
Forschung gertickt, da das PVAT viele vasoaktive Substanzen produziert und sezerniert und

damit mafRgeblichen Einfluss auf die Gefaltfunktion nimmt [9].
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Mit der vorliegenden Arbeit wurde insbesondere der Einfluss des Fastens auf das
Gefalsystem untersucht. Dabei lag der Fokus im Speziellen auf dem Einfluss des Fastens auf
das PVAT. Im Modellversuch wurden Mause 16 Stunden einer Nahrungskarenz unterzogen,
und die Auswirkungen auf deren Aorta anschlielend im Organbad untersucht. Des Weiteren
wurde versucht mit molekularbiologischen Methoden eine Erklarung fir die beobachteten
Effekte zu finden.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Metabolisches Syndrom

2.1.1  Ubergewicht und Fettleibigkeit

Die WHO definiert Ubergewicht und Fettleibigkeit als UbermaBige oder abnormale
Fettansammlung, die die Gesundheit gefahrden kann.

Als Maleinheit wird der Body-Mass-Index (BMI) (Gewicht in kg geteilt durch die Képergroe
zum Quadrat in m?) zu Hilfe genommen. Ein BMI Uber 25 wird als Ubergewicht definiert und
ein BMI Gber 30 als Fettleibigkeit (Adipositas) [1].

Die Ursachen fiir Ubergewicht sind multifaktoriell. So spielen mangelnde Bewegung,
ungesunde Erndhrungsgewohnheiten, erhdhte Energiedichte in verarbeiteten Lebensmitteln
sowie einfacher und schneller Zugang zu Nahrungsmitteln jeglicher Art eine Rolle [1, 10]. Vor
allem in den reichen Industrienationen sind Ubergewicht und Fettleibigkeit ein wachsendes
Problem [11]. Auch niedrige Kosten flir kalorienreiches aber nahrstoffarmes Essen spielen
eine wichtige Rolle [12]. Lavie et al. postulieren, dass Adipositas zahlreiche nachteilige
Auswirkungen auf den Kreislauf und die kardiovaskulare Struktur und Funktion hat. Adiptse
Patienten entwickeln mit grofierer Wahrscheinlichkeit Bluthochdruck und Kardiomyopathie
und haben ein héheres Schlaganfallrisiko als normalgewichtige Menschen [13].

Da ist es nicht verwunderlich, dass Adipositas das gréfte Gesundheitsproblem der Menschen
in den Industrielandern ist und mit einer erhéhten Pravalenz von metabolischen Erkrankungen
einhergeht [14].

2.1.2 Definition Metabolisches Syndrom

Das Metabolische Syndrom ist ein Komplex aus diversen Erkrankungen, Symptomen und
Laborwerten. Daraus ergibt sich die natirliche Schwierigkeit eine einheitliche Definition zu
bilden. Das ist der Grund, warum viele Fachgesellschaften und Organisationen ihre eigene
Definition des Metabolischen Syndroms haben. Zum Beispiel beschreibt die WHO 1999 das
Metabolische Syndrom als einen pathologischen Zustand, der durch abdominale Adipositas,
Insulinresistenz, Bluthochdruck und Hyperlipidamie gekennzeichnet ist [15]. Die International
Diabetes Federation (IDF) beschreibt 2006 das Metabolische Syndrom in Abhangigkeit vom

Taillenumfang, dem Blutzuckerspiegel, den Serumlipiden und dem Blutdruck [16]. Das
3
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National Cholesterol Education Programm (NCEP) beschreibt das 2005 sehr ahnlich, nur dass
als Taillenumfang ein anderer Wert angegeben wird [17]. Andere Fachgesellschaften haben
auch eigene Definitionen, die aber nicht so im Mittelpunkt stehen. Diese Unterschiedlichkeit
der Definitionen lasst erkennen, dass am Metabolischen Syndrom derzeit noch viel Forschung

betrieben wird.

Im Rahmen der Diskussion um die richtige Definition des Metabolischen Syndroms missen
auch noch weitere Zusammenhange betrachtet werden. Wildman et al. zeigen, dass die
metabolisch gesunden Adipdsen einen grélieren Anteil an den fettleibigen Patienten
ausmachen koénnten als bisher angenommen [18].

Auch ein genetischer Beitrag zur Adipositas-Entwicklung wurde bereits nachgewiesen. Locke
et al. haben 97 Genloci identifiziert, die Auswirkung auf den BMI haben, allerdings sind diese
nicht ausreichend, um die pandemischen Ausmale des Metabolischen Syndroms zu erklaren
[19].

1993 wurde von Despres das abdominelle Fett als ein entscheidendes Symptom des
Metabolischen Syndroms identifiziert [20]. Einige Regulationsmechanismen wie die
Phosphorylierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS), der Proteinkinase B (Akt) oder die
Menge der Nicotinamid-Phosphoribosyl-Transferase (Nampt) im Fettgewebe scheinen einen

grofien Einfluss auf die Dysfunktion des Fettgewebes zu haben [21-23].

2.2 Vaskulare Funktion und Dysfunktion beim Metabolischen

Syndrom

2.2.1 Normale Funktion der eNOS

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein wichtiger lokal wirkender Vasodilatator. Zudem werden ihm
antiinflammatorische und thrombozythenaggregationshemmende Eigenschaften
zugeschrieben, weshalb eine verminderte NO-Bioverfigbarkeit eine wichtige Rolle bei der
Genese der Arteriosklerose spielt [24, 25].

NO wird durch die Reaktionsfreudigkeit mit Sauerstoff schnell inaktiviert, was seine kurze
Halbwertszeit erklart [24]. Aus diesem Grund muss NO lokal produziert werden und wirkt nicht

systemisch.
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Die eNOS st ein auf der Plasmamembran von Endothelzellen exprimiertes Protein, das NO
produziert [26]. Es konnte gezeigt werden, dass die eNOS auch im PVAT zu finden ist [22].
Die eNOS produziert NO in zwei Schritten. Zuerst wird L-Arginin zu N-Hydroxy-L-Arginin
hydroxyliert und in einem zweiten Schritt weiter zu NO und L-Citrullin oxidiert [27]. Ein wichtiger
Punkt bei der Reaktion ist die Ubertragung von Elektronen von Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat (NADPH) auf ein Hammolekill, das als Kofaktor dient [27]. Die
Elektronen werden zur Aktivierung von molekularem Sauerstoff genutzt [27].

Die eNOS kann Calcium-abhangig und Calcium-unabhangig reguliert werden. Calcium-
abhangig erfolgt die Aktivierung der eNOS Uber Stimuli wie Acetylcholin (ACh) oder Bradykinin
[28].

Calcium-unabhangig wird die eNOS Uber Akt vermittelte Phosphorylierung reguliert [26, 29].
Serin"” (Ser'"") wird als die wichtigste Stelle angesehen, an der eNOS phosphoryliert
werden kann und dadurch der Elektronenfluss von NADPH auf das Hammolekul erhéht wird
[30, 31].

Ein weiterer wichtiger Mechanismus ist der laminare Scherstress. Dieser aktiviert die
Phosphorylierung von Serin*”® (Ser*’®) der Akt, was ebenfalls die NO-Produktion Uber
gesteigerte Phosphorylierung von eNOS an Ser'"”, erhoht [23].

Die wichtige vasodilatatorische Wirkung erzeugt NO (ber die Bindung und Aktivierung der
intrazellularen Guanylatzyklase von gatten Muskelzellen in Gefallwanden [24]. Die
konsekutive Erhéhung des intrazellularen zyklischen Guanosin-Monophosphat-Spiegels
(cGMP) flhrt Gber die Aktivierung der Proteinkinase G zur Dephosphorylierung der Myosin-
Leichtketten in glatten Muskelzellen. Die Dephosphorylierung an der Myosin Leichtkette flihrt
zur Entspannung der Muskelzelle. Eine Vasodilatation ist die Folge [24].

Die Regulation der eNOS kann Uber eine Phosphorylierung erfolgen. Einerseits wirkt eine

Phosphorylierung an Ser''"’

, zum Beispiel durch die Akt-Kinase oder die Proteinkinase A,
aktivierend auf die eNOS. Andererseits hemmt eine Phosphorylierung an Threonin*®® (Thr#%°),
zum Beispiel durch die Proteinkinase C das eNOS-Enzym [32].

In einer Studie von Xia et al. wurde im PVAT keine verminderte Expression der eNOS bei

fettleibigen Mausen beobachtet, sondern eine verringerte Phosphorylierung der Ser''’’ [22].
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Abbildung 1 Regulation der eNOS-Aktivitit. Ubernommen aus [32].

2.2.2 Dysfunktion der eNOS im Metabolischen Syndrom

NO ist neben anderen Stoffen unter physiologischen Bedingungen ein wichtiger
vasoprotektiver Faktor. Wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben, hat NO zusatzlich einen hemmenden
Einfluss auf die Thrombozytenaktivitat und die Inflammation im Fettgewebe [28]. Mit diesen
Eigenschaften wirkt es der fir kardiovaskuldre Erkrankungen wichtigen Arteriosklerose
entgegen [28].

Unter anderem durch dauerhafte latente Entziindung des Fettgewebes bei Fettleibigkeit und
Metabolischem Syndrom [33] erhoht sich die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) wie Superoxidanionen und dadurch der Oxidative Stress im Gewebe [28]. Selbst unter
physiologischen Konditionen inaktivieren ROS das NO. Bei erhéhtem Oxidativem Stress steht

weniger NO zur Verflgung als im physiologischen Zustand. Zusatzlich entsteht intrazellular
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Peroxynitrit, welches den Kofaktor Tetrahydrobiopterin (BH4) der eNOS oxidiert [28]. Der
dadurch resultierende Mangel an BH4 entkoppelt die Sauerstoffreduktion der eNOS von der
NO-Bildung. Durch diese Entkopplung produziert das eigentlich vasoprotektive Enzym
Superoxidanionen, welche den Oxidativen Stress weiter steigern [28].

Die eNOS bendtigt als Substrat nur geringe Mengen an L-Arginin. Trotzdem kann ein Mangel
an L-Arginin zu einer verminderten Synthese von NO flihren. Zusatzlich gibt es einen
intrazellularen Recyclingmechanismus, der zusatzlich vor einem L-Arginin-Mangel schiitzt.
Deshalb entsteht unter physiologischen Bedingungen kein L-Arginin-Mangel [32].

Allerdings kann es bei Adipositas zu einer erhdhten Arginase-Expression kommen. Die
Arginasen reduzieren L-Arginin zu Ornithin und Harnstoff [34]. Dadurch kann es zu einem
Mangel an L-Arginin kommen. Xia et al. konnten zeigen, dass bei fettleibigen Mausen
tatsachlich ein Mangel an L-Arginin im PVAT festzustellen war. Durch Zugabe von L-Arginin
und einem Arginase-Hemmer konnte die L-Arginin-Mangel-bedingte GefalRdysfunktion
rickgangig gemacht werden [9, 22].

Diese Mechanismen stellen eine wichtige Pathophysiologie der vaskularen Dysfunktion dar.

2.2.3 Normale Funktion des PVAT

Fast alle BlutgefalRe sind mit PVAT umgeben [35]. Urspriinglich wurde das PVAT nur als
stlitzendes Gewebe angesehen, doch mit der Zeit wurde das PVAT als endo- und parakrin
aktives Organ betrachtet [14, 36-38]. Dies ist ein sehr wichtiger Aspekt vor dem Hintergrund,
dass das PVAT 3% des gesamten Korperfetts ausmacht [14]. Es kann seiner parakrinen
Funktion auf die Gefaliregulation besonders gut nachkommen, da kein trennendes Gewebe
zwischen PVAT und Adventitia liegt [39]. Aufgrund vieler friiherer Berichte scheint es derzeit
unzweifelhaft zu sein, dass es einen Beweis flir eine enge Beziehung zwischen Fettzellen und
BlutgefaRentwicklung gibt [40]. Die Ubersichtsarbeit von Bays et al. veranschaulicht, dass
BlutgefalRzellen und Adipozyten von gemeinsamen mesenchymalen Stammzellen abstammen
[41]. Die parakrine Funktion wurde erstmalig 1991 von Soltis et al. beschrieben [42].
Mittlerweile weil3 man, dass das PVAT den Gefaf3tonus durch diverse Mechanismen endo-
und parakrin reguliert [9]. Mehr als 50 bioaktive Molekiile wie NO, Leptin, diverse Interleukine
oder Tumornekrosefaktor-alpha (TNF alpha) wurden nachgewiesen [22, 43-45]. Die
Biomolekile, die den Gefaltonus beeinflussen nennt man adipocyte derived relaxing factors
(ADRF) [9, 45]. Wahrscheinlich ist auch, dass mehrere dieser ADRF unterschiedlichen

Einfluss auf den Gefaldtonus nehmen [9].
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Das PVAT unterliegt, wie alle Fettgewebe, der Wachstumsregulation durch die
Serin/Threonin-Kinase Mammalian Target of Rapamycin (mMTOR) [46]. mTOR besteht aus
zwei Multiproteinkomplexen. Der zweite Komplex ist durch sein essentielles Regulatorprotein
Rictor gekennzeichnet, das Signale von Wachstumsfaktoren zum Zelliberleben oder
Zytoskelettorganisation integriert [47]. Rictor reguliert auch die Aktivitdt der Akt-Kinase. Es
phosphoryliert Akt an Ser*’®, was die Aktivitat von Akt steigert und so zu einer vermehrten
Phosphorylierung der eNOS an Ser'"’ fiihrt [32, 48]. So reguliert Rictor auch die NO
Produktion. Rictor hat aulterdem einen Einfluss auf die Sekretion von Entziindungsmediatoren
wie Interleukin 6 (IL-6), Macrophage Inflammatory Protein 1 (MIP1) und TNF-alpha [49], worauf

in Kapitel 2.2.4 noch naher eingegangen wird.

Die Akt-Kinase kann nicht nur an Ser*”® durch mTOR phosphoryliert werden, sondern auch
durch die Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase 1 (PDK1) am Threonin®® (Thr’%) [50]. Beide
Phosphorylierungsstellen an Ser*”® und Thr’® zusammen werden als MaB fir die
Phosphorylierung der Akt im Vergleich zur Basalaktivitat genommen [50].

