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Zusammenfassung

Die Entwicklung Endothelialer Dysfunktion ist ein Zwischenschritt in der
Entstehung von Atherosklerose, welche die Entstehung kardiovaskularer
Ereignisse wie Schlaganfall oder Herzinfarkt begunstigt. In der Entstehung
Endothelialer Dysfunktion spielt die tagliche Ernahrung als méglicher Risiko- oder
Protektivfaktor eine wichtige Rolle.

Um Ernahrung als Risikofaktor bei der Entstehung kardiovaskularer
Erkrankungen zu untersuchen wird auf spezielle Erndhrungsformen wie die fett-
und cholesterinreiche Western Diet, und auf genotypisch veranderte Tiere wie
die ApolipoproteinE-defiziente Maus (ApoE-KO) zurickgegriffen. Die so
behandelten Tiere entwickeln eine Endotheliale Dysfunktion, Hyperlipidamie,
Adipositas und Atherosklerose. Der genaue Verlauf der Entstehung dieser
Erkrankungen, sowie das Vorhandensein eines Hypertonus bei diesen Tieren
sind nicht eindeutig bekannt, und sollen in diesem Projekt untersucht werden.

In anderen Fallen kann die Ernahrung auch einen kardiovaskular protektiven
Effekt haben. So begunstigt eine ballaststoffreiche Ernahrung die Bildung
kurzkettiger Fettsauren durch die Darmbakterien. Diese kurzkettigen Fettsauren
wiederum bedingen durch endokrine Funktionen ein Absinken des Blutdrucks.
Wahrend hier in letzter Zeit durch Entdeckung und teilweise Charakterisierung
der beteiligten Rezeptoren GpR41, GpR43 und OIfR78 Fortschritte erlangt
werden konnten, sind die genauen Mechanismen dieses Effekts bislang
unbekannt, und werden ebenfalls in dieser Dissertation behandelt.

Zur Erforschung der Entstehung ernahrungsbedingter kardiovaskularer
Risikofaktoren wurde die flussvermittelte Vasodilatation, eine beim Menschen
etablierte Methode =zur Bestimmung Endothelialer Dysfunktion und
prognostischer Marker fur das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse verwendet.,
Diese konnte im Mausmodell als neue in vivo Methode zur Messung
Endothelialer Dysfunktion weiter validiert werden. Hier konnte schon nach einer
Futterungszeit von 16 Wochen durch die alleinige Belastung mit Western Diet
eine relevante Endotheliale Dysfunktion bei Wild-Typ-Mausen nachgewiesen
werden. Ferner konnte gezeigt werden, dass bei ApoE-KO Mausen bereits vor
Belastung mit Western Diet, und damit friher als bisher in ex vivo Studien
angenommen, eine Endotheliale Dysfunktion besteht. Bei Evaluation der
Endothelfunktion ex vivo mittels isoliert perfundierter Niere konnte ebenfalls eine
Schadigung festgestellt werden, allerdings erst nach Gabe von Western Diet. Es
konnte gezeigt werden, dass die Entstehung dieser Endothelialen Schadigung
nicht mit der Entstehung eines systemischen Hypertonus einhergeht.

Bei der Erforschung des Mechanismus der durch kurzkettige Fettsauren
induzierten Vasodilatation wurden zwei zu Grunde liegende Mechanismen
nachgewiesen, die organabhangig verschieden stark ausgepragt waren.
Wahrend im Darm hauptsachlich ein Endothelium derived hyperpolarizing factor-
abhangiger Mechanismus vorherrschte, spielte an der Niere zusatzlich ein NO-
abhangiger Mechanismus eine wichtige Rolle. Hierbei scheint der NO-abhangige
Mechanismus durch den GpR43-Rezeptor induziert zu werden.

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieses Dissertationsprojekts gezeigt
werden, dass hypercholesteriname Ernahrung die Endotheliale Dysfunktion
verstarkt. AulBerdem konnten neue Erkenntnisse zum Endothelialen
Mechanismus kurzkettiger Fettsauren erlangt werden.



Summary

The occurrence of endothelial dysfunction is an important step in the
development of atherosclerosis. Atherosclerosis is an important risk factor for
cardiovascular events like stroke or heart attack. One important factor in the
development of endothelial dysfunction is the food composition of our daily diet.

The typical high-fat, high-cholesterol diet eaten throughout the Western world is
a recognized risk factor in the development of cardiovascular events like stroke
or myocardial infarction. Other diets, like a fiber-rich diet, have proven positive
cardiovascular effects.

In order to examine the impact of a high-fat, high-cholesterol Western Diet on
vascular injury and the development of hypertension, wild type (WT) and
ApolipoproteinE-deficient (ApoE-KO) mice were used in this study. ApoE-KO
mice develop endothelial dysfunction, hyperlipidemia, obesity and
atherosclerosis. However, the exact process of the development of these
pathologies is currently unknown, as well as the development of elevated blood
pressure in these mice. Both of these questions are being discussed in this
publication.

In other instances, our daily diet can have a protective effect on the
cardiovascular system. For example, a fiber-rich diet induces the production of
short-chain fatty acids by the microbiome. Recent studies show that short-chain
fatty acids reduce blood pressure and may protect the cardiovascular system.
The exact underlying mechanisms are still unknown. However, an involvement of
g-protein coupled receptors GpR41, GpR43 and OIfR78 was shown in recent
publications.

To assess the development of endothelial dysfunction we used flow-mediated
vasodilation, a method for detection of endothelial dysfunction and assessment
of risk for cardiovascular events. Early development of endothelial dysfunction in
mice treated with Western Diet for a period of 16 weeks was detected.
Furthermore, the same method showed endothelial dysfunction in young ApoE-
KO before treatment with Western Diet. This is an earlier occurrence of
endothelial dysfunction in these mice than recognized with other ex vivo methods,
like aortic ring relaxation. Evaluation of endothelial dysfunction ex vivo through
isolated perfused kidney yielded development of endothelial dysfunction as well,
but later. Surprisingly, the development of endothelial dysfunction was not
associated with the development of arterial hypertension.

Furthermore, we researched the mechanism of short-chain fatty acid-induced
vasodilation. Here we were able to identify different mechanisms in different
organs. In the gut, an endothelium derived hyperpolarizing factor-dependent
mechanism was most prevalent. However, in the kidney, NO-dependent
vasodilation was a factor alongside the already known influence of endothelium
derived hyperpolarizing factor.

NO-dependent vasodilation appears to be mediated by the GpR43-receptor.

In conclusion, the presented study shows endothelial dysfunction can be
aggravated through the application of Western Diet. Furthermore, our
understanding of the mechanism of short-chain fatty acids on the endothelium
was extended.
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1.Einleitung

Kardiovaskulare Ereignisse wie koronare Ischamien wund ischamische
Schlaganfalle sind die Haupttodesursache in Deutschland und weltweit[1, 2]. In
Anbetracht dieser Tatsache ist ein tiefgreifendes Verstandnis der Ursachen fur
die Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen von grof3ter Bedeutung zur

besseren Pravention und Therapie dieser Erkrankungen.

Zu den wichtigsten bekannten Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen
gehoren korperliche Inaktivitat, Rauchen, falsche Ernahrung und Fettleibigkeit,
Hypertonie, Hyperlipidamie, familiare Vorbelastung, Diabetes, Alter, Geschlecht

und niedriger soziobkonomischer Status[3].

In dieser Arbeit soll vor allem die Erndhrung als Risikofaktor, aber auch als
maglicher Schutzfaktor in Bezug auf GefalRschadigung im Mausmodell erforscht

werden.

Eine funktionelle Schadigung des Endothels, und damit die verringerte
Ausschittung Endothelialer Botenstoffe wie z.B. Stickstoffmonoxid (NO), wird
auch als Endotheliale Dysfunktion bezeichnet. Sie stellt ein frihes Anzeichen fur
Atherosklerose dar[4] und ist mit dem Auftreten kardiovaskularer Ereignisse
korreliert[5, 6]. Somit ist das Verstandnis der Entstehung Endothelialer
Dysfunktion von grofder Bedeutung flr das Verstandnis der Entstehung

kardiovaskularer Erkrankungen.