Ein weiterer Regulationspunkt flir das PVAT ist die Nampt [21]. Sie ist das ratenlimitierende
Enzym der Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD") -Biosynthese. Es hat sich gezeigt, dass die
Nampt-abhangige NAD® - Biosynthese dynamisch auf Umwelt- und Ernidhrungsfaktoren
reagiert [51, 52]. Interessant ist es, dass Diat induziertes Ubergewicht (DIO) zu einer
verminderten Nampt-Expression fiihren kann [21]. Der daraus resultierte Mangel an NAD*
fihrt zur Hemmung der NAD*-abhangigen Deacetylase Sirtuin 1 (SIRT1), und dadurch zur

Hemmung der eNOS-Aktivitat aufgrund einer verstarkten Acetylierung [53].

2.2.4 Dysfunktion des PVAT im Metabolischen Syndrom

Ketonen et al. beschreiben 2010, dass Nagetiere, die am Metabolischen Syndrom leiden, die
antikontraktile Wirkung des PVAT verlieren. In ihrem Experiment zeigen sie sogar, dass sich
die Gefalfunktion durch das PVAT verschlechtert [37]. In anderen Studien wurde gezeigt,
dass sich die Gefalfunktion nur verschlechtert, wenn das PVAT an den Gefafl3en belassen
wird [9].

In menschlichen kleinen Arterien geht der antikontraktile Effekt von PVAT bei adipésen
Patienten mit metabolischem Syndrom vollstandig verloren [54]. Greenstein et al. haben in
humanen Glutealarterien nachgewiesen, dass bei gesunden Individuen die PVAT einen Faktor
freisetzt, der die NO-Konzentration im PVAT erhdht. Bei Patienten mit Metabolischen Syndrom

konnte diese vasorelaxierende Wirkung nicht beobachtet werden. Dabei zeigte sich eine
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vergrofRerte Oberflache der Adipozyten im Vergleich zu denen gesunder Individuen [54].
Passend dazu wurde eine verminderte NO-Synthese bei adipdsen Tieren [55] und auch beim
Menschen [56] gefunden. Interessanterweise konnte auch gezeigt werden, dass dieser Effekt
sich durch einen Gewichtsverlust nach bariatrischer Operation riickgangig machen lasst [5].
Einige Studien zeigen, dass eine Entkopplung der eNOS wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, nur
im PVAT stattfindet, nicht aber im Endothel der adipdsen Mause. Ebenso finden sich eine
Verminderung von L-Arginin, eine vermehrte Arginase-Aktivitdt und ein vermindertes
Phosphorylierungsverhaltnis von Ser*”® und Thr®® in Akt [9, 22, 45].

Xia und Li schlagen in ihrem Review-Artikel von 2017 eine Adipositas-Trias (obesity triade) als
pathophysiologisches Modell vor. Sie besteht aus Hypoxie, Inflammation und oxidativem
Stress im PVAT [9]. Die Hypoxie resultiert aus einem Mangel an kapillaren Blutgefafen in den
bei adipésen Patienten vergroRerten Adipozyten. Aus der Hypoxie resultiert eine
Entziindungsreaktion im Fettgewebe mit einem Anstieg der Zytokine wie TNF-alpha und IL-6
[54]. Diese Zytokine verursachen dann eine Einwanderung von Makrophagen [54], welche die
Entziindungsreaktion weiter antreiben und die Aktivitat der NADPH-Oxidasen im PVAT
erhdhen [9, 57]. NADPH-Oxidasen produzieren Superoxidanionen. In Kombination mit einer
Reduktion an Superoxiddismutasen (SOD) erhdht sich auch der oxidative Stress in PVAT [9,
58]. So entsteht im PVAT von adipdsen Individuen ein Teufelskreis, bei dem vermehrter
oxidativer Stress zu mehr Inflammation fihrt und die wiederum Oxidativen Stress hervorruft
[22]. Adipositas fihrt nicht nur zu einer Dysfunktion des PVAT sondern sorgt auch flr eine
Entkopplung der eNOS [9].



Literaturdiskussion

* Adipocyte size T
* Capillary density J
* Angiogenesis |

\

B rtarmaton

« Cytokines 1 ) - noPH oxidase 1
* Chemokines T * Antioxidant enzymes |,
* Macrophage infiltration ™ * Antioxidants |,
N
v v Vv l‘
. Leptin T CSE Arginases P PPARy
W
v L-arginine
Vascular
leptin resistance ¥ v 7 o,” 1 |
eNOS
H,S uncouplng Adiponectin &
| } ' !

PVAT dysfuntion

Abbildung 2 Das Adipositas-Triade-Modell. Ubernommen aus [9].

10



Literaturdiskussion

2.3 Blutwerte beim Metabolischen Syndrom

2.3.1 Serumlipide im Metabolischen Syndrom

Ubergewicht und Fettleibigkeit sind wichtige Ursachen fiir Dyslipidamie [59]. Dyslipidamie
wiederum ist ein Hauptrisikofaktor zur Entwicklung von kardiovaskularen Erkrankungen und
Arteriosklerose [60]. In Folge der Arteriosklerose kommt es zu einer Entziindung der
GefalBRwande [60]. Deshalb stehen Cholesterin und seine Lipoproteine in vielen Definitionen
des Metabolischen Syndroms im Mittelpunkt [17]. Adipositas geht haufig mit niedrigen High-
density-Lipoprotein-Spiegeln (HDL) und einem Anstieg der Triglycerid reichen Lipoproteine
einher [61], was als atherogene Dyslipidamie bezeichnet wird.

Low-density-Lipoprotein (LDL) besteht hauptsachlich aus Apolipoprotein B100, Cholesterin
und Triglyceriden (TG) [62]. Die Aufgabe des LDL ist es endogenes Cholesterin und biologisch
aktive Phospholipide von der Leber in die restlichen Gewebe zu transportieren [63]. Selbst bei
niedrigen LDL-Plasmaspiegeln sind die LDL-Rezeptoren gesattigt. So kommt es bei einer
Erhéhung der LDL-Plasmaspiegel zu einer rezeptorunabhangigen Aufnahme von LDL im
Gewebe. Dieser Mechanismus ist ein wichtiger Schritt in der Entstehung von Arteriosklerose
[63].

LDL kann im Endothel, wenn es dort bei erhdhten Plasmaspiegeln abgelagert wird, Uber
verschiedene Mechanismen das durch eNOS produzierte NO vermindern [64]. Zusatzlich
kann es mit proinflammatorischen Effekten weiter die Entstehung von Arteriosklerose
beglnstigen und vorantreiben [64].

Vor allem oxidiertes LDL bt den atherogenen Effekt aus [65].

Neben erhdhten LDL-Spiegeln im Blutplasma, ist ein erniedrigter HDL-Spiegel typisch fiir eine
durch Adipositas induzierte Dyslipidamie [66]. Mittlerweile ist anzunehmen, dass weniger der
quantitative Effekt von HDL einen positiven Einfluss auf die Genese von Arteriosklerose hat,
als vielmehr die Qualitat von HDL [66]. Prinzipiell ist die Aufgabe von HDL das Cholesterin von
peripheren Zellen zurlick zur Leber zu transportieren. Die Leber kann dann das Cholesterin
metabolisieren und Uber die Galle ausscheiden [67]. Ein weiterer positiver Effekt der HDL ist
die Interaktion mit Endothelzellen [65]. Die vorteilhaften Eigenschaften von HDL auf das
Endothel ist zum einen der gefalerweiternde Effekt. Dieser wird hauptsachlich durch
Stimulierung der Freisetzung von NO aus Endothelzellen vermittelt [68, 69]. Zum anderen
spielt aber auch die Produktion von Prostazyklin eine Rolle [70].

HDL reduziert auRerdem die Aktivitat der NADPH-Oxidase im Endothel, was die zellulare
Produktion von Superoxid reduziert [71]. Zusatzlich kann HDL die LDL durch seine
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antioxidative Aktivitat vor Oxidation durch freie Radikale schitzen, und so die Atherogenitat
von LDL senken [72, 73]. HDL hat ebenfalls antiinflammatorische Eigenschaften. Durch die
Modulation des nukledren Faktors kB und des Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptors
gamma (PPAR-gamma) hemmt HDL aufierdem die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen [74]. Uber PPAR-gamma wird zudem der Spiegel von Adiponectin gesteuert, der
ebenfalls die NO-Produktion reguliert [9] (Abbildung 2).

Die Paraoxonase 1 (PON1) ist ein exklusiv mit HDL assoziiertes Enzym, das vor allem
antioxidative und antiinflammatorische Effekte vermittelt [75].

Charakteristisch fir die Dyslipidamie ist eine verminderte Clearance von triglyceridreichen
Lipoproteinen, die durch einen relativen Mangel an Insulin-sensitiver Lipoprotein-Lipase
verursacht wird [59, 76, 77]. Die Lipoprotein-Lipase hydrolysiert Triglyceride von
Chylomikronen und Very-low-density-Lipoproteinen (VLDL), was zu einer Schrumpfung der
Partikel und einem Transfer von Oberflachenphospholipiden und Apolipoproteinen auf HDL
fuhrt. Dadurch wird die HDL-Grolke erhoéht. Es wurde gezeigt, dass bei Adipositas die
Lipoprotein-Lipase-Aktivitat auf Glukosestimulation reduziert wird [78], was einen mdglichen
Faktor darstellt, der zur Abnahme des HDL bei Adipositas beitragt. Die niedriggradige
Entziindung des Fettgewebes bei Adipositas kann zu einer Hochregulation der endothelialen
Lipase fiihren, die wiederum einen erniedrigten HDL-Spiegel zur Folge haben kann [79].

Es ist bekannt das HDL sogar entzindliche und atherogene Eigenschaften bei
kardiovaskularen Erkrankungen haben kann [80]. Sorrentino et al. zeigen, dass Adipositas-
assoziierte Komplikationen, wie z. B. Entziindungen oder Diabetes, HDL nachweislich
dysfunktional machen [81].

HDL, welches aus Patienten mit Typ-2-Diabetes isoliert wurde, reduzierte den endothelialen
Oxidativen Stress nicht. Auch die endothelabhangige Vasodilatation verbesserte solches HDL

nicht, im Gegensatz zu HDL, das aus gesunden Probanden isoliert wurde [81].

2.3.2 Leberenzyme im Metabolischen Syndrom

Die zentrale Aufgabe der Transaminasen Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) und
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) ist der Umbau von Aminosduren durch
Desaminierung. Obwohl die Transaminasen in jeder Zelle vorkommen, gibt es eine starke
Organselektivitat hin zur Leber. Da die Transaminasen zellgebunden vorliegen, erlaubt ihre
Aktivitat im Blut eine Aussage Uber die Zellschadigung [82].

Die nicht-alkoholische-Fettleber-Erkrankung (NAFLD) ist definiert durch einen Fettanteil der

Leber von 5-10% [83]. Schatzungsweise sind 10-24% der allgemeinen Bevélkerung daran
12



Literaturdiskussion

erkrankt [84]. NAFLD ist eine Erkrankung mit multifaktoriellen Ursachen, von denen Adipositas
die am haufigsten assoziierte Ursache ist [85]. Es besteht ein Zusammenhang zwischen
erhdhtem Gesamt-Cholesterin und vermindertem Ricktransport von Cholesterin zur Leber
[86]. Die Pathogenese der NAFLD und der Einfluss auf das Cholesterin und damit auf die
vaskulare Dysregulation ist bisher nicht gut verstanden und ist Thema weiterer
Forschungsbestrebungen [86, 87].

Die alkalische Phosphatase (ALP) kommt in vielen Geweben vor, unter anderem in Leber,
Darm oder Knochen. In der Leber ist sie auf den billiaren Epithelzellen zu finden. Sie ist dort
am Transport von Galle beteiligt [88]. Beim Menschen kann eine erhdhte intestinale ALP-
Aktivitdt nach dem Essen zu einem 5-fachen Anstieg der ALP-Aktivitat im Serum flihren,
insbesondere bei Menschen, die eine fettreiche Erndhrung zu sich nehmen [89].
Lebererkrankungen zeigen neben erhéhten GPT und GOT Spiegeln haufig auch erhéhte ALP-
Spiegel im Serum [90].

2.4 Fasten und Kalorienrestriktion

Eine tagliche Fastenperiode von 8-10 Stunden Uber Nacht ist fur die meisten Menschen normal
[91]. Abgesehen davon praktizieren viele glaubige Menschen unabhangig von dem Gedanken
des Gewichtsverlustes vorgeschriebene Fastenphasen, zum Beispiel im Christentum die
Fastenzeit vor Ostern oder im Islam den Ramadan. Eine genaue Definition des Begriffs
.Fasten, ab wann es als solches gilt oder wie lange es anhalten muss, konnte in der
Literaturrecherche nicht gefunden werden.

Seit die Zahlen an Ubergewichtigen Menschen nach oben klettern, wachsen auch die Zahlen
an verschiedenen Diat-Strategien [92]. Fir viele ist Fasten eine Moéglichkeit zur Therapie der
Adipositas [93, 94]. Diverse Fastenkonzepte sind bekannt, doch zu den popularsten gehort
das Intervallfasten. Die 5:2-Diat nach Mosley ist eine der bekanntesten, bei der an zwei Tagen
in der Woche keine Kalorien aufgenommen werden [95]. Das Konzept beruht hauptséachlich
auf dem Buch der Ernahrungswissenschaftlerin Michelle Harvie [96]. Eine andere bekannte
Art des Fastens ist es taglich Gber Nacht 16 Stunden keine Kalorien zu sich zu nehmen [97].
Es konnte gezeigt werden, dass Intervallfasten das Risiko fiir chronische Krankheiten wie
Diabetes Mellitus Typ 2 und Herz-Kreislauferkrankungen senken kann [98].

Erwahnt werden muss auch, dass die Studienlage was das Intervallfasten angeht, nicht
eindeutig ist. So haben Harder-Lauridsen et al. gezeigt, dass Intervallfasten sich nicht oder nur

gering von anderen Diatformen unterscheidet [99].
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2.4.1 Kalorienrestriktion und Gefal3funktion

Wenn die Fettmasse bei stark adipdsen Probanden reduziert wird, konnte nicht nur eine
Reduktion von Gewicht, Blutdruck, Entziindungen und Stoffwechselveranderungen erreicht
werden, sondern auch eine Verbesserung der antikontraktilen Funktion ihres perivaskularen
Fettgewebes [5]. Insbesondere scheint eine Kalorienrestriktion durch eine antioxidative
Wirkung und dank einer erhdéhten NO-Bioverfligbarkeit einen schitzenden Effekt auf das
Endothel auszuiiben [100]. Eine Verbesserung der Endothel-abhangigen Dilatation konnte auf
eine gesteigerte Expression von eNOS zuriickgefiihrt werden [101]. Ebenfalls konnte eine
Reduktion der NADPH-Oxidase und ein Anstieg der SOD nachgewiesen werden [102]. Eine
durch Kalorienrestriktion induzierte anhaltende Gewichtsabnahme bei fettleibigen Ratten flhrt
zu einer Verbesserung der PVAT-Funktion, die mit einer Normalisierung der durch
Fettleibigkeit induzierten Hypertonie, der Wiederherstellung der Adipozytengrolie, der PVAT-
eNOS-Funktion, der PVAT-TNF-alpha-Expression und der Normalisierung der Plasma-
Adipokinspiegel, einschlief3lich Leptin und Insulin, verbunden ist [103].

Cerqueira et al. konnten zeigen, dass Mause, die einer Kalorienrestriktion unterzogen wurden,
deutlich mehr phosphoryliertes eNOS vorweisen als Mause der Kontrollgruppe die Futter ad
libitum bekamen [104].

Neuere Studien haben gezeigt, dass die NAMPT-vermittelte NAD*-Biosynthese im
Fettgewebe dynamisch durch Ernahrungs- und Umweltfaktoren reguliert wird. Zum Beispiel
zeigt die Expression von NAMPT Messenger Ribonukleinsauren (MRNA) und NAMPT-Protein
im Fettgewebe ein robustes tageszeitliches Oszillationsmuster [51, 52]. Kalorienrestriktion
erhoht deutlich die Expression von NAMPT-mRNA und NAMPT-Protein sowie den NAD*-
Gehalt im Fettgewebe [105, 106]. Im Gegensatz dazu verringert genetische oder durch Diat-
induzierte Fettleibigkeit den Nampt- und NAD*-Gehalt im Fettgewebe [107-109] und dampft
die tageszeitliche Oszillation der NAMPT-Genexpression [51].

2.4.2 Kalorienrestriktion und Serumlipide

Wang et al. zeigten in einer Studie aus dem Jahr 2011, dass eine mehrwéchige
Kalorienrestriktion zwar einen Einfluss auf die Regulationsmechanismen von HDL hat, aber
den HDL-Spiegel nicht signifikant senkt und den Riicktransport von Cholesterin zur Leber nicht
erhdht [110]. Maroofi und Nasrollahzadeh zeigten, dass intermittierende und nicht-
intermittierende Kalorienrestriktion einen positiven Einfluss auf das Korpergewicht und

Triglyceridspiegel haben, aber auch hier keinen Einfluss auf die HDL-Werte hatten [111].
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Liang et al. konnten in einer Studie zeigen, dass eine Kalorienrestriktion zusammen mit leichter
korperlicher Aktivitat bei Patienten mit Metabolischem Syndrom das Gewicht reduziert, aber
auch die PON1 Aktivitat zuriick gegangen ist [112]. Kotani et al. konnte den Riickgang von
PON1 ebenfalls zeigen [113]. Taglich alternierendes Fasten mit einem Tag fasten und einem
Tag mit normaler Ernahrung, konnte eine Gewichtsreduktion, und eine Senkung der

Triglyceride und der LDL-Spiegel zeigen. Aber die HDL-Spiegel blieben unverandert [114].

Eine einjahrige mediterrane Diat, unter anderem mit erhéhtem Anteil an Obst, Gemiise,
Nussen und Olivendl, hat die PON1-Aktivitat, HDL und den Cholesterin-Rlcktransport zur
Leber erhoht [115].

Klempel et al. konnten in ihrer Untersuchung zeigen, dass sich durch einen Gewichtsverlust

Gesamt-Cholesterin, Triglyceride und LDL verbessern [116].

2.4.3 Kalorienrestriktion und Leberenzyme

1988 hat eine Studie festgestellt, dass Hunger bei normalgewichtigen Probanden die Bildung
von Transaminasen induziert [117]. Kostogrys et al. konnten 2018 keinen Unterschied in den
Leberenzymen GOT und GPT bei einer Kalorienrestriktion feststellen [118]. Eine andere
Studie von 2020 konnte einen Rickgang der GPT bei NAFLD nach einer 8-wdchigen Diat
feststellen. Allerdings konnte kein Einfluss auf die GOT festgestellt werden [111].

Eine Studie von 2003 konnte zeigen, dass eine langfristige Kalorienrestriktion bei alten
Mausen keinen Effekt auf GOT und GPT hat. Bei den alten Mausen waren de Transaminasen
im Vergleich zu den jungen signifikant erhdht. Sie konnten aber auch zeigen, dass bei jungen
Mausen die Kalorienrestriktion im Vergleich zu einer Standarddiat die Transaminasen
signifikant erhéht hat [119].

2.5 Ubergewicht durch hoch-fetthaltige Diit im Mausmodell

Mausmodelle sind eine gute Methode zur Erforschung des Metabolischen Syndroms.
C57BL/6J-Mause sind fur die meisten Labore kostengtinstig und leicht erhaltlich [120]. Wie
der Mensch sind sie omnivor und daher gut geeignet, um den Nahrstoffmetabolismus zu
untersuchen [121]. In einer Studie, die neun Inzuchtmausstdmme zusammenfasste, wurde

gezeigt, dass C57BL/6J-Mause zusammen mit anderen Mausstammen nach siebenwdchiger
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Aufnahme von hochkalorischem Futter eine diatetische Adipositas entwickeln [122]. Die
C57BL/6J-Mause sind bekannt dafir, durch hochkalorische Diat zuverlassig an Gewicht
zuzunehmen und dabei auch Symptome des Metabolischen Syndroms zu entwickeln [120,
123]. Strissel et al. haben gezeigt, dass C57BL/6J-Mause schnell an Gewicht zunehmen und
eine Hypertrophie und Hyperplasie der Adipozyten auftritt. Auch eine Entziindung im
Fettgewebe ist aufgetreten [124].

Es sind viele verschiedene Protokolle fiir eine High-Fat-Diet (HFD) -induzierte Adipositas zu
finden, der Hauptunterschied liegt in der Lange der Diat [125]. Um eine Nahe zur eigentlichen
westlichen Erndhrung zu erzeugen, ist es wichtig, dass das Futter einen erhéhten Anteil an
Fetten und Kohlenhydraten hat [125]. Vor allem langkettige ungesattigte Fettsduren
verursachen Fettleibigkeit [126].

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, wie sich ein akutes Fasten auf die Gefalifunktion

auswirkt, mit einem Schwerpunkt auf der PVAT-Funktion.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Chemikalien

Chemikalien Abkiirzung Hersteller Verwendung
Millipore Wasser H.0 Synergy Ultrapure Typ1 Myographie,
SDS-Page,
Western Blot
Natriumchlorid NacCl 3957, Carl Roth, Myographie
Karlsruhe, Deutschland
Kaliumchlorid KCI 6781, Carl Roth, Myographie
Karlsruhe, Deutschland
Calciumchlorid Dihydrat CaCl; 2¢H,0 2382, Merck KGaA, Myographie
Darmstadt,
Deutschland
Natriumhydrogencarbonat NaHCO; 6329, Merck KGaA, Myographie
Darmstadt,
Deutschland
Glukose Monohydrat GlucoseeH,O 6780.1, Carl Roth, Myographie
Karlsruhe, Deutschland
Magnesiumsulfat MgSQO4 7eH,0 5886, Merck KGaA, Myographie
Heptahydrat Darmstadt,
Deutschland
Dinatriumethylen- NAEDTAe2H,O  A3553, AppliChem, Myographie
diamintetraessigsaure Darmstadt,
Dihydrat Deutschland
Kaliumdihydrogen- KH2PO4 3904, Carl Roth, Myographie
phosphat Karlsruhe, Deutschland
Acetylcholin ACh 1661, Sigma-Aldrich, Myographie

St. Louis, USA
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Chemikalien Abkiirzung Hersteller Verwendung

NC-nitro-L-arginine- L-Name 2149, Sigma-Aldrich, Myographie

methyl-ester St. Louis, USA

L-(-)-Noradrenalin(+)- Noradrenalin A9512, Sigma-Aldrich,  Myographie

bitatrat-monohydrat St. Louis, USA

Ethanol, vergallt 99,8% Ethanol 0911, Roth, Karlsruhe, Reinigung
Deutschland

Forene® 100% (V/V) Forene B506 Abbvie, Versuchstier-
Ludwigshafen, anasthesie
Deutschland

Carbogen-Gas Carbogen Linde Gas & More, Myographie
Ginsheim-Gustavsburg,
Deutschland

Natriumchloridlésung NaCl-Lésung Braun, Melsungen, Serumanalysen

0,9% Deutschland

Tris Tris 4855, AppliChem, SDS-Page,
Darmstadt, Western Blot
Deutschland

Natriumdodecylsulfat SDS 2326, Carl Roth, SDS Page
Karlsruhe, Deutschland

TEMED TEMED A1148, AppliChem, SDS-Page
Darmstadt,
Deutschland

Ammonium-Persulfat APS A2941, AppliChem, SDS-Page
Darmstadt,
Deutschland

Acrylamide 4K Solution37 Acrylamid A1672, AppliChem, SDS-Page

5:1 Darmstadt,
Deutschland

Glycerol Glycerol A1123, AppliChem, SDS-Page
Darmstadt,
Deutschland

Beta-Mercaptoethanol Mercaptoethanol ~ A1108, AppliChem, SDS-Page

Darmstadt,

Deutschland
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Chemikalien

Abkiirzung

Hersteller

Verwendung

Bromphenolblau

Bromphenolblau

A5122, Roth,

Karlsruhe, Deutschland

SDS-Page

Glycin

Glycerol

A1067, AppliChem,
Darmstadt,

Deutschland

Western Blot

Methanol

Methanol

32213, Honeywell,
International Inc.
Morristown, USA

Western Blot

Ponceau S

Ponceau S

5938, Roth, Karlsruhe,

Deutschland

Western Blot

Essigsaure

Essigsaure

8.18755, Merck KGaA,
Darmstadt,

Deutschland

Western Blot

Salzsaure

HCI

1.09911, Merck KGaA,
Darmstadt,

Deutschland

Western Blot

Tween 20

Tween 20

9127, Carl Roth,

Karlsruhe, Deutschland

Western Blot

PageRuler™

Referenz-Protein-

Thermo Scientific,

SDS-Page

Leiter Waltham, USA
Kodak® GBX- Entwicklerlésung 5158621, Kodak, Western Blot
Entwicklerlésung Rochester, USA
Kodak® GBX- Fixierlésung 5158639, Kodak, Western Blot
Fixierlésung Rochester, USA
Triton X Triton X A1388, AppliChem, SDS-Page
Darmstadt,
Deutschland
Proteinase-Phosphatase- Proteinase- 78442, Thermo SDS-Page
Inhibitor Phosphatase- Scientific, Waltham,
Inhibitor USA
Kupfersulfat CuS0O4 B9643, Sigma-Aldrich, = BCA - Assay
St. Louis, USA
BCA-L6sung BCA-L6sung C2284, Sigma-Aldrich, BCA - Assay
St. Louis, USA
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3.1.2 Puffer und Lésungen

Tabelle 2: Puffer und Losungen

Puffer und angesetzte Zusammensetzung Volumen/ Verwendung
Losungen Masse
Krebspuffer (1 Liter) 118,0mM NaCl 13,762 g Myographie
4,8mM KCI 0,7158 g
2,5mM CaCl; 2¢H,0 0,7351g
25mM NaHCO3; 4,2004 g
11,1mM GlucoseeH,0 2,1800 g
1,2mM MgSO, 7eH20 0,5916 g
Millipore Wasser 1000 ml
0,026mM NA2EDTAe2H,0 0,0112g
1,2mM KH2PO4 0,3266 g
Trenngel 1,5M Tris-HCI pH 8,8 5000 yl SDS-Page
Millipore Wasser 6600 pl
10% SDS 200 pl
TEMED 8 ul
APS 200 pl
Acrylamid 5:1 8000 ul
Sammelgel 1,0M Tris-HCI pH 6,8 1000 ul SDS-Page
Millipore Wasser 5500 pl
10% SDS 80 pl
TEMED 8 ul
APS 20
Acrylamid 5:1 1300 pl
Laemmli Puffer 0,125M Tris-HCI pH 6,8 SDS-Page
2% SDS
20% Gilycerol
10% 2-Mercaptoethanol
0,03% Bromphenolblau
Blotting Puffer (1 Liter) 25mM Tris-HCI pH 8,8 3,03 g Western Blot
192mM Glycin 14,4 g
0,1% SDS 109
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Puffer und angesetzte Zusammensetzung Volumen/ Verwendung

Losungen Masse
20% Methanol 200 ml
Millipore Wasser 800 ml

Ponceau S (100 ml) Ponceau S 0,5g Western Blot
Essigsaure 1ml
Millipore Wasser 99 ml

TBS (1 Liter) Tris Base 6,1 g Western Blot
NaCl 909
HCI bis pH 7,6

TBS-T 50mM/I Tris Western Blot
150mM/I NaCl
0,1% Tween 20
HCI bis pH 7,6

Lyse Puffer (1 ml) TBS-Puffer 200 yl SDS-Page
10% Triton X 100 pl
Proteinase-Phosphatase- 10
Inhibitor
Millipore Wasser 690 ul

3.1.3 Antikérper
Tabelle 3: Antikorper

Antikorper Hersteller Verdiinnung

Kaninchen gegen Akt-pan 4691, Cell Signaling Technology, 1:1000
Inc., Danvers, USA