Zur Erforschung der Ernahrung als kardiovaskularer Risikofaktor wird der
Einfluss von fett- und cholesterinreicher Western diet (WD) auf die Entwicklung
von Endothelialer Dysfunktion und arterieller Hypertonie von Wildtyp- und ApoE-

KO-Mausen quantifiziert.

Zur Untersuchung von Erndhrung als vaskularer Schutzfaktor wird die durch
kurzkettige Fettsauren (SCFA) induzierte Vasodilatation untersucht. Hierbei liegt

ein besonderer Fokus auf den durch SCFA ausgeldsten Mechanismen.



1.1 Endothelabhangige Vasodilatation

Bis zum heutigen Stand der Forschung sind drei Achsen der endothelabhangigen
Vasodilatation beschrieben: Die von Stickstoffmonoxid (NO)-abhangige
Vasodilatation, die Prostaglandin-abhangige Vasodilatation und die vom
Endothelium derived hyperpolarising factor (EDHF)-abhangige Vasodilatation
(Abb. 1).
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Abb. 1: Mechanismen der endothelabhidngigen Vasodilatation

1) NO-abhéngige Vasodilatation: Durch das Auftreten von Scherkraften oder durch
intravasale Mediatoren bedingt stromt Calcium (Ca?*) in die Endothelzelle ein. Dieses bindet
an Calmodulin (CaM), welches die Aktivitat der Endothelialen NO-Synthase (eNOS) induziert,
um NO von L-Arginin abzuspalten. Das NO diffundiert in die glatte Muskelzelle, und induziert
hier die Aktivitat der Guanylatcyclase (GC), welche Guanosyliriphosphat (GTP) in zyklisches
Guanosylmonophosphat (cGMP) umwandelt. Das cGMP induziert die Vasorelaxation.

2) Prostaglandin-abhangige Vasodilatation: Durch die oben genannten Faktoren wird die
Cyclooxygenase 2 (COX2) aktiviert, welche Arachidonsauren (AS) in Prostaglandin Hz
(PGHz) umwandelt. Dieses wird zu Prostaglandin |2 (PGlz) umgewandelt, und bindet an den
Prostaglandin-Rezeptor (IP) an der glatten Muskelzelle. Hierdurch wird die Bildung von
cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP) durch die Adenylatcyclase (AC) induziert. Das
cAMP 16st in der glatten Muskelzelle die Vasodilatation aus.

3) Endothelium derived hyperpolarizing factor-abhangige Vasodilatation: Durch
Scherkrafte und Einfluss von Mediatoren werden Endotheliale hyperpolarisierende Faktoren
(EDHF) aktiviert. Diese induzieren in der glatten Muskelzelle einen Kalium (K*)-Ausstrom,
welcher die Ausschiittung von Calcium (Ca%*) hemmt. Durch vermindertes Ca2* im Zytosol
ergibt sich eine Verringerung des Tonus der glatten Muskelzelle.

1.1.1. NO-abhangige Vasodilatation
Die NO-abhangige Vasodilatation wird durch Scherkrafte oder Acetylcholin,

Bradykinin, Thrombin oder Serotonin aktiviert. Diese bewirken an Calcium- (Ca?*)
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Kanalen im endoplasmatischen Retikulum und in der Zellmembran einen
Einstrom von Ca?'-lonen ins Zytosol. Diese binden an Calmodulin (CaM),
welches die Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) aktiviert. In
Anwesenheit von Cofaktoren wie Tetrahydrobiopterin und
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) bewirkt die eNOS die Spaltung
von L-Arginin zu L-Citrullin und Stickstoffmonoxid (NO).

Das NO diffundiert aus der Endothelzelle in die glatten Muskelzellen und aktiviert
dort die Guanylatcyclase (GC), welche Guanosintriphosphat (GTP) zu
zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) umwandelt. Das cGMP bewirkt als
second messenger eine Relaxation der glatten Muskelzelle und damit eine

Vasorelaxation[7].

1.1.2. Prostaglandin-abhangige Vasodilatation

Auch die Bildung von Prostaglandinen im Endothel bewirkt eine Vasodilatation.
Unter Einfluss von Scherkraften oder der oben genannten Mediatoren wird die
Aktivitat der Cyclooxygenase 1 (COX1) und der Cyclooxygenase 2 (COX2)
induziert, welche Arachidonsaure zu Prostaglandin H2 (PGHz2) konvertiert. Dieses
wird von der Prostacyclin-Synthase zu Prostaglandin |2 (PGl2) weiter konvertiert.
Das PGl2 bindet an den Prostacyclin-Rezeptor (IP) der glatten Muskelzelle und
induziert so die Bildung von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) durch
die Adenylatyclase. Das cAMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA), und induziert

so eine Vasorelaxation[8].

1.1.3. Endothelium derived hyperpolarizing

factor-abhangige Vasodilatation

Selbst nach Inhibition der NO- und der Prostaglandin-Synthese zeigen sowohl
menschliche als auch tierische Gefalle noch eine endothelabhangige
Vasorelaxation. Diese wird durch Offnung von Ca2*-abhéngigen K*-Kanalen in
der glatten Muskelzelle initiiert. Der Ausstrom von K*-lonen bewirkt eine
Hyperpolarisierung der glatten Muskelzelle, welche den Ca?*-Einstrom in die
glatte Muskelzelle aus dem sarkoplasmatischen Retikulum und dem

Extrazellularraum inhibiert.



Nach Entdeckung dieses Mechanismus wurde zunachst vermutet, dass diese
Hyperpolarisierung durch eine einzelne Substanz, einen ,Endothelium-derived
hyperpolarizing factor* (EDHF) vermittelt wird. Inzwischen ist bekannt, dass
diverse Substanzen eine Hyperpolarisierung der glatten Muskelzelle hervorrufen,
unter anderem NO, Kohlenstoffmonoxid (CO), Schwefelwasserstoff (H2S),
reaktive Sauerstoffspezies und Arachidonsauren[9]. Wegen der Vielzahl der
identifizierten Substanzen mit dem gleichen Mechanismus ist der Begriff ,EDHF*

aber auch heute noch gebrauchlich.

Funktionell kann die EDHF-abhangige Vasorelaxation als Vasorelaxation
definiert werden, die nicht auf eNOS- oder Cyclooxygenase-Inhibitoren anspricht,
und die stattdessen unter anderem durch eine Erhdhung des extrazellularen K*-
Spiegels[10], eine Inhibition von kleinen und mittleren spannungsabhangigen K*-
Kanalen[11], und eine Inhibition der Natrium-Kalium-ATPase (Na*-K*-
ATPase)[12] unterbunden wird.

1.2 Endotheliale Dysfunktion

Wie bereits erwahnt ist die Endotheliale Dysfunktion eine funktionelle
Schadigung des Endothels, welche durch eine verminderte Vasorelaxation mit
Stérung der oben genannten Mechanismen charakterisiert ist. Endotheliale
Dysfunktion stellt ein frihes Anzeichen flr die Entstehung von Atherosklerose

dar, und ist mit dem Auftreten kardiovaskularer Ereignisse korreliert.

Die Entstehung Endothelialer Dysfunktion korreliert beim Menschen mit
anerkannten kardiovaskularen Risikofaktoren wie Hyperlipidamie, mannlichem
Geschlecht, Alter und positiver Familienanamnese [13-15].

Als Kennzeichen der Endothelialen Dysfunktion gilt die Einschrankung der
endothel-abhangigen Vasorelaxation[7]. Ein etablierter klinischer Test zur
Untersuchung Endothelialer Dysfunktion beim Menschen ist die Bestimmung der
flussvermittelten Vasodilatation (FMD). Hierbei wird eine Blutdruckmanschette an
den Oberarm des Patienten angelegt. Diese wird flir 5 Minuten auf Gber 200
mmHg aufgepumpt, um eine kurzzeitige Ischamie des Armes auszuldsen. Mittels
sonographischer Messung wird der GefalRdurchmesser der A. brachialis
bestimmt. Anschliel3end wird der Druck von der Manschette abgelassen, und die

reaktive Vasodilatation der A. brachialis durch erneute sonographische Messung
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des Durchmessers bestimmt. Eine verminderte reaktive Vasodilatation nach
passagerer Ischamie wird als Zeichen fur Endotheliale Dysfunktion gewertet. Die
Bestimmung der FMD wird sowohl in der klinischen Diagnostik von Endothelialer

Dysfunktion, als auch in der Verlaufskontrolle genutzt[16].

1.3 Die ApolipoproteinE-defiziente Maus

Zur tierexperimentellen Erforschung der Entstehung von Endothelialer
Dysfunktion und Atherosklerose werden verschiedene genetische und diatische
Tiermodelle verwendet, von denen eines der heute popularsten die
ApolipoproteinE-defiziente Maus (ApoE-KO) ist[17].

ApolipoproteinE (ApoE) ist ein Bestandteil von Very low density-lipoprotein
(VLDL), Low density-lipoprotein (LDL), und High density-lipoprotein (HDL). Es
vermittelt die Bindung von ApoE-haltigen Lipoproteinen an LDL- und
Chylomikronen-Rezeptor. Somit dient es als wichtiger Mediator des Transports

und der hepatischen Elimination von Cholesterin[18].

Phanotypisch erzeugt der Verlust von ApoE bei ApoE-KO Mausen in jedem Alter
stark erhdhte Plasma-Cholesterin-, Triglycerid-, VLDL-, LDL-, und Intermediate
density-lipoprotein-(IDL)-Spiegel[19]. AufRerdem ist die Konzentration von

protektiv wirksamem HDL verringert[20].

Hierdurch zeigen diese Tiere eine vermehrte Bildung atherosklerotischer
Plaques[21] und eine vermehrte Bildung intravasaler reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS)[22].

Diese Effekte werden durch die Futterung mit einer hochkalorischen,
cholesterinreichen Western diet (=WD, 42% Fett, 0,15% Cholesterin) weiter
verstarkt. So treten bei Futterung mit Western diet erhohte Lipid-Spiegel[18],
vermehrte Endotheliale Dysfunktion[23, 24] und Atherosklerose auf[18].

Bezuglich des Blutdruckprofils von ApoE-KO-Tieren liegt eine variable
Studienlage vor. In einigen Veréffentlichungen lagen bei jingeren Tieren trotz
Futterung mit Western diet oder vergleichbarem fett- und cholesterinreichem
Futter keine signifikant erhohten Blutdricke vor[21, 22, 25-28]. Allerdings
konnten Yang et al. zeigen, dass 7,5 Monate alte ApoE-KO Tiere auch ohne
vorherige Futterung mit Western diet erhohte arterielle Blutdricke zeigen,

wahrend 6 Wochen alte Tiere noch normale Blutdruckwerte zeigen[29].



Andere Autoren wiederum beschreiben schon bei weitaus jungeren ApoE-KO
Tieren (6-12 Wochen alt) sowohl unter Western diet, als auch unter regelrechter
Nahrung erhdhte Blutdricke und eine Aufhebung des physiologischen Tag-
Nacht-Rhythmus des Blutdrucks [30].

1.4 Kurzkettige Fettsauren

Kurzkettigen Fettsauren (eng. Short-chain fatty acids, SCFA) sind ein
Nebenprodukt des Stoffwechsels der Darmbakterien. Sie entstehen vor allem bei
der Verstoffwechslung von Ballaststoffen. Zu Ihnen zéhlen Propionat, Butyrat und
Acetat (Abb. 2).

Ballaststoffe
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Abb. 2: Bildung und Resorption kurzkettiger Fettsauren

Enteral aufgenommene Ballaststoffe werden durch Bakterien des Mikrobioms
verstoffwechselt. Hierbei entstehen kurzkettige Fettsduren (SCFA). Diese werden durch das
Darmepithel resorbiert, und gelangen so in den Blutkreislauf. Hier werden sie zu ihren
Zielorganen transportiert, wo sie endokrine Funktionen austben.

In den letzten Jahren konnten den kurzkettigen Fettsduren vielfaltige endokrine

Eigenschaften in verschiedenen Organen zugeordnet werden[31].

Unter anderem konnte ein endokriner Effekt auf das Gefalisystem bewiesen
werden: Bereits in den frihen Neunziger Jahren stellte die Arbeitsgruppe um

Mortensen einen vasodilatativen Effekt von kurzkettigen Fettsauren an isolierten



menschlichen Darmarterien fest[32]. Diese Erkenntnis konnte von Nutting et al.

im Rattenmodell bestatigt werden[33].

Auch in klinischen Studien konnte ein Absinken des arteriellen Blutdruck bei
Probanden festgestellt werden, die entweder probiotisch behandelt wurden, oder
vermehrt Ballaststoffe zu sich nahmen (also MalRnahmen zur vermehrten Bildung

kurzkettiger Fettsduren ausgesetzt wurden)[34-306].

1.5 Rezeptoren kurzkettiger Fettsauren und ihre

Signalwege

Kurzkettige Fettsduren wirken im Blutgefa® der Maus Uber die G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren GpR41, GpR43, Gpr109a und OIfR78[37-39]. GpR41
wird in der Literatur auch als Free Fatty Acid Receptor 3 (FFA3/FFAR3) und
GpR43 auch als Free Fatty Acid Receptor 2 (FFA2/FFAR2) bezeichnet.

Von den kurzkettigen Fettsauren wirkt lediglich Butyrat an Gpr109a, und der
Effekt dieser Bindung ist weitgehend unbekannt[40].

Uber den Effekt von GpR43 im Gefalsystem ist ebenfalls wenig bekannt, obwonhl
bereits weitreichende Effekte der SCFA-GpR43-Bindung in anderen Geweben
beschrieben sind[41, 42].

OIfR78 ist vor allem in den Vasa afferentia der Niere und in den glatten
Muskelzellen der Tunica muscularis von GefalRen lokalisiert. Die verstarkte
Lokalisierung in den Vasa afferentia lasst eine Beteiligung an der
Blutdruckregulation der Niere vermuten. Tatsachlich konnte bereits am KO-
Modell gezeigt werden, dass ein Verlust von OIfR78 zu verminderten Renin-
Spiegeln, und somit Uber verminderte Synthese von Angiotensin Il zu
erniedrigten Blutdricken fuhrt[37]. OIfR78-Aktivierung scheint also die Bildung

und/oder Ausschittung von Renin auszulésen.

GpR41 wiederrum ist vor allem im Endothel lokalisiert. Hier hat er eine
vasodilatierende Wirkung, weshalb GpR41-defiziente Mause einen erhdhten
Blutdruck im Vergleich zu Wildtypen zeigen (Abb. 3)[43].
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Abb. 3: Endotheliale Rezeptoren der kurzkettigen Fettsduren

GpR41 ist vor allem in den peripheren Gefalien lokalisiert. Die Bindung kurzkettiger
Fettsduren bewirkt hier eine Vasodilatation. Uber die Lokalisation und die Effekte der Bindung
an GpR43 ist wenig bekannt. OIfR78 ist vor allem in den Vasa afferentia der Niere lokalisiert.
Die Bindung kurzkettiger Fettsduren bewirkt hier die Ausschuttung von Renin, was zu einem
in Konsequenz zu einem Anstieg des systemischen Blutdrucks flhrt.

Diese offensichtlich gegensatzliche Wirkung von zwei Rezeptoren mit den
gleichen Liganden kann durch die mittlere effektive Wirkkonzentration (ECso)
erklart werden. Wahrend GpR41 bereits bei relativ niedrigen SCFA-
Konzentrationen aktiviert wird, wird OIfR78 erst bei hoheren SCFA-Spiegeln
aktiviert. Es ist somit davon auszugehen, dass vor allem bei basalem SCFA-
Spiegel bereits eine partielle Aktivierung des vasodilatativen GpR41-Rezeptors
vorhanden ist und erst mit hoheren SCFA-Konzentrationen auch der

vasokonstriktive OIfR78-Rezeptor aktiviert wird.