Kaninchen gegen p-eNOS 9571, Cell Signaling Technology, 1:1000

Ser'7? Inc., Danvers, USA

Maus gegen eNOS 610297, BD Biosciences, Franklin 1:2000
Lakes, USA

Kaninchen gegen p-Akt 4060, Cell Signaling Technology, 1:2000

Ser*® Inc., Danvers, USA
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Antikorper Hersteller Verdiinnung

Maus gegen B-Tubulin T8328, Sigma-Aldrich, St. Louis, 1:5000
USA

Kaninchen gegen p-eNOS 9574, Cell Signaling Technology, 1:1000

Thr4% Inc., Danvers, USA

Kaninchen gegen p-Akt 2965, Cell Signaling Technology, 1:1000

Thr308 Inc., Danvers, USA

3.1.4 Materialien und Geréte
Tabelle 4: Materialien und Gerate

Name Hersteller Verwendung

Eppendorfgefal® Greiner Bio-One, Kremsmuinster,
Osterreich

Kanllen Stericen® Braun, Melsungen, Deutschland

23G x 1/2

Spritzen Injekt®-F 1ml Braun, Melsungen, Deutschland

Pipetten 10ul, 200pul, 1ml, Greiner Bio-One, Kremsmlinster,

5ml, 10ml, 20ml Osterreich

Mikroschere 15012-12, Fine Science Tools, Myographie
Heidelberg, Deutschland

Mikropinzette 11254-20, Fine Science Tools, Myographie
Heidelberg, Deutschland

Binokular Mikroskop Leica Leica Biosystems, Wetzlar, Myographie

DM IL LED Deutschland

Waage Explorer® Pro Ohaus, Greifensee, Deutschland

Waage Adventure® Pro Ohaus, Greifensee, Deutschland

Wasserbad VWB6, VWR International GmbH, Myographie
Darmstadt, Deutschland

Wire Myograph System Danish Myo Technology, Aarhus, Myographie

Danemark
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Name Hersteller Verwendung

Zentrifuge Serum Biofuge, Heraeus Instruments, Serumanalysen

Hanau, Deutschland

Zentrifuge Centrifuge 5417R, Eppendorf AG, SDS Page

Hamburg, Deutschland

Reflotron® Plus Roche, Mannheim, Deutschland Serumanalysen

Teststreifen Reflotron® Plus

Cholesterin

Teststreifen Reflotron® Plus

Triglyceride

Teststreifen Reflotron® Plus
HDL

Teststreifen Reflotron® Plus
GOT

Teststreifen Reflotron® Plus
GPT

Teststreifen Reflotron® Plus

alkalische Phosphatase

Abstandsplatte 165-3312, Bio-Rad Laboratories SDS-Page
GmbH, Neuberg, Deutschland

Kunststoffscheibe 165-3308, Bio-Rad Laboratories SDS-Page
GmbH, Neuberg, Deutschland

Rahmen 165-3304, Bio-Rad Laboratories SDS-Page
GmbH, Neuberg, Deutschland

Giel3stander 165-3303, Bio-Rad Laboratories SDS-Page
GmbH, Neuberg, Deutschland

Spannungsgerat 164-5050, Bio-Rad Laboratories SDS-Page
GmbH, Neuberg, Deutschland

Blotting-Membran 10600006, GE Healthcare, Little Western Blot

Chalfont, Vereinigtes Konigreich

Blotting-Kammer Bio-Rad Laboratories GmbH, Western Blot

Neuberg, Deutschland
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Name

Hersteller

Verwendung

Western Lightning® Plus
ECL enhanced
chemiluminescence

substrate

NEL105001EA, Perkin Elmer Inc.,

Waltham, USA

Western Blot

Amersham Hyperfilm ECL

8906837, GE Healthcare, Little

Chalfont, Vereinigtes Konigreich

Western Blot

Spechbach, Deutschland

Rinderserumalbumin (BSA) K41-001, PAA Laboratories, Colbe, BCA - Assay
Deutschland
3.1.5 Software
Tabelle 5: Verwendete Software
Name Hersteller Verwendung
Lab Chart AD Instruments GmbH, Myographie
Spechbach, Deutschland
Lab Chart Reader AD Instruments GmbH, Myographie

Graph Pad Prism 7 fir

Windows

Graph Pad Software, LA Jolla,
USA

Statistische Auswertung,

Erstellen der Graphen

MagellanTM —

Datenanalyse Software

Tecan Trading AG, Mannedorf,

Schweiz

BCA - Assay

Imaged in Browser

National Institutes of Health,
USA

Auswertung Western
Blot

Microsoft Excel

Microsoft Corporation,
Redmond, USA

Auswertung

Microsoft Word

Microsoft Corporation,
Redmond, USA

Schreibsoftware

Microsoft Power Point

Microsoft, Corporation,
Redmond, USA

Erstellen von
Abbildungen
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3.1.6 Futter

Tabelle 6: Futter

Name Abkiirzung Hersteller Zusammensetzung Energiegehalt
ssnifff M-  NCD V1126, ssniff Kohlenhydrat 53% 13,9kJ/g
Z Extrudat Spezialdiaten GmbH,  Fett 1%
Soest, Deutschland Protein 36%
ssniff® HFD E15744-34, ssniff Kohlenhydrat 35% 19,3kJ/g
DIO — Spezialdiaten GmbH,  Fett 45%
45% fat Soest, Deutschland Protein 20%
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3.2 Methoden

3.2.1 Mause

Um die Fragestellung zu beantworten wurden 120 C57BL/6J-Mause (B6-Mause) der Firma
Janivier Labs, Genest-Saint-Isle, Frankreich untersucht. Die Tiere wurden einzeln in Kafigen
gehalten. Jeder Kafig war mit Sagespanen als Einstreu, einer Plastikréhre und einem
Zellstofftuch ausgestattet. Im Tierstall herrschte ein Rhythmus von 12 Stunden Licht und 12
Stunden Dunkelheit. Temperatur und Luftfeuchtigkeit wurden konstant gehalten. Einmal

wochentlich wurden die Mause in frische Kéafige mit derselben Ausstattung umgesetzt.

Alle Tierversuche waren durch die aufsichtsflihrende Behdrde (Landesuntersuchungsamt
Rheinland-Pfalz (23 177-07/G 17-1-020)) genehmigt. Des Weiteren wurden alle Versuche und
auch die Euthanasie der Versuchstiere im Einklang mit dem deutschen Tierschutzgesetz
durchgeflnhrt.

3.2.2 Diat

Die Mause wurden im Alter von sechs Wochen in Gruppen von vier Mausen pro Kafig geliefert,
und zunachst fir die Dauer von drei Tagen an den neuen Tierstall gewdhnt. Danach wurden
sie in zwei Gruppen randomisiert. Wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, wurden die Tiere
anschlief3end einzeln in Kafige gesetzt und bekamen in der Kontrollgruppe Normal Control
Diet (NCD) ein Standardfutter der Marke ssniff® (s. Tabelle 6) angeboten. Die zweite Gruppe
(HFD) bekam ein Fettfutter, ebenfalls der Marke ssniff® (s. Tabelle 6), angeboten. Beide

Gruppen bekamen das Wasser wie auch das Futter ad libitum angeboten.
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NCD HFD

BN Kohlenhydrat
Bl Fett

Protein

Abbildung 3 Futterzusammensetzung.

Mause und Futter wurden zweimal wdchentlich mit einer Waage gewogen. Auch das Wasser
wurde zweimal wochentlich mit einem Messzylinder gemessen.

Aufgrund der Gitterabstande des Futterkorbes und der Grélie der Futterpellets kénnen Teile
des Futters in den Kafig gefallen sein, die dann beim Wiegen des Futters nicht berticksichtigt
wurden. Die verwendeten Wasserflaschen waren vor allem wahrend des Transports und des
Handlings der Kafige nicht hundertprozentig dicht. Deshalb ist eventuell eine geringe Menge
Wasser verloren gegangen, dass nicht von den Mausen aufgenommen wurde.

Aus diesen Grinden wird von einem Futter- und Wasserverbrauch gesprochen und nicht von
der Futter- und Wasseraufnahme.

Die Mause wurden insgesamt flir 18 Wochen mit NCD bzw. HFD gefttert. 16 Stunden vor der
Euthanasie wurden die zwei Gruppen nochmals in jeweils zwei Untergruppen randomisiert,
von diesen bekam jeweils eine Untergruppe ihr Futter ad libitum angeboten und der jeweils
anderen Untergruppe wurde das Futter abgenommen. Um das Problem des in den Kéfig
gefallenen Futters zu umgehen, wurden zu dem Zeitpunkt alle Mause in einen frischen Kafig

gesetzt. Wasser bekamen die vier Gruppen weiterhin zur freien Verfliigung.
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Tabelle 7: Randomisierung

Gruppe Niichtern 16 Stunden niichtern
Ohne Nichtern -
NCD
Mit Nichtern +
Ohne Nichtern -
HFD
Mit Nichtern +

3.2.3 Gewebeentnahme

Nach den 16 Stunden wurden je Versuch 4 Mause (eine pro Gruppe) mit Isofluran anasthesiert
und anschlieRend gewogen. Nachdem Reflexverlust der Mause wurden Abdomen und Thorax
mit einer Schere eréffnet. Aus dem Herz wurde mit einer Spritze Blut entnommen und in ein
Eppendorfgefal® tberflihrt. Nach Entfernung des Herzens wurde entlang des Diaphragmas
und der Wirbelsaule die thorakale Aorta inklusive PVAT herausprapariert und in eisgekihlten
Krebspuffer Uberfihrt, um direkt fir das Organbad-Experiment vorbereitet zu werden. Leber
und epididymales Fettgewebe wurden ebenfalls entnommen, gewogen und in
Eppendorfgefalen in flissigem Stickstoff schockgefrostet.

Das entnommene Blut wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur gelagert und dann bei 12000
U/min fur 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue Eppendorfgefalie tberfiihrt
und als Serum bei -20°C bis zur Analyse gelagert.

Von der thorakalen Aorta wurden mit feinchirurgischer Schere und Pinzette zwei ca. 2 mm
breite Ringe unter dem Mikroskop abgeschnitten. Ein Ring wurde mit PVAT belassen, bei dem
anderen wurde unter dem Mikroskop bei 0,65 — 4,5-facher VergroRerung das PVAT
abprapariert. Dabei wurde besonders auf die Schonung der Adventitia geachtet. Beide Ringe
wurden flr das Organbad verwendet und unter dem Mikroskop in den Myographen
eingespannt. Die restliche Aorta wurde ebenfalls vom PVAT befreit, um genau wie das
gewonnene PVAT in separaten Eppendorfgefalien in flissigem Stickstoff schockgefrostet zu

werden.
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Abbildung 4 Aortenring ohne PVAT.
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Abbildung 5 Aortenring mit PVAT.
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3.2.4 Myographie im Organbad

Der komplette Versuch wurde mit dem Wire Myograph System und der dazu passenden
Software Lab Chart (Tabelle 4 und 5) kontinuierlich Gberwacht. Die Aortenringe wurden auf
zwei Drahte aufgefadelt, die sich in einem Becken befanden, welches mit Krebspuffer befillt
war. Der Puffer wurde konstant mit Carbogen begast, einem Gasgemisch aus 95% Sauerstoff
(O2) und 5% Kohlenstoffdioxid (CO2). Der Puffer in jedem Becken wurde auf 37°C geheizt und
konnte jederzeit bei Bedarf abgesaugt werden.

Das System misst die Kraft in Newton, die die Aortenringe auf die zwei Drahte ausiben. Einen
der beiden Drahte kann man Uber eine Stellschraube naher an den zweiten Draht heranfihren
oder auch entfernen. Die resultierende Kraft wird von dem Myograph gemessen und in Lab

Chart als Funktion der Zeit aufgezeichnet.

4

Abbildung 6 Aufbau Myograph.
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Von jeder Maus wurden zwei Aortenringe gemessen, einer mit PVAT und einer ohne. Pro
Versuch wurden 4 Mausaorten gemessen, also acht Becken mit je einem Aortenring bestlickt.
Die Aortenringe wurden spannungsfrei auf die Drahte aufgefadelt und am Myographen wurde
die Kraft als Null definiert.

Damit die Aorten alle dieselbe Vorspannung erhielten wurde alle funf Minuten Uber die
Stellschraube die Spannung um 0,5 N erhdht bis eine Kraft von 5,5 N erreicht war. Im
Anschluss wurde der Puffer gewechselt und die Aorten wurden eine Stunde zur Gewdhnung
ruhen gelassen. Nach der Stunde wurde die Kraft wieder als null definiert. In jedes Becken
wurden 600 pl 2M Kaliumchlorid (KCI) pipettiert, die Spannung nach finf Minuten gemessen
und anschlielend jedes Becken dreimal mit Krebspuffer gesplilt. Die Spannung bei der dritten
Gabe von KCI wurde als jeweilige Maximalspannung des Aortenrings definiert. Nach der
dritten KCI-Gabe wurden die Aortenringe wieder 20 Minuten ruhen gelassen und erneut die

Kraft gleich Null gesetzt.

Fur die erste Dosis-Wirkungskurve wurden die Aortenringe mit Noradrenalin (NA) in
halblogarithmischen Schritten von 10° bis maximal 3 x 10° mol/l auf 80% der
Maximalspannung von der dritten KCI-Gabe gebracht, um im Anschluss mit Acetylcholin,
wieder in halblogarithmischen Schritten von 10 bis 3 x 10 mol/l, relaxiert zu werden.

Nach der 1. Dosis Wirkungskurve wurden die Becken erneut dreimal mit Krebspuffer gesplilt
und fur 20 Minuten in Ruhe gelassen. Danach wurde fir die 2. Dosiswirkungskurve die Kraft

wieder gleich Null gesetzt.

Die zweite Dosis-Wirkungs-Kurve wurde mit dem eNOS Inhibitor L-Name angefertigt. Von
diesem wurden mit einer Endkonzentration von 500 mM zu jedem Aortenring hinzugegeben
und 20 Minuten wirken lassen. Danach wurde die zweite Dosis-Wirkungskurve analog zur

ersten Dosis-Wirkungs-Kurve durchgefihrt.