Diese Erkenntnisse wurden zunachst von der Arbeitsgruppe rund um Jennifer
Pluznick erlangt. Diese postuliert hierzu eine ,Notbremsen“-Funktion von OIfR78.
So wirde OIfR78 nur bei sehr hohen SCFA-Konzentrationen aktiviert, um durch
die daraus folgende Reninausschittung einer moglichen Hypotension bei

ubermaliiger GpR41-Aktivierung entgegen zu wirken[44].



1.6 Mechanismen der kurzkettigen Fettsauren im
Endothel

Es ist bereits lange bekannt, dass die Applikation kurzkettiger Fettsauren in
isolierten Gefallen eine Vasorelaxation bewirkt[32, 33]. Uber den Mechanismus
oder die Mechanismen dieser Vasorelaxation ist wenig bekannt.

Lange Zeit wurde die durch kurzkettige Fettsauren induzierte Vasodilatation als
endothelunabhangig angesehen[45-47]. Knock et al. konnten jedoch auch eine
endothelabhangige, SCFA-induzierte Vasorelaxation nachweisen[48]. Die
Autoren prasentieren im Rahmen der zitierten Publikation Daten, die auf eine
EDHF-abhangige Vasorelaxation durch kurzkettige Fettsauren hinweisen. Eine
Beteiligung der NO- und der Prostaglandin-abhangigen Vasorelaxation schlie3en
die Autoren aus. Die Rolle der oben genannten G-Protein-gekoppelten

Rezeptoren finden in der zitierten Arbeit keine Beachtung.

1.7 Ziele der Arbeit

Um die ernahrungsabhangigen Einflisse auf die Endothelfunktion im
Mausmodell darzustellen wird in dieser Arbeit Erndhrung sowohl als
kardiovaskularer Risikofaktor, als auch als kardiovaskularer Schutzfaktor

betrachtet.

Zur Untersuchung einer kardiovaskularen Risikoernahrung wird eine
Langsschnittuntersuchung an einer gleichbleibenden Wildtyp-Mauspopulation
durchgefuhrt. Altersabhangig wird der Effekt von fett- und cholesterinreicher
Nahrung (Western diet) auf die Gefal3funktion und verschiedene kardiovaskulare
Parameter untersucht. Hierzu gehoren die Endothelfunktion in und ex vivo, der
systemische Blutdruck, die Herzfrequenz, und die Ausschuttung von Nitrat im
Urin. Hierfur werden flr einen Zeitraum von bis zu 16 Wochen regelmafig die
oben genannten Parameter erhoben, um so Rickschlisse auf Veranderungen

unter Western diet zu ziehen.

Diese Ergebnisse werden mit jenen von durch genetische Veranderung vaskular
vorgeschadigten ApoE-KO Mausen verglichen, um bestimmen zu koénnen,
inwiefern sich die Effekte einer gesundheitsgefahrdenden Ernahrung zwischen

GefalRgesunden und -kranken unterscheiden.



Zur Untersuchung einer protektiven Ernahrung auf das Gefal3system wird der
Mechanismus der durch die kurzkettige Fettsaure Propionat ausgelOosten

Vasodilatation erforscht.

Ein Grofteil der veroffentlichten Versuche zum Effekt von kurzkettigen
Fettsauren in isolierten Gefallen wurden an isolierten Darmarterien durchgefihrt.
Deshalb ist bisher unbekannt, ob sich der Effekt und Mechanismus der
kurzkettigen Fettsduren in anderen Organen zu jenen in den Darmarterien
unterscheidet. Hier sind speziell die renalen Gefalte mit ihren vielfaltigen

Funktionen in der Regulaton des systemischen Blutdrucks von Interesse.

Um madgliche Unterschiede im Verhalten kurzkettiger Fettsduren an
WiderstandsgefaRen von Darm und Niere zu untersuchen, wird das Verhalten
von Propionat in renalen Gefallen mit jenem in mesenterialen Gefalien

verglichen.

Es ist nicht bekannt, mit welchen Mechanismen die verschiedenen Rezeptoren
ihre individuellen, zum Teil gegensatzlichen Effekte auf das Gefallsystem
bewirken. Uber die Rolle des GpR43-Rezeptors im GefalRsystem gibt es
ebenfalls noch keine Erkenntnisse. Auch diesen Fragen werden in diesem

Doktorarbeitsprojekt untersucht.
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2.Material und Methoden

2.1 Materialien

21.1 Reagenzien und Stoffe
Wirkstoff Hersteller Sitz des Herstellers
Angiotensin |l Sigma-Aldrich Darmstadt
Noradrenalin Sigma-Aldrich Darmstadt
L-N©-Nitro-Arginin Methyl Ester Sigma-Aldrich Darmstadt
(L-Name)
Carbachol Sigma-Aldrich Darmstadt
S-Nitrosoglutathione (GSNO) Santa Cruz Heidelberg
Na-Propionat Sigma-Aldrich Darmstadt
Ouabain octahydrat Sigma-Aldrich Darmstadt
Butylhydroxytoluol Carl Roth GmbH | Karlsruhe
+ Co KG
4-CMTB Sigma-Aldrich Darmstadt
AR420626 Sigma-Aldrich Darmstadt
Tabelle 1: Reagenzienund Stoffe
21.2 Puffer
Krebs-Henseleit-Losung
Produkt Konzentration | Hersteller Sitz des
Herstellers
NaCl 6,895 g/l VWR Langenfeld
Chemicals
KCI 0,35 g/l Merck Millipore | Darmstadt
MgSOa4 0,11 g/l Merck Millipore | Darmstadt
NaHCOs 2,10 g/l AppliChem Darmstadt
KH2PO4 1,9997 g/l Merck Millipore | Darmstadt
Glucose 0,3727 g/l AppliChem Darmstadt
CaCl2 0,3727 g/l Merck Millipore | Darmstadt
EDTA 0,0249 g/l Merck Millipore | Darmstadt
Ascorbinsaure 0,012 g/l Riedel de Haen | Seelze

Tabelle 2: Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-L6sung
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21.3 Operations- und Verbrauchsmaterial

Produkt Hersteller Sitz des Herstellers

Gebogene Mosquitoklemme, KLS Martin Tuttlingen

12,5 cm

Mini-Gefalclip nach Biemer, KLS Martin Tuttlingen

9,5 mm

Strabismus-Federschere, KLS Martin Tuttlingen

gebogen, 11,5 cm

Feine Operationsschere, 11,5 Aesculap Tuttlingen

cm

Chirurgische Schere, 14,5 cm | Aesculap Tuttlingen

Gebogene Pinzette, 12 cm Aesculap Tuttlingen

Anatomische Pinzette, 15 cm Aesculap Tuttlingen

Seraflex USP 5/0, EP1 nicht Serag-Wiessner | Naila

resorbierbarer Seidenfaden

Vicryl™, Chirurgisches Ethicon Norderstedt

Nahtmaterial, resorbierbar, 3-0

Polyethylenschlauch, Aulen-&@ | neoLab Heidelberg

0.61 mm, Innen-@ 0.28 mm

Polyethylenschlauch, Aulen-@ | neoLab Heidelberg

0.96 mm, Innen-& 0.58 mm

Filtropur S 0,45 um Filter Sarstedt Nurnbrecht

Verbindungsstuck mit B. Braun Melsungen

Injektionsport

Kanule Gr. 16 B. Braun Melsungen

Spritze injekt® 10 ml B. Braun Melsungen

Rompun® Injektionslosung 2% | Bayer Leverkusen

(Xylazin)

Ketaset® 100 mg/ml (Ketamin) | zoetis Berlin

Bepanthen® Augensalbe Bayer Leverkusen

Carbogen 95% 025% CO2 Linde Koln

Gefalverschluss 5 mm Harvard Holliston,
Apparatus Massachusetts, USA

Creatinine (urinary) Colometric | Cayman Ann Arbor, Michigan,

Essay Kit Chemical USA

Nitrate/Nitrite Colometric Assay | Cayman Ann Arbor, Michigan,

Kit Chemical USA

8-Isoprostane EIA Kit Cayman Ann Arbor, Michigan,
Chemical USA

Cyclic GMP EIA Kit Cayman Ann Arbor, Michigan,
Chemical USA
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Western Diet (42% Fett, 0,15% | Sniff Soest
Cholesterin)

RNAlater® Sigma-Aldrich Darmstadt
QuantiTect Reverse QIAGEN Hilden

Transcription Kit

Tabelle 3: Operations- und Verbrauchsmaterial

2.1.4 Gerate und Software

Produkt Hersteller Sitz des Herstellers
Powerlab 4/30 ADInstruments Spechbach
Datensammlungssystem

LabChart 5 ADinstruments Spechbach

Datenausgabesoftware

Dataquest A.R.T. System

Data Sciences
International (DSI)

St. Paul, Minnesota,
USA

Tail-Cuff-Plethysmograph Softron Tokyo, Japan

P-98A

Perfusor Harvard Holliston,
Apparatus Massachusetts, USA

Mauswaage A&D Company, Tokyo, Japan
Limited

Feinwaage Sartorius AG Gottingen

Plattenreader Beckman Coulter | Krefeld
GmbH

Umwalzthermostat DC10-P5/U | Carl Roth GmbH Karlsruhe

Pumpe Minipuls 2 Gilson Langenfeld

Vevo 2100 Hochfrequenz
Ultraschall

VisualSonics

Toronto, Kanada

30-70 MHz linearer
Ultraschallkopf

VisualSonics

Toronto, Kanada

Tischzentrifuge Eppendorf Hamburg

Excel Microsoft Redmond, Washington,
USA

Prism GraphPad La Jolla, Kalifornien,

USA

ABI PRISM 7300

Thermo Fisher

Waltham,
Massachusetts, USA

Metabolische Kafige, Edelstahl

Tabelle 4: Gerate und Software
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2.2 Methoden

2.21 Tierzucht und -haltung

Alle Versuche wurden durch Tierversuchs-Genehmigungen des Landesamtes flr
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen bewilligt (AZ 84-
02.04.2012.A250, AZ 81-02.04.2018.A301). Die in vivo Interventionen wurden
durch Herrn PD Dr. Johannes Stegbauer oder Herrn Geoffrey Istas durchgeflhrt.
Alle Totungsversuche und ex vivo Versuche wurden unter Ordnungsnummer
068/08 der zentralen Einrichtung fur Tierforschung und wissenschaftliche
Tierschutzaufgaben der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf durchgefuhrt. Fur
die Durchfihrung dieser Dissertation erwarb ich im Jahr 2015 vor Beginn des
Dissertationsprojektes eine Tierversuchsbescheinigung nach FELASA B-

Kriterien der Firma ,berliner kompaktkurse®, ansassig in Berlin.

Die verwendeten Tiere stammten aus der hauseigenen Zucht der zentralen
Einrichtung fur Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf. Alle verwendeten Wildtyp-Tiere (WT)
stammten aus der C57BI/6J-Linie. Die ApolipoproteinE-defizienten (ApoE-KO)
Tiere basierten auf einem C57BI/6J-Hintergrund.

In die Toétungsversuche eingebundene Tiere wurden bis zum Alter von 8 Wochen
unter spezifisch pathogen-freien Bedingungen bei einem 12 Stunden-Tag/Nacht-
Rhythmus gehalten, und erst zum Versuchstag aus dem spezifisch pathogen-

freien Bereich entfernt.

In die Fltterungsversuche eingebundene Tiere wurden bis zum Alter von 8
Wochen unter spezifisch pathogen-freien Bedingungen bei einem 12 Stunden-
Tag/Nacht-Rhythmus gehalten, und im Alter von 8 Wochen in einen 6ffentlich
zuganglichen, sterilen Experimentalraum unter 12 Stunden-Tag/Nacht-
Rhythmus gebracht. Wahrend des Versuchs wurden die Tiere mit einer Western
diet (WD, 42% Fett, 0,15% Cholesterin) gefuttert. Die Tiere hatten sowohl zu

Futter als auch zu Wasser freien Zugang.

14



2.2.2 Versuchskonzepte

2.2.2.1 Einfluss der Erndhrungsform auf die renale
GefaRfunktion
Zur Prufung des Einflusses der Ernahrungsform auf die renale Gefalifunktion

wurden 8 Wochen alte WT- und 8 Wochen alte ApoE-KO-Mannchen fir maximal

16 Wochen mit Western diet gefuttert.

Bei beiden Versuchsgruppen wurden nach 0, 4, 8 und 12 Wochen Futterung mit
Western Diet eine einwdchige Blutdruckmessung via Telemetrie vorgenommen.
An einigen Zeitpunkten wurde aulRerdem eine Prufung der renalen Gefal¥funktion
via isoliert perfundierter Niere und eine Urinsammlung durchgeflhrt. Nach 16-
wochiger Futterung wurde an einigen Tieren die Endothelfunktion in vivo mittels

flussvermittelter Vasodilatation bestimmt.

In den gesammelten Urinen wurden die Konzentrationen von Nitrat und Kreatinin

bestimmt.

2.2.2.2 Vaskularer Mechanismus der kurzkettigen Fettsadure
Propionat

Zur Prufung des Einflusses des Stoffwechsels der Darmbakterien auf die
Gefaldfunktion wurde bei 8 Wochen alten C57BI/6J-Weibchen isoliert

perfundierte Nieren und isoliert perfundierte Darme durchgeflnhrt.

Ferner wurden an Proben aus der Arteria (A.) renalis, A. mesenterica superior
und Aorta abdominalis die Dichte verschiedener Rezeptoren mittels quantitativer

Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) bestimmt.
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2.2.3 Isoliert perfundierte Niere

Die isoliert perfundierte Niere ist eine Methode zur Messung der Druckantwort
der renalen Gefalde ex vivo (Abb. 4). Die hier beschriebene Methode ist eine

Abwandlung der zuerst von Schweda und Kollegen beschriebenen Methode[49].

Krebs-Henseleit-Losung

Carbogen

Perfusor

Druckmessung

Abb. 4: Aufbau der isoliert perfundierten Niere

Mit Carbogen angereicherte, auf Korpertemperatur erhitzte Krebs-Henseleit-Losung wurde von
einer planetengetriebenen Pumpe mit konstanter Flussrate gepumpt. Nach Passage eines
Filters wurden (iber einen Perfusor Pharmaka appliziert. Uber eine eingesteckte Kaniile wurde
der Gesamtdruck im System gemessen. Uber einen Schlauch in der A. renalis wurde die

isolierte Niere perfundiert.

Praparation der Nieren

Nach Totung der Maus durch Exartikulation im Okzipitalgelenk wurde mit einem
Medianschnitt entlang der Linea alba der Bauchsitus offengelegt. Nach Legen
einer Ligatur um den kranial der Nierenarterien gelegenen Teil der Aorta
abdominalis wurde die Aorta kaudal der Nierenarterien mit einer
Mosquitoklemme und einem Mini-Gefalclip nach Biemer abgeklemmt. Zwischen
den Klemmen wurde die Aorta inzisiert und mit einem Schlauch kandliert. Nach
Schluss der eben gelegten Ligatur sowie Inzision in die linke Nierenvene zur
Schaffung eines Abflusses, wurden die Nieren Uber die Aorta mit Krebs-
Henseleit-Losung perfundiert. Nun wurden die Nierenkapseln beider Nieren

entfernt.
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Nach vollstandiger Darstellung der Nierenarterien und der verbindenden Aorta
wurde eine noch geoffnete Ligatur um den zwischen den Abgangen der
Nierenarterien gelegenen Aortenabschnitt gelegt. Eine weitere, ebenfalls noch
geoffnete Ligatur wurde um die rechte Nierenarterie gelegt. Nach einer
Aorteninzision im Bereich des Abgangs der rechten Nierenarterie wurde diese
mit einem Polyethylenschlauch kanuliert, und die Ligatur um den Schlauch und
die Arterie geschlossen. Nach Kanulierung der rechten Nierenarterie, aber vor
Entnahme der rechten Niere wurde die Aorten-Ligatur zwischen den
Nierenarterien geschlossen, um eine ausreichende Perfusion der linken Niere zu
gewahrleisten. Nach Entnahme der rechten Niere wurde die linke Nierenarterie

nach gleichem Schema kanduliert und die Niere entfernt.