Zur Darstellung der Dosis-Wirkungs-Kurve wurde die Relaxation in Prozent gegen die

zugegebene Konzentration von Acetylcholin in Mol pro Liter aufgetragen.

3.2.5 Serumanalyse

Das bei der Sektion der Mause gewonnene Serum wurde aufgetaut und bei Raumtemperatur

mit Teststreifen und Reflotron Plus der Firma Roche (Tabelle 5) gemessen. Dazu wurden
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jeweils 32 yl Serum auf die jeweiligen Teststreifen aufgetragen. Wenn der Messwert auf3erhalb
des Messbereichs lag, wurde das Serum mit NaCl 0,9% verdinnt. Alle 100 Messungen musste
das Gerat gereinigt werden, dazu wurden entsprechende Reinigungsstreifen benutzt, die
gleichzeitig Referenzwerte bestimmt haben.

LDL wurde mittels der Friedewald-Formel berechnet:

LDL = Gesamt-Cholesterin — HDL — (Triglyceride / 5)

Tabelle 8: Verdiinnung Serumanalysen

Serumlipide / Serumenzyme Verdiinnung
Gesamt-Cholesterin Unverdinnt
Triglyceride Unverdinnt
HDL 1:2

GPT 1:4

GOT 1:4

ALP Unverdinnt

3.2.6 Protein-Isolation

Das schockgefrostete PVAT wurde mit Mdrser und StéRel unter Zugabe von fllissigem
Stickstoff zu feinem Pulver zerstolten und in ein Eppendorfgefal mit 150 ul Lysepuffer (Tabelle
2) Uberfihrt. Unter standigem Schitteln wurde die Probe 5 Minuten auf Eis inkubiert und im
Anschluss fir 10 Minuten bei 12000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein

neues Eppendorfgefall Gberflhrt und bei -80°C gelagert.

Die Aufarbeitung des PVAT wurde von Gisela Reifenberg durchgefihrt.
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3.2.7 BCA-Assay

Mit dem BCA-Assay wurde die absolute Proteinkonzentration einer Probe bestimmt. Dazu
wurden 5 pl der Probe mit 45 ul Millipore Wasser vermischt und 196 pl BCA Losung mit 4 ul
Kupfersulfat dazugegeben.

Um eine Standardkurve anzufertigen, wurde eine Verdiinnungsreihe wie in Tabelle 9 angelegt.

Tabelle 9 Standardkurve BCA-Assay

BSA (1mg/ml)

1 2 5 10 20 30 40 50
in pl
Millipore
50 49 48 45 40 30 20 10 0
Wasser in pl

Eine 96-Wellplatte wurde fir 30 Minuten bei 37°C mit den Proben inkubiert. Anschlie3end
wurde bei den einzelnen Proben die Absorption bei 560 nm Wellenlange mit einem

Spektrophotometer gemessen und mit der MagellanTM — Datenanalysesoftware analysiert.

Der BCA-Assay wurde von Gisela Reifenberg durchgefiihrt.

3.2.8 SDS-Page

Mit der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) wurden die
Proteine nach ihrem molekularen Gewicht aufgetrennt. Wie in Tabelle 2 beschrieben wurden
Trenn- und Sammelgel sowie der Laemmlipuffer angesetzt. Das Trenngel wurde zwischen
eine 1,5 mm Abstandsplatte und eine kiirzere Kunststoffscheibe gegossen, die mit einem
Rahmen und einem Fixierstdnder eine entsprechende Kammer formen. Damit eine
gleichmaRige Oberflache geschaffen werden konnte, wurden 2 ul Millipore Wasser auf das
Trenngel pipettiert. Nach 25 Minuten war das Gel fertig polymerisiert.

Nach der Polymerisation wurde das Wasser entfernt und das Sammelgel (Tabelle 2) auf das
Trenngel geschichtet. Um entsprechende Kammern fiir die Proben zu schaffen, wurde ein
Kamm in das Gel gelegt, bevor auch das Stapelgel polymerisierte.

Die PVAT-Proben wurden auf identische Proteinkonzentrationen verdinnt und jeweils 8 pl mit

dem Laemmlipuffer vermischt und auf 95°C erhitzt, um die Sekundar- und Tertiarstrukturen
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aufzubrechen. Nach einer kurzen Zentrifugation wurden die Probenansatze zusammen mit der
Referenz Protein Leiter (PageRuler, Tabelle 1) in die jeweilige Gelkammer gefllt.

Die ersten 10 Minuten wurde eine Spannung von 80 mV angelegt, die danach auf 130 mV
erhdht wurde. Die Spannung blieb angelegt, bis die Lauffront das Ende der Glasscheibe

erreicht hatte.

Die SDS-PAGE wurde von Gisela Reifenberg durchgefiihrt.

3.2.9 Western Blot

Um die Banden aus dem Gel auf eine Membran zu Ubertragen, wurde ein Stapel aus einem
Kunststoffgitter, zwei Schwammen und drei Lagen Blottingpapier in Blottingpuffer gebaut. Auf
diesen Stapel wurde das Gel aus der Laufkammer und darauf die Membran gelegt. Dabei lag
ein besonderer Fokus darauf, dass keine Luft zwischen die einzelnen Schichten gelangt war.
Um etwaige Luftblasen zu entfernen, wurde mit einem Glasstab Uber die Membran gerolit.
Darauf wurde anschlieRend wieder ein Stapel aus Blottingpapier, 2 Schwammen und einem
Kunststoffgitter platziert.

Der ganze Stapel wurde in die Blottingkammer gelegt, wobei das Gel der Kathode und die
Membran der Anode zugewandt war. Bei 4°C und einer angelegten Spannung von 35-45 mV
bei 90 mA Stromstarke lief der Transfer der Banden auf die Membran Uber Nacht.

Am nachsten Tag wurden Gitter, Schwamme, Papier und Gel entfernt und nur die Membran
wurde weiterbehandelt.

Um das Ubertragen der Banden zu kontrollieren, wurde die Membran mit Ponceau S (Tabelle
2) angefarbt. Das Ponceau S wurde grob mit Millipore Wasser abgewaschen und
anschlieliend mit TBS Puffer (Tabelle 2) fir 2 Minuten entfernt.

Um das unspezifische Binden von Antikdrpern zu verhindern, wurde die Membran durch
Schitteln in 5%igem Milch/TBS-T Puffer (Tabelle 2) blockiert. Nach einer Stunde wurde
dreimal mit TBS-T Puffer gespdlt und die jeweiligen Antikérper (Tabelle 6) dazugegeben. Die
Antikérper wirkten Gber Nacht bei 4°C auf die Membran ein.

Am nachsten Morgen wurden die Antikérper entfernt und innerhalb von 30 Minuten wurde die
Membran dreimal mit TBS-T gewaschen. Jetzt wurde die Sekundarantikorperlésung auf die
Membran pipettiert. Die Sekundarantikérper (gekoppelt mit Horseradish Peroxidase) waren
1:5000 in 5%iger Milch/TBS-T Puffer verdinnt und wurden eine Stunde lang inkubiert. Es
folgte erneut ein dreimaliges Waschen mit TBS-T fiir 30 Minuten und anschliefiend nochmal

10 Minuten mit TBS-Puffer.
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Nach dem Trocknen der Membran wurde diese auf eine Glasscheibe gelegt und mit 4 ml der
1:1-Mischung der beiden Komponenten des Western Lightning Plus ECL enhanced
chemiluminescence substrate (Tabelle 1) fur einige Minuten inkubiert. AnschlieRend wurde die
Lésung entfernt und mit einer Folie abgedeckt.

In einem dunklen Entwicklungsraum wurde ein Amersham Hyperfilm ECL (Tabelle 4) so lange
mit der Membran belichtet, bis klare Banden zu sehen waren, die sich nicht tUberlappten.

Der Film wurde in Kodak GBX Entwicklerlésung (Tabelle 1), anschlielend kurz in Wasser und
letztlich in Kodak Fixierldsung (Tabelle 1) gebadet, bis der nicht belichtete Teil des Films
transparent erschien.

Nachdem der Film erneut gewaschen wurde, konnte der Film an der Luft trocknen.

Die Filme wurden mit 600dpi gescannt und mit Image J fur Browser (Tabelle 5) ausgewertet.

Der Western Blot wurde von Gisela Reifenberg durchgefihrt.

3.2.10 Statistik

Alle Statistiken wurden mit Graphpad Prism 7 fir Windows (Tabelle 5) angefertigt. Alle Daten
sind mit Mittelwert und Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Fir den Vergleich
von zwei Gruppen wurde der Student’s t-Test angewendet. Um Kurven miteinander zu
vergleichen, wurde erst die Flache unter den Kurven bestimmt und diese dann mittels
Student’s t-Test miteinander verglichen. Als statistisch signifikant wurden Ergebnisse mit p <
0,05 angenommen.

Das jeweilige Signifikanzniveau oberhalb der Hakchen vergleicht immer mit der Gruppe am

Hakchen ganz links, beziehungsweise mit dem Hakchen ganz oben.
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4 Ergebnisse

4.1 Mause

4.1.1 Gewicht

Ab dem Alter von 6 Wochen wurden die Mause fir 18 Wochen einer Diat unterzogen. Die
Entwicklung des Kérpergewichts ist in Abbildung 7 dargestellt. Nach 4 Wochen Diat zeigte sich
ein Gewichtsunterschied von 2,17 g in den zwei Gruppen. Nach 18 Wochen ergab sich ein

signifikanter Gewichtsunterschied von 7,67 g (Abbildung 7).
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Abbildung 7 Gewichtsentwicklung.

Mannliche C57BL/6J Mause wurden ab dem Alter von 6 Wochen fir 18 Wochen einer Diat unterzogen.

Jeweils 12 Mause bekamen NCD-Futter und 12 Mause HFD-Fultter.
n=12; ** =p < 0,001; ns = nicht signifikant; Gezeigt wird der Mittelwert mit dem Standardfehler des

Mittelwerts (SEM).
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Nach der 18-wdchigen Fitterung wurden die Mause flr 16 Stunden entweder mit oder ohne
Futter gelassen. Anschlielend wurden die Mause gewogen. Im Mittel wogen die NCD Mause
29,83 g £ 0,59 g, die HFD Mause 40,25 g + 1,50 g, NCD nlchtern Mause 27,98 g + 0,93 g,
und HFD nichtern Mause 38,30 g + 2,30 g. Die HFD-Mause waren 10,42 g schwerer als die
NCD-Mause. Es gibt einen signifikanten Unterschied zwischen NFD und HFD. Die 16-stiindige
Nuchternheit hat keinen signifikanten Einfluss auf das Kérpergewicht (Abbildung 8).
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Abbildung 8 Gewicht vor der Euthanasie.

Mannliche C57BL/6J Mause wurden ab dem Alter von 6 Wochen fir 18 Wochen einer Diat unterzogen.
Jeweils 12 Mause bekamen NCD-Futter und 12 Mause HFD-Futter. In der Nacht vor der Euthanasie
wurde jeweils 6 Mausen der 2 Gruppen fiir 16 Stunden lang das Futter entzogen.
n==6;*=p<0,01;* =p <0,001; ns = nicht signifikant; Gezeigt wird der Mittelwert mit dem
Standardfehler des Mittelwerts (SEM).
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Die NCD-Mause verbrauchten im Mittel 12,94 g + 0,17 g Futter, HFD-Mause 10,99 g £ 0,11 g.
Es ist deutlich zu erkennen, dass mit NCD gefltterte Mause im Mittel 1,95 g mehr Futter pro

Woche verbrauchten als die mit HFD gefiitterten Mause (Abbildung 9).
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Abbildung 9 Futterverbrauch.

Mannliche C57BL/6J Mause wurden ab dem Alter von 6 Wochen fir 18 Wochen einer Diat unterzogen.
Jeweils 12 Mause bekamen NCD-Futter und 12 Mause HFD-Fultter.

n=12; ** =p < 0,001; ns = nicht signifikant; Gezeigt wird der Mittelwert mit dem Standardfehler des
Mittelwerts (SEM).
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Bei Betrachtung der Kalorienzufuhr fallt auf, dass mit HFD gefltterte Mause trotz des in
Abbildung 10 gezeigten geringeren Futterverbrauchs, 18,8 kJ mehr Energie pro Maus pro

Woche zu sich nahmen als die Mause der NCD-Gruppe (Abbildung 6).
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Abbildung 10 Kalorienzufuhr.

Mannliche C57BL/6J Mause wurden ab dem Alter von 6 Wochen fir 18 Wochen einer Diat unterzogen.
Jeweils 12 Mause bekamen NCD-Futter und 12 Mause HFD-Fultter.

n =12; ** = p < 0,001; ns = nicht signifikant; Gezeigt wird der Mittelwert von Kalorienzufuhr pro Maus
pro Woche mit dem Standardfehler des Mittelwerts (SEM).
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4.1.2 Wasserverbrauch

In der Fltterungszeit von 18 Wochen verbrauchten die NCD-Mause mehr Wasser als die HFD-
Mause (Abbildung 11). Im Durchschnitt verbrauchte eine NCD-Maus 32,51 ml + 0,38 ml
Trinkwasser in einer Woche, und eine HFD-Maus 24,67 ml £ 0,25 ml. Es zeigt sich ein
deutlicher Unterschied in dem Wasserverbrauch der zwei Gruppen. Die HFD-Mause
verbrauchten durchschnittlich jede Woche 7,84 ml Wasser weniger als die NCD-Gruppe
(Abbildung 12).
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Abbildung 11 Trinkmengenentwicklung.

Mannliche C57BL/6J Mause wurden ab dem Alter von 6 Wochen flir 18 Wochen einer Diat unterzogen.
Jeweils 12 Mause bekamen NCD-Futter und 12 Mause HFD-Futter. Dargestellt wird der
durchschnittliche Wasserverbrauch pro Maus pro Woche Uber die gesamte Diatdauer von 18 Wochen.
n=12; ** =p < 0,001; ns = nicht signifikant; Gezeigt wird der Mittelwert mit dem Standardfehler des
Mittelwerts (SEM).
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durchschnitlicher Wasserverbrauch
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Abbildung 12 durchschnittlicher Wasserverbrauch.