Perfusion der Nieren

Nach Entnahme der Nieren wurden die in den Nierenarterien platzierten
Schlauche mit der Perfusionsanlage verbunden, und die Nieren wurden mit 37°C
warmer und mit Carbogen gesattigter Krebs-Henseleit-Losung perfundiert. Eine
konstante Flussrate von 3 ml/min wurde durch eine planetengetriebene Pumpe

aufrechterhalten.

Uber ein Verbindungsstiick mit Injektionsport wurden sowohl die Messkanilen

des Druckabnehmers eingesteckt als auch Uber Perfusoren Pharmaka appliziert.

Die am Druckmesser erfassten Druckunterschiede wurden mit dem
Datensammlungssystem erfasst und die entsprechenden Daten wurden mit einer

Datenausgabesoftware dargestellt.

Priufung der renalen Druckantwort

Nach einer Stabilisierungsphase von ca. 40 Minuten wurde mit einer
Bolusinjektion von 60 mM KCI die maximale Druckantwort bestimmt. Eine
inadaquate Druckantwort fihrte hier zum Ausschluss der entsprechenden Niere
aus dem Versuch. Nach einer weiteren Stabilisierungsphase von ca. 20 Minuten

wurde mit der Erstellung einer Dosis-Wirkungs-Kurve begonnen.

Bei Versuchen zur Prifung der renalen Vasokonstriktion wurde zunachst pure
Krebs-Henseleit-Losung via Perfusor mit einer Laufrate von 0,158 ml/min
appliziert. Aus der Laufrate des Perfusors und der Laufrate der
planetengetriebenen Pumpe ergab sich eine konstante Laufrate, und somit auch

ein konstanter Druck in den perfundierten Nieren. AnschlieRend wurde, bei
17



konstanter Laufrate von Pumpe und Perfusoren, eine zunehmende
Konzentration des zu testenden Pharmakons uber wechselnde Perfusoren
appliziert.

Nach Applikation der geplanten Maximaldosis wurde wieder ein Perfusor mit
purer Krebs-Henseleit-LOsung angeschlossen, und so die maximale Relaxation

der renalen Gefale zum Versuchsende bestimmt.

Bei Versuchen zur Prifung der renalen Vasodilatation wurde, nach Prifung der
maximalen Druckantwort mit KCI, zunachst pure Krebs-Henseleit-Losung via
Perfusor appliziert, wahrend die Niere gleichzeitig durch Zugabe von
Noradrenalin (1 pM) in die Krebs-Henseleit-Losung vorkontrahiert wurde. Nach
Erreichen eines konstanten Kontraktionsniveaus nach ca. 20 Minuten wurde eine
zunehmende Konzentration des zu testenden Pharmakons appliziert.
Nach Applikation der geplanten Maximaldosis wurde abermals pure Krebs-
Henseleit-Losung appliziert und die Niere erneut mit Krebs-Henseleit-Losung
ohne Noradrenalin perfundiert, was die Bestimmung der maximalen Relaxation

der renalen GefalRe nach Versuchsende erlaubte.

Alle zu testenden Pharmaka wurden in destilliertem Wasser gelost, und in Krebs-

Henseleit-Losung verdunnt.

Auswertung der Dosis-Wirkungs-Kurven

Zur Auswertung der renalen Vasokonstriktion wurde der maximale bei den
jeweiligen Konzentrationen auftretende Perfusionsdruck bestimmt. Die Differenz
zwischen diesem maximalen Perfusionsdruck(Pmax) und dem basalen
Perfusionsdruck(Pbasal) wurde als die renale Druckantwort gewertet
(APmax=Pmax-Pbasal).

Zur Bestimmung der renalen Vasorelaxation wurde das Verhaltnis zwischen der
Druckantwort auf Noradrenalin (Pna) und dem Perfusionsdruck bei Relaxation
durch die jeweilige Pharmakon-Konzentration bei Noradrenalin-Vorkontraktion
(Pret) bestimmt (Pprozentual=(PNA-Poasal)/(PRrel-Pbasat)).
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2.2.4 Isoliert perfundierter Darm

Der isoliert perfundierte Darm ist eine Methode zur Messung der Druckantwort

der intestinalen Gefalle ex vivo.

Die hier beschriebene Methode ist eine eigens entwickelte Abwandlung der
zuerst von Schweda und Kollegen beschriebenen Methode zur isolierten
Perfusion der Niere[49].

Kanulierung des Darms

Nach Toétung der Maus durch Exartikulation im Okzipitalgelenk wurde durch
einen Medianschnitt entlang der Linea alba der Bauchsitus offengelegt. Nach
Legen einer Ligatur um den kranial der Nierenarterien gelegenen Teil der Aorta
abdominalis wurde die Aorta kaudal der Nierenarterien mit einer
Mosquitoklemme und einem Mini-Gefaliclip nach Biemer abgeklemmt. Zwischen
den Klemmen wurde die Aorta inzisiert, und mit einem Schlauch kanduliert. Nach
Schluss der eben gelegten Ligatur sowie Inzision in die linke Nierenvene zur

Schaffung eines Abflusses, wurden der Darm und die Nieren perfundiert.

Nach Darstellung der A. mesenterica superior wurde diese mit einer gedffneten
Ligatur umfasst. Nach Inzision in den nahe gelegenen Aortenabschnitt wurde die
A. mesenterica superior mit einem Polyethylenschlauch kanuliert, und die Ligatur
um Schlauch und Arterie verschlossen. Im Gegensatz zur isoliert perfundierten

Niere wurden der perfundierte Darm nicht aus dem Maussitus entfernt.

Zur Garantie einer physiologischen Darmtemperatur wurde der Mauskorper

wahrend des Versuchs mit einer Heizplatte auf 37+1 °C gewarmt.

Prifung der Druckantwort

Nach Kanulierung wurde der Schlauch an die Perfusionsanlage angeschlossen.
Nach einer Stabilisierungsphase von 5 Minuten wurde mit einer Bolusinjektion
von 60 mM KCI die maximale Druckantwort der Darmgefalle bestimmt. Nach
einer weiteren Stabilisierungsphase von 5 Minuten wurde mit der Erstellung einer
Dosis-Wirkungs-Kurve nach gleichem Prinzip wie bei der isoliert perfundierten

Niere begonnen.

Bei Prufung der mesenterialen Vasokonstriktion wurde zunachst pure Krebs-
Henseleit-Losung via Perfusor mit einer Laufrate von 0,158 ml/min appliziert. Aus

der Laufrate des Perfusors und der Laufrate der Planetenpumpe ergab sich eine
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konstante Laufrate und somit auch ein konstanter Druck in den perfundierten
DarmgefalRen. AnschlieRend wurde, bei konstanter Laufrate von Pumpe und
Perfusoren, eine zunehmende Konzentration des zu testenden Pharmakons uber

wechselnde Perfusoren appliziert.

Nach Applikation der hochsten geplanten Dosis wurde wieder pure Krebs-
Henseleit-Losung appliziert und so die maximale Relaxation der mesenterialen
Gefalle zum Versuchsende bestimmt.

Bei Prufung der mesenterialen Vasorelaxation wurde der Darm, nach
Bestimmung der maximalen Druckantwort mit KCI, durch Zugabe von
Noradrenalin (8 yM) in die mit Krebs-Henseleit-Losung geflllten Heizgefalie
vorkontrahiert. Gleichzeitig wurde via Perfusor pure Krebs-Henseleit-Losung mit
einer Laufrate von 0,158 ml/min appliziert. Nach Erreichen eines konstanten
Kontraktionsniveaus (ca. 20 Minuten) wurde eine zunehmende Konzentration

des zu testenden Pharmakons appliziert.