Mannliche C57BL/6J Mause wurden ab dem Alter von 6 Wochen fiir 18 Wochen einer Diat unterzogen.
Jeweils 12 Mause bekamen NCD-Futter und 12 Mause HFD-Futter. Dargestellt wird der

durchschnittliche Wasserverbrauch pro Maus pro Woche.
n =12; ** =p < 0,001; ns = nicht signifikant; Gezeigt wird der Mittelwert mit dem Standardfehler des

Mittelwerts (SEM).
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4.1.3 Gewicht Lebermittellappen

Abbildung 13 zeigt das Gewicht der Lebermittellappen, nachdem die Versuchstiere
euthanasiert wurden.

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den NCD- und HFD-Gruppen. Auch
zwischen NCD und NCD-niichtern gibt es einen signifikanten Unterschied, aber zwischen

NCD-nichtern und HFD-nlichtern zeigt sich kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 13 Gewicht Lebermittellappen.

Mannliche C57BL/6J Mause wurden ab dem Alter von 6 Wochen fir 18 Wochen einer Diat unterzogen.
Jeweils 12 Mause bekamen NCD-Futter und 12 Mause HFD-Futter. In der Nacht vor der Euthanasie
wurde jeweils 6 Mausen der 2 Gruppen flir 16 Stunden lang das Futter entzogen.

n==6 *=p<005 * =p < 0,001, ns = nicht signifikant; Gezeigt wird der Mittelwert mit dem
Standardfehler des Mittelwerts (SEM).
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4.2 Organbad

4.2.1 Aorta mit PVAT

Nach der Fltterungszeit von 18 Wochen (mit NCD bzw. HFD) wurde die Halfte der Mause fiir
16 Stunden lang das Futter entzogen. Die Aorten wurden zur Untersuchung der Gefalfunktion
im Myograph entnommen. Die Ergebnisse der Aortenringe mit PVAT sind in Abbildung 14
gezeigt.

Bei den Tieren ohne Nichtern zeigen die Aortenringe der NCD-Mause eine
konzentrationsabhangige Relaxation auf Acetylcholin (Abbildung 14A). Im Vergleich dazu war
die Acetylcholin-induzierte Relaxation der HFD-Mause deutlich vermindert (Abbildung 14A),
was auf eine GefalRdysfunktion hindeutet. Interessanterweise wurde die Relaxationsfahigkeit
der Aortenringe durch das Nichtern der HFD-Tiere so stark verbessert, dass sie das Niveau
der NCD-Mause erreichte (Abbildung 14B & C). In Anwesenheit von dem NOS-Inhibitor L-
Name induzierte Acetylcholin keine Vasodilatation (Abbildung 14D).

44



Ergebnisse

>
W

+ PVAT + PVAT
- Niichtern + Niichtern
2 9 S "'I
£ £
c 251 c 25
2 L
® ®
X 50 x 50
S K4
2 . 2
751-e- NCD +PVAT 75 NCD + PVAT + niichtern I
ns
-¥- HFD + PVAT HFD + PVAT + niichtern
100 T T T T 1 100+ T T T T 1
-10 9 8 7 6 5 -10 9 -8 7 6 5
Acetylcholin (log M) Acetylcholin (log M)

C D + PVAT
+ PVAT + L-Name
-754
N 04 ® .50
£ £
c 254 - 257
X 50{-e- NCD+PVAT X 25]-= NCD+PVAT
T —+ HFD + PVAT S 50l HFD+PVAT
['4 75 ” [+4 o
NCD + PVAT + nlchtern * 75 NCD + PVAT + nlchtern
HFD + PVAT + niichtern by HFD + PVAT + niichtern
100 T r r T . 100 r r r T )
10 -9 8 7 ] -5 10 9 -8 7 6 5
Acetylcholin (log M) Acetylcholin (log M)

Abbildung 14 GefaRfunktion der Aortenringe mit PVAT.

Mannliche C57BL/6J Mause wurden ab dem Alter von 6 Wochen fir 18 Wochen einer Diat unterzogen.
Jeweils 12 Mause bekamen NCD-Futter und 12 Mause HFD-Futter. In der Nacht vor der Euthanasie
wurde jeweils 6 Mausen der 2 Gruppen fir 16 Stunden lang das Futter entzogen. A: Dargestellt wird die
Relaxationsfahigkeit der Aorta mit PVAT und ohne Nuichternheit; B: Dargestellt wird die
Relaxationsfahigkeit der Aorta mit PVAT und mit Nichternheit; C: Alle 4 Gruppen mit PVAT mit und
ohne Nuchternheit; D: Alle 4 Gruppen mit PVAT mit und ohne Nichternheit und mit L-NAME;
n=6;*=p<0,05; *=p <0,01; ns = nicht signifikant; Gezeigt wird der Mittelwert mit dem Standardfehler
des Mittelwerts (SEM).
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4.2.2 Aorta ohne PVAT

Nach der Futterungszeit von 18 Wochen (mit NCD bzw. HFD) wurde einer Halfte der Mause
fur 16 Stunden lang das Futter entzogen. Die Aorten wurde zur Untersuchung der
Gefalfunktion im Myograph entnommen. Einer Halfte jeder Gruppe der Aortenringe wurde das
PVAT unter dem Mikroskop entfernt. Die Ergebnisse der Aortenringe ohne PVAT sind in
Abbildung 15 gezeigt. Abbildung 15A, 15B, 15C zeigen bei den Aorten ohne PVAT keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. In Abbildung 15D ist erkennbar, dass die

Aorten trotz Anwesenheit von L-Name deutlich unter Zugabe von Acetylcholin relaxieren.
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Abbildung 15 GefaRfunktion der Aortenringe ohne PVAT.

Mannliche C57BL/6J Mause wurden ab dem Alter von 6 Wochen flir 18 Wochen einer Diat unterzogen.
Jeweils 12 Mause bekamen NCD-Futter und 12 Mause HFD-Futter. In der Nacht vor der Euthanasie
wurde jeweils 6 Mausen der 2 Gruppen fir 16 Stunden lang das Futter entzogen. A: Dargestellt wird die
Relaxationsfahigkeit der Aorta ohne PVAT und ohne Nichternheit; B: Dargestellt wird die
Relaxationsfahigkeit der Aorta ohne PVAT und mit Nichternheit; C: Alle 4 Gruppen ohne PVAT mit und
ohne Nuchternheit; D: Alle 4 Gruppen ohne PVAT mit und ohne Nichternheit und mit L-NAME;

n =6; * =p < 0,05; ns = nicht signifikant; Gezeigt wird der Mittelwert mit dem Standardfehler des
Mittelwerts (SEM).
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4.3 Western Blot

4.3.1 Phosphorylierung von eNOS im PVAT

Aus den Mausaorten wurden PVAT-Proben prapariert und fir die Western-Blot-Analyse
Proteine isoliert. Die Ergebnisse der eNOS-Phosphorylierung sind in Abbildung 16 dargestellt.
Die HFD-Ftterung fir 18 Wochen flihrte zu einer Verminderung der eNOS-Phosphorylierung
an Ser'” im PVAT (Abbildung 16A). Auf die eNOS-Phosphorylierung an Ser'”” zeigte das
Fasten fir 16 Stunden keine Auswirkung (Abbildung 16A). Die HFD-Fltterung verminderte
auch die eNOS-Phosphorylierung an Thr*®® im PVAT (Abbildung 16B), die nach dem Fasten
vermindert blieb (Abbildung 16B). Ahnliche Ergebnisse ergeben sich, unabhangig davon, ob
die eNOS-Phosphorylierung auf Tubulin (Abbildungen 16A & B) oder auf die gesamte eNOS
(Abbildungen 16C-F) normiert wird.
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Abbildung 16 Phosphorylierung der eNOS im PVAT der thorakalen Aorta.

Mannliche C57BL/6J Mause wurden ab dem Alter von 6 Wochen fir 18 Wochen einer Diat unterzogen.
Jeweils 12 Mause bekamen NCD-Futter und 12 Mause HFD-Futter. In der Nacht vor der Euthanasie
wurde jeweils 6 Mausen der 2 Gruppen fir 16 Stunden lang das Futter entzogen. A: Dargestellt wird die
Phosphorylierung von eNOS an Ser'"” normiert auf Tubulin; B: Dargestellt wird die Phosphorylierung
von eNOS an Thr*® normiert auf Tubulin; C: Dargestellt wird die Phosphorylierung von eNOS an Ser''””
normiert auf eNOS; D: Dargestellt wird die Phosphorylierung von eNOS an Thr*® normiert auf eNOS;
E: Reprasentativer Ausschnitt des Western Blots fir die Abbildungen A und C; F: Reprasentativer
Ausschnitt des Western Blots fiir die Abbildungen B und D;
n==6 *=p<005 * =p < 0,001, ns = nicht signifikant; Gezeigt wird der Mittelwert mit dem
Standardfehler des Mittelwerts (SEM).
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4.3.2 Phosphorylierung von Akt

Die Analyse der Akt-Phosphorylierung im PVAT der thorakalen Aorta bringt keine eindeutigen
Ergebnisse. Es war nur eine tendenzielle Reduktion der Akt-Phosphorylierung an Ser*”
(Abbildung 17A) und Thr®® (Abbildung 17B) durch HFD-Fitterung zu erkennen. Unabhéngig
davon ob auf Akt-pan oder Tubulin normalisiert wurde, war kein Unterschied zwischen den

Gruppen statistisch signifikant (Abbildung 17).
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Abbildung 17 Phosphorylierung der Akt-Kinase im PVAT der thorakalen Aorta.

Mannliche C57BL/6J Mause wurden ab dem Alter von 6 Wochen fir 18 Wochen einer Diat unterzogen.
Jeweils 12 Mause bekamen NCD-Futter und 12 Mause HFD-Futter. In der Nacht vor der Euthanasie
wurde jeweils 6 Mausen der 2 Gruppen flr 16 Stunden lang das Futter entzogen. A: Dargestellt wird die
Phosphorylierung von Akt an Ser*”® normiert auf Tubulin; B: Dargestellt wird die Phosphorylierung von
Akt an Thr3%® normiert auf Tubulin; C: Dargestellt wird die Phosphorylierung von Akt an Ser*”3 normiert
auf Akt-pan; D: Dargestellt wird die Phosphorylierung von Akt an Thr®® normiert auf Akt-pan; E:
Reprasentativer Ausschnitt des Western Blots fir die Abbildungen A und C; F: Reprasentativer
Ausschnitt des Western Blots fiir die Abbildungen B und D;

n = 6; ns = nicht signifikant; Gezeigt wird der Mittelwert mit dem Standardfehler des Mittelwerts (SEM).
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4.3.3 Expression von Rictor und Nampt

In Abbildung 18A zeigt sich, dass die Expression von Rictor in allen drei Gruppen im Vergleich
zu NCD signifikant abnimmt.

In Abbildung 18B sieht man, dass Nampt bei NCD-nlichtern erhéht ist im Vergleich zur NCD-
Kontrolle. Bei HFD und HFD-niichtern ist der Effekt nicht nachweisbar. Im Vergleich zu der

NCD-Gruppe fuhrt die HFD-FUtterung zur Reduktion der Nampt-Expression, die auch nach
dem 16-stlindigen Fasten vermindert bleibt.
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Abbildung 18 Rictor- und Nampt-Expression im PVAT der thorakalen Aorta.

Mannliche C57BL/6J Mause wurden ab dem Alter von 6 Wochen fir 18 Wochen einer Diat unterzogen.
Jeweils 12 Mause bekamen NCD-Futter und 12 Mause HFD-Futter. In der Nacht vor der Euthanasie
wurde jeweils 6 Mausen der 2 Gruppen fir 16 Stunden lang das Futter entzogen. A: Dargestellt wird die
Expression von Rictor normalisiert auf Tubulin; B: Dargestellt wird die Expression von Nampt normiert
auf Tubulin; C: Reprasentativer Ausschnitt des Western Blots flir die Abbildungen A; D: Reprasentativer
Ausschnitt des Western Blots fir die Abbildungen B;

n=6;*=p<0,05 *=p<0,01; ** = p <0,001; ns = nicht signifikant; Gezeigt wird der Mittelwert mit
dem Standardfehler des Mittelwerts (SEM).
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4.4 Serumlipide

Die HFD-Futterung flir 18 Wochen resultierte in einer Erhdhung des Gesamtcholesterins
(Abbildung 19A). Das 16-stiindige Fasten flihrte zu einer leichten Reduktion des
Gesamtcholesterins in den NCD-, aber nicht in den HFD-Mausen (Abbildung 19A).

Die Triglyceride in den HFD- waren Uberraschenderweise niedriger als in den NCD-Mausen
(Abbildung 19B). Das 16-stiindige Fasten flhrte zu einer Reduktion der Triglyceride in den
NCD-, aber nicht in den HFD-Mausen (Abbildung 19B).

Die HFD-Futterung fir 18 Wochen flihrte zur Erhéhung von HDL und LDL (Abbildung 19C &
D). In den NCD-Mausen bewirkte das 16-stiindige Fasten eine Verminderung von LDL aber
nicht von HDL. In den HFD-Tieren zeigte das 16-stlindige Fasten keinen Einfluss, weder auf
HDL noch auf LDL (Abbildung 19C & D).
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Abbildung 19 Serumlipide.

Triglyceride

LDL

Mannliche C57BL/6J Mause wurden ab dem Alter von 6 Wochen fir 18 Wochen einer Diat unterzogen.
Jeweils 12 Mause bekamen NCD-Futter und 12 Mause HFD-Futter. In der Nacht vor der Euthanasie
wurde jeweils 6 Mausen der 2 Gruppen fur 16 Stunden lang das Futter entzogen. A: Dargestellt wird
das Gesamt-Cholesterin im Serum; B: Dargestellt werden die Triglyceride im Serum; C: Dargestellt wird
das HDL-Cholesterin im Serum; D: Dargestellt wird das LDL-Cholesterin im Serum;

n=6;*=p<0,05 *=p<0,01; ** =p <0,001; ns = nicht signifikant; Gezeigt wird der Mittelwert mit
dem Standardfehler des Mittelwerts (SEM).
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4.5 Leberenzyme

Die HFD-Fitterung fur 18 Wochen flihrte zu einer Erhéhung von GPT und GOT, aber nicht
von alkalischer Phosphatase (Abbildung 20). In den NCD-Mausen verminderte das 16-
stiindige Fasten die GPT, aber nicht die GOT oder die alkalische Phosphatase. In den HFD-
Tieren zeigte das 16-stiindige Fasten keine Wirkung auf die Leberenzyme (Abbildung 20).
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Abbildung 20 Leberenzyme.

Mannliche C57BL/6J Mause wurden ab dem Alter von 6 Wochen fiir 18 Wochen einer Diat unterzogen.
Jeweils 12 Mause bekamen NCD-Futter und 12 Mause HFD-Futter. In der Nacht vor der Euthanasie
wurde jeweils 6 Mausen der 2 Gruppen fir 16 Stunden lang das Futter entzogen. A: Dargestellt wird die
GPT im Serum; B: Dargestellt wird die GOT im Serum; C: Dargestellt wird die alkalische Phosphatase
im Serum;

n=6;*=p<0,05; *=p <0,01; ns = nicht signifikant; Gezeigt wird der Mittelwert mit dem Standardfehler
des Mittelwerts (SEM).
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5 Diskussion

5.1 Korpergewicht und Trinkwasser

5.1.1 Gewicht

Um das metabolische Syndrom zu untersuchen, muss zunachst dieser Zustand bei den
Mausen erreicht werden. West et al. haben schon 1992 gezeigt, dass die C57BL/6J-Mause
gut fur Untersuchungen des Metabolischen Syndroms geeignet sind. Sie beschreiben eine
adipése Entwicklung ab sieben Wochen mit fettreicher Diat [122]. Ein wichtiger Faktor fur die
Entstehung des Ubergewichts im Mausmodell ist auch die Art der Diat [122].

Die Diat in Form der HFD-FUtterung tGber 18 Wochen hat fir eine deutliche Gewichtszunahme
im Vergleich zur Kontrollgruppe, die mit NCD geflttert wurde, gesorgt (Abbildung 7). Die
Gewichtszunahme durch die Dit ist in Ubereinstimmung mit vielen anderen diet-induced-
obesity — (DIO)-Experimenten [127]. Die 16-stiindige Fastenperiode senkt das Gewicht der
Mause minimal, jedoch nicht signifikant (Abbildung 8). Zu bemerken ist allerdings, dass das
Fasten einen signifikanten Einfluss auf das Lebergewicht der Mause hat (Abbildung 13).

Das Ubergewicht sowie die Gewichtszunahme der Leber wird als Marker fiir das Vorliegen
eines Metabolischen Syndroms (vgl. Definition NCEP und WHO) angesehen [1, 17].

Die mit HFD gefutterten Mause verbrauchen weniger Futter als die mit NCD gefutterten
Mause. Sampey et al. haben das auch bei HFD gefitterten Ratten beobachtet [128]. Dennoch
ist durch die héhere Energiedichte der HFD eine héhere Energieaufnahme zu beobachten als
in der Kontrollgruppe (Abbildungen 9 & 10). Zu beachten ist auch, dass die Gewichtszunahme
pro aufgenommene Energie-Einheit bei Fett héher ist als bei Proteinen und Kohlenhydraten,
da es mehr Energie kostet langkettige Fette aus Kohlenhydraten und Proteinen zu erzeugen,
als diese direkt aus der Nahrung aufzunehmen und zu speichern [127].

Daher kann die HFD-Fltterung als eine valide Methode zur Erzeugung von Ubergewicht und
Metabolischem Syndrom im Mausmodell angesehen werden [129].

Die Mause beider Gruppen nehmen uber die gesamte Dauer der Diat in etwa konstant die
gleiche Futtermenge und damit Energiemenge zu sich (Abbildungen 9 & 10). Es wurde in
manchen Studien beschrieben, dass Mause und Ratten ihre Nahrungsaufnahme an die
Energiedichte anpassen [127]. Diese Anpassung ist hier aber Gber den zeitlichen Verlauf der
Energie- und Nahrungsaufnahme nicht zu sehen. Eine Hyperphagie, wie sie in Studien Uber

High-Fat-Diaten beschrieben wird [127], ist auch nicht zu beobachten.
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Aulerdem ist zu bedenken, dass hier nur der Futterverbrauch gemessen werden kann, da
zum einen bauartbedingt Futter in den Kéafig fallt und Mause zum anderen Futter verstecken,
um es flr spatere Zeiten aufzuheben [130]. Das versteckte Futter wird dann bei dem Wechsel

der Kafige ungewogen entsorgt.

5.1.2 Wasserverbrauch

Interessanterweise verbrauchen NCD Mause im Mittel 7,84 ml mehr Wasser pro Woche als
HFD Mause (Abbildung 12). Man kdnnte versuchen den Mehrverbrauch von Wasser in der
NCD Gruppe durch den erhdhten Salzkonsum der NCD Mause zu erklaren, da im NCD Futter
0,25% Salz enthalten sind und im HFD Futter nur 0,2%. Mit dem Futterverbrauch
gegengerechnet verbrauchen NCD Mause 32,35mg und HFD Mause 21,98mg Salz pro
Woche. Kitada et al. beschreiben aber, dass eine vermehrte Salzaufnahme zu einer
vermehrten Salzausscheidung Uber die Niere flhrt, nicht aber zu einer vermehrten
Wasseraufnahme. Auch beschreiben sie, dass die Regulation zur Aufnahme von Wasser
durch viele Faktoren wie Hormonausschittung und Stoffwechsel gesteuert wird [131]. Eine
andere Studie zeigt sogar, dass die Wasseraufnahme bei vermehrter Salzaufnahme sinkt
[132]. Bankir et al. sagen, dass die Kohlenhydrat- und Proteinanteile der aufgenommenen
Nahrung Einfluss auf die Trinkmenge nehmen [133]. In Zusammenschau dieser Publikationen
lasst sich ein genauer Grund flr den Unterschied in meinen Gruppen nicht benennen. Dies

ware ein Ansatzpunkt fir weitere Forschung.

5.2 Organbad

Adipositas ist in den Industrienationen eine Erkrankung mit epidemischen Ausmalfen [1]. Die
Folgeerkrankungen stellen die Haupttodesursachen in den Industrienationen dar [1]. Der
zugrundeliegende Mechanismus ist die vaskulare Dysfunktion, die unter anderem fir kardio-
vaskularen Erkrankungen hauptsachlich verantwortlich ist [24].

Wie schon in Kapitel 2.2.1 beschrieben ist ein zentraler Mechanismus der vaskularen
Dysfunktion die Abnahme der NO-Bioverfigbarkeit in den Endothelzellen sowie in den
Fettgeweben um die Arterien herum [24]. Die Abnahme des NO wird auf eine verminderte
Produktion und eine vermehrte Inaktivierung Aufgrund des oxidativen Stress zuriickgefiihrt

[24]. Verschiedene Mechanismen liegen dem zugrunde.

57



Diskussion

Zum einen ist fir die Regulation der eNOS-Aktivitat und damit der NO-Produktion die
Phosphorylierung von Ser'"”” ausschlaggebend [30, 134, 135]. Zum anderen wird NO direkt
durch Superoxid-Anionen inaktiviert [28]. Oxidativer Stress flhrt daher einerseits zur
vermehrten NO-Inaktivierung aber andererseits auch zur Entkopplung der eNOS [27]. Die
Oxidation von BH4 durch ROS und die verminderte Bioverfligbarkeit von L-Arginin durch
Induktion von Arginasen sind hauptsachlich fiir die Entkopplung der eNOS verantwortlich [9,
32].

Seit 1991 ist bekannt, dass nicht nur das Endothel fiir die vaskulare Funktion verantwortlich
ist, sondern auch das PVAT daflr Verantwortung tragt [42]. Neuere Experimente haben
gezeigt, dass sich die Gefalifunktion von adipésen Mausen in Anwesenheit von PVAT
verschlechtert [22, 37]. Beim Menschen konnte dieser Effekt bei in vitro-Gefalien ebenfalls
nachgewiesen werden [54]. 2016 haben Xia et al. gezeigt, dass die Gefalifunktion bei Aorten
von adipésen Mausen mit PVAT verschlechtert ist, gegenliber den Aorten normalgewichtiger
Mause. Interessanterweise ist dieser Effekt aber nicht bei PVAT-freien Aorten nachzuweisen
gewesen. Man hat daraus geschlussfolgert, dass der Haupteffekt fiir vaskulare Dysfunktion
aus dem PVAT stammt, nicht aber aus dem Endothel [22].

Diesen Effekt konnte ich auch in meiner Studie zeigen. In der PVAT-freien Aorta sind keine
Unterschiede in der Relaxation mit Acetylcholin in den Gruppen zu erkennen (Abbildung 15A).
Dagegen war in den PVAT-haltigen Aorten eine klare GefalRdysfunktion der HFD-Mause
festzustellen (Abbildung 14A). Diese Befunde stehen in Einklang mit den Ergebnissen anderer
Studien [22, 37].

In Abbildung 15D, wo die Relaxation der Aorta ohne PVAT gezeigt wird, aber zusatzlich vor
der Messung der Dosiswirkungskurve der eNOS-Inhibitor L-Name hinzugefligt wurde, sieht
man eine Relaxation der Aorta in allen Gruppen. Zu erwarten ware eigentlich in Einklang mit
Studien von Xia et al. und Ketonen et al., dass sich die Aorten nicht mit Acetylcholin relaxieren
lassen [22, 37]. Mdglicherweise ist in den durchgeflihrten Versuchen beim Abpraparieren des
PVAT von den Aorten das Gefald beschadigt worden.

Hier sieht man eine Problematik des Organbadversuchs zur Messung der Gefalispannung im
Myographen. Es erfordert viel Ubung und Fingerspitzengefihl um die 1-2mm groRen Aorten
unter dem Mikroskop vom PVAT befreien zu kénnen. Hier hat sich gezeigt, dass die Ubung an
einigen wenigen Mausen nicht ausreichend war. Interessant ware es, um die Ergebnisse
zwischen den Verschiedenen Laboren und Untersuchern besser vergleichen zu kénnen, zu
wissen wie grof3 die Ubung und Erfahrung der jeweiligen Untersucher ist.

In den Versuchen mit belassenem PVAT an den Aorten sieht man in Abbildung 14D, dass sich

die Aorten nach Inkubation mit L-Name nicht mit Acetylcholin relaxieren lassen. Im Gegenteil,
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teilweise erhdht sich sogar die Spannung. Das lasst sich damit erklaren, dass das Acetylcholin
direkt an den glatten Muskelzellen der GefalRwand bindet und so zu einer Kontraktion des
Gefales flhrt. Das ist ein Hinweis daflr, dass das Gefal} intakt war und die Ergebnisse bei
den Aorten mit PVAT valide sind.

Wie in der Abbildung 14A gezeigt, war die Relaxationsfahigkeit der PVAT-haltigen Aorta bei
HFD-geflitterten Mausen im Vergleich zu NCD-gefutterten Mausen signifikant vermindert. Das
Ergebnis ist mit den von Xia et al. und Ketonen et al. tbereinstimmend [22, 37]. Das ist ein
weiterer Hinweis dafir, dass die Ergebnisse mit den PVAT-haltigen Aorten zuverlassig sind.
Die verminderte Relaxation der PVAT-haltigen Aorten der HFD-Mause in Abbildung 14A
deutet auf eine Dysfunktion des PVAT hin. Wenn man jedoch Abbildung 14B anschaut, die die
Aorten mit PVAT und der vorausgehenden 16-stlindigen Nichternheit darstellt, sieht man
keinen Unterschied mehr in der Relaxationsfahigkeit zwischen NCD-nlchtern- und HFD-
nldchtern-Gruppen. Das heif’t, dass eine 16-stiindige Nichternheit in adipdsen Mausen die
Relaxationsfahigkeit der Aorta mit PVAT wieder auf das Mal3 der normalgewichtigen Mause
verbessern kann. Weiter kondensiert kann man sagen, dass die Nichternheit bei adipésen

Mausen die PVAT-Funktion wiederherstellt.

5.3 Western Blot

Nachdem das Organbad-Experiment gezeigt hat, dass die 16-stlindige Nichternheit einen
Effekt auf die Relaxationsfahigkeit der Aorta hat, habe ich mit einer Western-Blot-Analyse
versucht, eine Erklarung flr den gemessenen Effekt zu finden. Die Phosphorylierung von
eNOS an Ser""”” und Thr*® wurde als ein wichtiger Regulationsmechanismus fiir die eNOS im
Endothel und der PVAT ausfindig gemacht [30, 134, 135]. Eine verminderte Phosphorylierung
der eNOS an Ser'""” und vermehrte Phosphorylierung an Thr*®® gehen mit einer verminderten
Aktivitat der eNOS einher, beziehungsweise eine vermehrte Aktivitdt mit einer erhdhten

"7 und verminderten Phosphorylierung an Thr*®® [32, 134].

Phosphorylierung an Ser
Dementsprechend ist bei HFD eine verminderte Phosphorylierung der Akt zu erwarten [134].
Uber eine Erhéhung der Scherkrafte in der Aorta wird der Signalweg tber die mTOR-
Untereinheit Rictor aktiviert [47], weshalb man auch hier eine Verminderung bei HFD erwarten
kann.

Ahnlich ist es bei Nampt, der ratenlimitierenden Untereinheit der NAD-Biosynthese. Bei
Ubergewichtigen Mausen und dysfunktionalem PVAT erwartet man eine verminderte Nampt-

Expression in den HFD-Gruppen [21].
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In Abbildung 16 wird die Phosphorylierung der eNOS dargestellt. In den Abbildungen 16A und
16B jeweils auf Tubulin normalisiert und in 16C und 16D auf die gesamten eNOS.
In Abbildung 16A kann man in Ubereinstimmung mit anderen Studien [22] sehen, dass die

"7 in den HFD-Gruppen signifikant niedriger ist als in den NCD-

Phosphorylierung an Serin
Kontrollgruppen, unabhangig davon, mit welchem Protein normalisiert wurde. Ein signifikanter
Unterschied zwischen der HFD-nichtern-Gruppe und der HFD Gruppe ist nicht zu sehen.