Alle verwendeten Pharmaka wurden in Krebs-Henseleit-Losung geldst und in

Krebs-Henseleit-Losung verdunnt.

Auswertung der Dosis-Wirkungs-Kurven

Die Auswertung der entstandenen Dosis-Wirkungs-Kurven erfolgte nach dem
gleichen Schema wie die Auswertung der Dosis-Wirkungs-Kurven der isoliert

perfundierten Nieren (s. 3.2.3).
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2.2.5 Flussvermittelte Vasodilatation

Die flussvermittelte Vasodilatation ist eine Methode zur Messung der femoralen
Gefallantwort in vivo. Die Verwendung der Methode bei Mausen wurde erstmalig
2014 von Schuler und Kollegen veroffentlicht[50].

Vorbereitung der Maus und sonographische Darstellung der Arterie

Die untersuchten Mause wurden mit Isoflurangas (5% in Raumluft zur
Narkoseinduktion, 2% in Raumluft zum -erhalt) anasthesiert. Mit einer
Warmeplatte wurde eine physiologische Korpertemperatur von 37+1 °C

sichergestellt.

Das linke Hinterbein wurde rasiert, und die rasierte Hautoberflache wurde mit
vorgewarmten Ultraschall-Gel eingerieben. AnschlieRend wurde der an einem
manuell beweglichen Greifarm montierte Ultraschallkopf auf den Hautbereich

uber der oberflachlich sichtbaren V. femoralis gesetzt.

Die A. femoralis wurde sonographisch aufgesucht. Mit Hilfe eines Doppler-Signal

wurde das aufgesuchte Gefal} eindeutig als Arterie identifiziert.

Messung der flussvermittelten Vasodilatation

Nun wurde durch Anbringen und anschlieBendes Aufblasen eines 5 mm
Gefallverschlusses am auferen Oberschenkel der arterielle Blutfluss
unterbrochen. Nach Ende der Ischamie-Phase wurde der Gefalverschluss
geoffnet und fur 3 Minuten in einem 30-Sekunden-Abstand der Durchmesser der

A. femoralis sonographisch gemessen.

Datenauswertung

Die flussvermittelte Vasodilatation wurde als prozentuale Veranderung des
durchschnittichen  Durchmessers  postischamisch im  Vergleich  zum

praischamischen Durchmesser angegeben [((Dpost-Dpra)/Dpra)*100].

Die Messung der flussvermittelten Vasodilatation und die Auswertung der
entstandenen Daten geschahen in Kooperation mit Geoffrey Istas und Ana
Rodriguez-Mateos aus der Klinik fur Kardiologie, Pneumologie und Angiologie

der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf.
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2.2.6 Telemetrische Blutdruckmessung

Die telemetrische Blutdruckmessung ist eine Methode zur invasiven Messung

von Blutdruck und Puls.

Implantation der Katheter

Die Mause wurden mit einem Praparat aus 100 mg*kg~' Ketamin und Xylazin 5
mg*kg™ intraperitoneal anasthesiert. Zum Schutz vor Auskiihlung wurde die
Operation auf einer auf 371 °C geheizten Warmeplatte durchgefuhrt. Ferner

wurden die Augen mit Augensalbe vor dem Austrocknen geschutzt.

Durch das Fehlen des Zwischenzehenreflexes wurde die ausreichende
Narkosetiefe sichergestellt. Bei ausreichender Narkosetiefe wurden die Hals- und
Brustregion der Maus rasiert, und nach einem Hautschnitt in der Halsregion die

linke A. carotis communis freiprapariert.

Mit einem Mini-Gefalclip nach Biemer wurde der Blutfluss in der Arterie
unterbunden, um anschliel3end das Gefall mit einer Strabismus-Federschere zu
eroffnen. Nun wurde der zur Druckmessung genutzte Schlauch des Katheters in
die Arterie geflhrt und mit einem nicht-resorbierbarem Faden mit 3 Knoten fixiert.
AnschlieRend wurde der Korpus des Katheters zwischen Haut und Peritoneum
in den abdominellen Extraperitonealraum gefuhrt, und der operative Zugang mit
resorbierbarem Faden verschlossen. Zum Abschluss der Operation wurde das
Abklingen der Narkose abgewartet, und die Mause wieder in den oben

beschriebenen Experimentalraum gebracht.

Blutdruckmessung

Nach einer einwdchigen postoperativen Erholungsphase wurde der Katheter
durch Heranfuhren eines Magneten eingeschaltet. AnschlieRend wurde die
Messung fur 7 Tage durchgefihrt. In 30-minlGtigen Abstanden wurden der
systolische und diastolische Blutdruck, der arterielle Mitteldruck, sowie die
Herzfrequenz, Pulsamplitude und die Bewegungsaktivitat der Tiere

aufgezeichnet.

Nach einer jeweils dreiwdchigen Ruhephase wurde die nachste Messphase mit
einer Lange von 7 Tagen begonnen. Somit ergaben sich Messzyklen von

insgesamt 28 Tagen.
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Auswertung der Blutdruckdaten

Zur Verifizierung der korrekten Funktion der Telemetrie-Katheter wurde die
zirkadiane Rhythmik des systolischen Blutdrucks bestimmt. Bei korrekter
Messung war der durchschnittliche arterielle Mitteldruck in der nachtlichen
Periode von 18:00 bis 6:00 Uhr um ca. 10-20 mmHg hoher als in der Periode von
6:00 bis 18:00 Uhr.

Ferner wurde eine realistisch zu erwartende Herzfrequenz von 500-700 min-! als
weiterer Indikator einer akkuraten Messung genutzt. Bei auffalligen Messwerten
wurden die invasiv gemessenen systolischen Blutdruck- und Pulswerte mit nicht-
invasiv via Tail-Cuff-Plethysmographie (s. 3.2.7) erhobenen Werten verglichen.
Bei auffalligen Abweichungen wurde eine Messstérung, zum Beispiel durch
embolischen Verschluss des Katheterschlauchs, angenommen. Erstmalig
auffallige, sowie alle weiteren Messwerte der betroffenen Maus wurden von der

Auswertung ausgeschlossen.

An den fur die Blutdruckmessung verwendeten Tieren wurden keine weiteren
Versuche durchgefuhrt, um eine eventuelle Verzerrung der Ergebnisse durch die

Mehrbelastung von Operation und Katheter zu verhindern.

2.2.7 Tail-Cuff-Plethysmographie

Die Tail-Cuff-Plethysmographie ist eine Methode zur nicht-invasiven Messung

von Blutdruck und Puls.

Vorbereitung der Mause

Die Messung wurde an wachen Tieren durchgeflhrt, die vorher durch

Probemessungen an die Prozedur gewohnt wurden.

Messung des Blutdrucks

Die Mause wurden in einem kleinen Gefald mit erleichtertem Zugang zum
Schwanz gelagert. AnschlieRend wurde der Tail-Cuff Gber den Mausschwanz

gestulpt, und der Schwanz anschlieRend mit Klebeband fixiert.

Nach einer Eingewohnungsphase von 5 Minuten wurden insgesamt 10
Einzelmessungen vorgenommen. Der systolische Blutdruck und die
Herzfrequenz wurden bestimmt. Das arithmetische Mittel aus allen 10

Einzelmessungen wurde als Messergebnis einer Messung genutzt.
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2.2.8 Urinsammiung
Vorbereitung

Um die Stressbelastung der Mause zu reduzieren und um eine maximale
Urinausbeute zu gewahrleisten wurden die Mause fur einen Zeitraum von 3 bis 5
Tagen in zunehmend langeren Zeitintervallen an die metabolischen Kéafige
gewohnt. Bei allen Aufenthalten im metabolischen Kafigen wurde den Mausen

freier Zugang zu Trinkwasser und Futter gewahrt.