"77in den

Allerdings kann man eine Tendenz erkennen, dass die Phosphorylierung an Serin
Nuchterngruppen eher niedriger ist.

In den Abbildungen 16B und 16D ist die Phosphorylierung an Thr*®® abgebildet. Auch hier ist
eine Abnahme der Phosphorylierung in der HFD-Gruppe zu erkennen. Xia et al. zeigten hier
2016 keine Verminderung der Phosphorylierung an Thr*®® [22] im Gegensatz zur erwartbaren
physiologischen Verminderung wie Férstermann sie beschreibt [32]. Eine signifikante
Anderung der Phosphorylierung durch das 16-stiindige Fasten ist in den Abbildungen nicht zu
sehen.

Die Abbildung 17 stellt die Phosphorylierung der Akt an Serin*"® und Threonin®®® dar. Wie auch
in den anderen Western-Blot-Analysen wurde einmal auf Akt-pan und einmal auf Tubulin
normalisiert.

Bei Betrachtung aller vier Darstellungen der Phosphorylierung zeigt sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den vier Gruppen. Man sieht hier im Gegensatz zu Xia et al. nur eine
Tendenz in der Abnahme der Phosphorylierung in den HFD Gruppen, aber keine signifikanten
Unterschiede [22]. Auch eine Tendenz in den HFD-nichtern-Gruppen vermehrt
phosphoryliertes Threonin und Serin zu exprimieren ist nicht zu erkennen.

Ein mdglicher Erklarungsversuch ist, dass Xia et al. in ihren Experimenten mindestens 20
Wochen eine HFD-Diat an ihren Versuchstieren durchgefiihrt haben [22], wahrend in dieser

Arbeit nur 18 Wochen Diat gehalten wurde.

Abbildung 18 zeigt die Expression der Enzyme Rictor und Nampt. Rictor wird als kritischer
Regulator der Entziindung in PVAT bei adipdsen Mausen betrachtet [49]. Es zeigt sich, das
Rictor im PVAT der HFD-Mause erniedrigt ist. Bhattacharya hat diesen Beobachtung 2013
erstmalig publiziert [49]. Dieser Effekt wird in dieser Studie ebenfalls gezeigt. Zusatzlich sieht
man, dass eine 16-stiindige Fastenperiode die Expression von Rictor senkt. In HFD gefitterten
Mausen senkt die Fastenperiode die Rictor-Expression nicht signifikant. Die
Herunterregulierung von Rictor, die mit einem Anstieg von proinflammatorischen Zytokinen
verbunden ist [49], passt sehr gut in das Bild der vaskularen Dysfunktion. Eine Erklarung flr

den antikontraktilen Effekt der 16-stlindigen Nichternheit in adipésen Mausen bleibt aber aus.
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NAD" spielt eine essenzielle Rolle im Energiemanagement vieler Lebewesen [21]. Es wurde
gezeigt, dass Nampt als geschwindigkeitslimitierendes Enzym der NAD*-Biosynthese in
Ubergewichtigen und alten Patienten abnimmt [21]. Die mit HFD gefutterte Gruppe zeigt in
Abbildung 18B eine signifikant niedrigere Expression von Nampt als die NCD-Kontrollgruppe.
In der Nichterngruppe der NCD-Mause ist die Expression von Nampt deutlich erhdht, das
zeigt sich aber nicht bei der HFD-nlchtern-Gruppe. Hier ist wieder nur eine Tendenz zu
erkennen aber kein signifikanter Unterschied. Auch die Expression von Nampt liefert keine

Erklarung fir die wiederhergestellte Relaxation durch Nichternheit.

5.4 Serumlipide

Der Zusammenhang zwischen Ubergewicht und Hypercholesterindmie ist schon lange
bekannt [136]. Bekannt ist auch, dass Hypercholesterinamie zu dysfunktionalem Fettgewebe
fuhrt, und dass es das GréRenwachstum der Adipozyten und Inflammation férdert [136]. Daher
passen die Ergebnisse des Gesamtcholesterins, die in dieser Studie im Serum der vier
Gruppen gemessen wurden sehr gut in das Bild der vaskularen Dysfunktion und des
Metabolischen Syndroms. In der NCD-Gruppe fallt das Cholesterin nach der 16-stiindigen
Fastenperiode allerdings ab (Abbildung 19A). Das steht in Einklang mit der Literatur [136].

Allerdings ist das Gesamtcholesterin in den HFD-Mausen durch das Fasten nicht reduziert.

Zusammen mit der Hypercholesterinamie geht bei Adipositas und Metabolischem Syndrom
auch eine Erhéhung der Triglyceride einher [136]. Der TG-Spiegel wird normalerweise
nldchtern bestimmt, da die Triglyceride nach Nahrungsaufnahme im Blut erhéht sind [137].
Dazu passend sind die TG-Spiegel in den NCD-nlchtern-Mausen niedriger als in der NCD-
Gruppe (Abbildung 19B). Allerdings ist das bei den HFD-Mausen nicht der Fall. Der Grund
daflir kdnnte die verminderte TG-Clearance bei adipdsen Individuen sein [136]. Wenn man nur
die TG-Werte nach der 16-stiindigen Fastenperiode vergleicht, sind die TG in den HFD-
nldchtern- héher als NCD-nuchtern-Tiere (Abbildung 19B).

In Abbildung 19C ist der HDL-Spiegel in den vier Gruppen dargestellt. Wie in Kapitel 2.3.1
erortert, spielt die HDL eine wichtige Rolle als Risikofaktor und Schutzfaktor flir kardio-
vaskulare-Erkrankungen im Metabolischen Syndrom [66]. Nicht nur die Reduktion von HDL im
Metabolischen Syndrom ist ein Risikofaktor, sondern auch die durch Adipositas ausgeldste
Dysfunktionalitat [81].
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In dem hier durchgeflihrten Experiment ist die HDL signifikant héher in den HFD-Gruppen als
in den NCD-Gruppen. Auch die Nuchternheit zeigt keinen Effekt (Abbildung 19C). Die
Funktionalitdt der HDL wurde in diesem Experiment nicht untersucht, ware aber ein
interessanter Ansatzpunkt zur weiteren Forschung.

Die Abbildung 19D zeigt, wie zu erwarten, eine signifikant erhéhte LDL-Konzentration in den
HFD-Gruppen. Wenn man sich die Nichtern-Gruppen anschaut, sieht man einen deutlich
erhdhten LDL-Spiegel in der HFD-nlchtern-Gruppe. Hier passen die Parameter sehr gut in
das Bild des Metabolischen Syndroms [66]. Die Nichternheit reduziert den LDL-Spiegel zwar
in den NCD-M&ausen aber nicht in den HFD-Tieren.

Im GrofRen und Ganzen passen die Serum-Lipide in das Bild des Metabolischen Syndroms.

Auch wenn sie keine Erklarung fiir die beobachteten Effekte im Organbad liefern.

5.5 Leberenzyme

In Ubereinstimmung mit der Literatur sieht man in Abbildung 20A eine signifikante Erhéhung
der GPT in den HFD-Gruppen. Bei nichternen Mausen sieht man sogar einen hoch
signifikanten Unterschied. In den NCD-Gruppen konnte eine signifikante Verringerung der
GPT in der Nuchterngruppe gezeigt werden. Bei den HFD-Gruppen konnte die Nichternheit
keine signifikante Wirkung auslésen. Aber man kann eine Tendenz der Reduktion bei der HFD-
nldchtern-Gruppe sehen.

Bei der GOT in Abbildung 20B sieht man, dass die HFD-Fltterung zu einer Erhéhung von
GOT flhrt. Die 16-stlindige Fastenperiode hat keine Auswirkung auf die GOT-Werte, weder in
den NCD- noch in den HFD-Mausen.

In der alkalischen Phosphatase sieht man keinen Unterschied zwischen den Gruppen.

In Summe passen die meisten Ergebnisse in das Bild des Metabolischen Syndroms [90]. Auch
Iasst sich eine Schadigung der Leber im Sinne einer NAFLD vermuten [85]. In der Abbildung
13 ist das Gewicht der Lebermittellappen dargestellt. Hier sieht man eine deutliche
Gewichtsdifferenz der Leber zwischen den NCD- und HFD-Gruppen. Die Gewichtserhéhung
bei HFD ist ganz im Sinne der NAFLD-Definition [83]. Die Ergebnisse passen sehr gut zu den
anderen Ergebnissen dieser Arbeit. Die Reduktion des Lebergewichts in den Nichtern-
Gruppen im Vergleich zu den Nicht-nlichtern-Gruppen steht kongruent zu den Beobachtungen
im Organbad, dass Nuchternheit bei HFD-Mausen die Gefalfunktion wiederherstellen kann.

Einen kausalen Zusammenhang zwischen Lebergewicht und Relaxationsfahigkeit der Aorta
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konnte nicht nachgewiesen werden. Dieser stellt aber einen weiteren Punkt fir weitere
Forschung dar.

Auch die Tatsache, dass der Zusammenhang von Leberschaden wie NAFLD und Fasten noch
nicht gut untersucht ist [86, 87], macht die Einordnung der Ergebnisse in den Zusammenhang

dieser Arbeit nicht ganz einfach und fordert weitere Untersuchungen.

In der Zusammenschau der Ergebnisse lasst sich sagen, dass 16-stiindiges Fasten eine
signifikante Verbesserung der PVAT-Funktion mit sich bringt. Die Ergebnisse dieser Arbeit
bestatigen die Erkenntnisse, dass ein gesundes und intaktes PVAT maligeblich zur
Gefalfunktion beitragt und Adipositas ein malRgebender Faktor fir die Dysfunktionalitat im
PVAT ist. Auch konnte gezeigt werden, dass die Fastenperiode von 16 Stunden die PVAT-
Funktion auf das Mal eines gesunden PVAT verbessern kann.

Leider wurde nicht herausgefunden, aus welchen Griinden die Fastenperiode die PVAT-
Funktion auf diese Art und Weise verbessert. Die eNOS Regulationsmechanismen Uber
Phosphorylierung der Akt und an eNOS selbst konnten den Effekt nicht erklaren. Auch
Serumanalysen fir Leberenzyme und Lipoproteine konnten nur bestatigen, dass die
durchgefiihrte Diat und die Fastenphasen funktioniert haben, aber keinen Grund fir die
verbesserte Relaxation liefern.

Es werden aber Ansatzpunkte fir weitere Untersuchungen geliefert. So kénnte man versuchen
herauszufinden, ob andere Messenger im PVAT bei einer Fastenperiode die
Relaxationsfahigkeit verbessern. Weitere Ansatze waren der Einfluss auf die Inflammation
oder die Veranderung der reaktiven Sauerstoffspezies. Aber auch der Zusammenhang von
Fasten und den Transaminasen GPT und GOT bedarf noch weiterer Forschung, genau wie

die Gewichtsreduktion in der Leber.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung einer 16-stlindigen Fastenperiode auf die
Gefalfunktion in einem Adipositas-Modell untersucht. Mannliche C57BL/6J-Mause wurden ab
dem Alter von 6 Wochen flir 18 Wochen einer fettreichen Diat (HFD) unterzogen. Die mit HFD
gefutterten Mause wurden adipds, hatten eine vergrofierte Leber, erhdhte Werte der
Leberenzyme (GPT und GOT) sowie gesteigerten Serumspiegel an Gesamtcholesterin. Diese
Daten sprechen dafiir, dass das Adipositas-Modell erfolgreich war. Zur Untersuchung der
Gefalfunktion wurden die thorakalen Aorten isoliert und jeweils mit oder ohne PVAT
(perivaskulares Fettgewebe) im Myograph-System montiert. Nach einer Vorkontraktion mit
Noradrenalin wurden die Aortenringe mit Acetylcholin in steigenden Konzentrationen relaxiert.
In den Aortenringen mit PVAT war die Acetylcholin-induzierte Relaxation der HFD-M&ause
deutlich verschlechtert im Vergleich zu den mit normalem Kontrollfutter (NCD) gefitterten
Mause. Dagegen war die Relaxation der PVAT-freien Aortenringen in beiden Gruppen
vergleichbar. Diese Ergebnisse sind Ubereinstimmend mit bisherigen Studien und weisen
darauf hin, dass die Ursache der GefalRdysfunktion der adipésen Mause im PVAT und nicht
im Endothel liegt. Interessanterweise konnte eine 16-stlindige Nahrungskarenz die PVAT-
Funktion so weit verbessern, dass die Acetylcholin-induzierte Relaxation der PVAT-haltigen
Aortenringe der HFD-Mause das Niveau der schlanken NCD-Kontrolltiere erreichte.

Um die molekularen Mechanismen zu untersuchen, wurden Western-Blot-Analysen
durchgefiihrt. Dabei konnte im PVAT der HFD-Mause keine Wirkung durch die 16-stlindige
Fastenperiode beobachtet werden, weder auf die Phosphorylierung der endothelialen NO-
Synthase (eNOS) oder der Akt-Kinase, noch auf die Expression von Rictor (einem
Regulatorprotein im mTOR-Komplex 2) oder Nampt (dem ratenlimitierenden Enzym fir die
NAD*-Biosynthese). Das Fasten der adipdsen Mause hatte auch keine Auswirkung auf die
Serumlipide oder der Leberenzyme.

Zusammenfassend konnte die vorliegende Arbeit die Beobachtung bestatigen, dass das PVAT
eine wichtigere Rolle als das Endothel fiir die GefaRdysfunktion der HFD-induzierten adipésen
Mause spielt. Das wichtigste Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, dass die PVAT-Dysfunktion
der adipdsen Mause durch eine 16-stiindige Fastenperiode normalisiert werden konnte. Die
zugrunde liegenden Mechanismen konnten nicht identifiziert werden und sollen in weiteren

Studien untersucht werden.
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