Probengewinnung

Nach Abschluss der Eingewdhnungsphase wurden die Tiere Uber Nacht fur ein
Zeitintervall von ca. 14 bis 16 Stunden in die metabolischen Kafige gesetzt. Die
verwendeten metabolischen Kafige aus Edelstahl erlauben lediglich eine
Trennung des Urins von Kot und sonstigem Dreck, wobei nur der Urin gesammelt

wurde.

Probenverarbeitung

Nach erfolgter Sammlung wurden die Urine fur 5 Minuten bei 400 G zentrifugiert.
Anschlieend wurden die Urine je nach spaterer Nutzung aliquotiert, bei -80°C

gelagert und erst zur Analyse wieder aufgetaut.

2.2.9 Nitratbestimmung

Zur Bestimmung des Nitrats im Urin wurde ein Nitrate/Nitrite Colometric Essay

Kit der Firma Cayman verwendet.

Zunachst wurde mit dem mitgelieferten Nitrat-Stock und dem ebenfalls
mitgeliefertem Assay Buffer eine Standardreihe mit 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35 uM Nitrat angesetzt. Die zu analysierenden Proben wurden mit Assay Buffer

im Verhaltnis 1:40 verdinnt.

Je 80 pl der Standardreihe und der verdinnten Proben wurden im Doppelansatz
auf eine 96-Well-Platte pipettiert. Anschlielend wurden nacheinander 10 pl
Enzyme Cofactors und 10 pl Nitrate Reductase zu Proben und Standardreihe

hinzugegeben.

Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bei Raumtemperatur wurden

nacheinander je 50 ul des mitgelieferten Griess R1 und Griess R2 zugegeben.
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Nach einer weiteren Inkubationszeit von 10 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte
eine Messung im Plattenreader bei einer Wellenlange von 550 nm. Die

Konzentration wurde vom Programm des Plattenreaders bestimmt.

Zur Vermeidung von Fehlern durch verschieden starke Konzentrierung des Urins

wurde bei jedem Tier das Verhaltnis von Nitrat und Kreatinin bestimmt.

2.2.10 Kreatininbestimmung

Zur Kreatininbestimmung im Urin wurde ein Colometric Essay Kit der Firma

Cayman verwendet.

Zunachst wurde mit dem mitgelieferten Kreatinin-Standard eine Standardreihe
mit den Kreatinin-Konzentrationen 0, 2, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 15 mg/dl angesetzt.
Anschliefend wurden die zu messenden Proben mit high performance liquid

chromatography-Wasser im Faktor 1:10 verdinnt.

Danach wurde die Standardreihe im Doppelansatz auf eine 96-Well-Platte
pipettiert. AnschlieRend wurden je 15 ul der verdiinnten Proben im Doppelansatz
auf die Platte pipettiert. Zu Standardansatz und zu allen Proben wurde im
Anschluss eine Entwicklungslosung aus 13,89 ul Sodium Borat, 41,67 ul
Surfactant, 69,44 pul Color Reagant und 25,00 pl NaOH (pro Well, alle

Bestandteile der Entwicklungslésung wurden mit dem Kit geliefert) pipettiert.

Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei Raumtemperatur unter
konstantem Schitteln wurde die Platte im Plattenreader bei einer Wellenlange

von 490-500 nm gemessen.

Nach erfolgter erster Messung wurde in jedes Well 5 ul einer mitgelieferten Acia-
Solution gegeben, und die Platte 20 Minuten unter Bewegung inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit erfolgte eine weitere Messung bei einer Wellenlange
von 490-500 nm.

Die Messergebnisse wurden in eine vom Hersteller zur Verfigung gestellte
Auswertungsmaske eingegeben, und die entsprechenden Ergebnisse

Ubernommen.
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2.2.11 Quantitative Echtzeit-Polymerase-

Kettenreaktion

Zur Quantifizierung der Expression verschiedener Rezeptoren in der Aorta
abdominalis, A. renalis und der A. mesenterica superior wurde die quantitative

Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion angewandt.

Hierflr wurden 16 Wochen alte, weibliche C57BI/6-Mause per Exartikulation im
Okzipitalgelenk getotet. Anschlielend wurde die Aorta abdominalis nach in
Kapitel 3.2.3 dargestellter Methode zunachst dargestellt, und anschlieRend mit
einem Schlauch kaniiliert. Uber den kanllierenden Schlauch wurden
anschlieend die Aorta, sowie die angeschlossene A. renales und A.

mesenterica superior mit Krebs-Henseleit-Losung gespult.

Anschlie®end wurden die betreffenden Schlagadern mittels Feinpinzette und
Strabismus-Federschere entfernt. Mittels zweier Feinpinzetten wurden Fett- und
Geweberlckstande an den entnommenen Gefallen entfernt. Die gewonnen

Proben wurden in RNA-later bei -80°C zur spateren weiteren Analyse gelagert.

Zur Untersuchung der Expression der verschiedenen Rezeptoren wurde das
QuantiTect Reverse Transcription Kit der Firma Qiagen genutzt. Hier wurde
zunachst Messenger-Ribonukleinsaure (mRNA) mittels des mRNA mini Kits
isoliert. Zur Entfernung der genomischen Desoxyribonukleinsaure (gDNA) wurde
der Wipeout-Buffer hinzugefligt. Anschlielend wurden die Proben mittels Syber
Green in folgendem Temperaturschema gefarbt: 95°C fur 15 Minuten ; 30
Sekunden 95 °C insgesamt 39 mal, 58°C fur 30 Sekunden, 72°C fur 30
Sekunden; 72°C fur 2 Minuten). Anschlieend folgte die gPCR im ABI PRISM
7300-System.
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2.2.12 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Daten und alle Rechnungen, wie die Bestimmung von
Konzentrationsverhaltnissen, wurden in Microsoft Excel durchgefuhrt. Alle
statistischen Analysen, sowie die graphische Darstellung der Daten wurde mit
Graphpad Prism durchgefuhrt. Sofern nicht anders angegeben, wurde fur die
Analyse aller Daten ein Two-Way ANOVA mit Bonferroni-Korrektur fur multiple
Tests durchgefuhrt. Fur die Auswertung der Ergebnisse der invasiven
Blutdruckmessung oder die Ergebnisse der flussvermittelten Vasodilatation

wurde ein One-sided ANOVA mit Bonferroni-Korrektur verwendet.
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3.Ergebnisse

3.1 Einflusse westlicher Ernahrung auf das

GefaRsystem in Mausen

3.1.1 Entwicklung der endothelabhangigen

Vasodilatation unter Western Diet ex vivo

Das Endothelfunktion ex vivo wurde in renalen Widerstandsgefalen mittels
isoliert perfundierter Niere bei WT- und ApoE-KO-Tieren nach 0, 8 und 12
Wochen unter Western Diet bestimmt. So konnte die Endothelfunktion im
zeitlichen Verlauf bestimmt werden. Hierbei wurde nach Vorkontraktion mit
Noradrenalin (NA) (1 pM) durch die Applikation des Acetylcholin-Analogons
Carbachol (0,01-30 pM) eine endothel-abhangige Vasorelaxation induziert.

Diese wurde spater als Dosis-Wirkungs-Kurve dargestellt.

Es zeigten sich vor Futterung mit Western Diet keine Unterschiede zwischen
allen Testgruppen (Abb. 5 A). Nach achtwoéchiger Fltterung zeigte sich eine
signifikante Verschlechterung der Vasorelaxation bei den KO-Tieren im Vergleich
zu den WT-Tieren. (Abb. 5 B).

Auch nach zwolfwochiger Futterung mit Western Diet war bei den Wildtyp-Tieren
eine starkere renale Vasodilatation als bei den KO-Tieren festzustellen (Abb. 5
C). Insgesamt trat im gesamten Versuchszeitraum keine Verschlechterung der
endothelabhangigen Vasodilatation bei WT-Tieren auf. Bei den ApoE-KO-Tieren
konnte wiederrum eine tendenzielle Verschlechterung der Endothelfunktion
bereits nach vierwochiger Fuitterung, und sogar eine signifikante
Verschlechterung nach zwolfwdchiger Belastung durch WD nachgewiesen
werden(Abb. 6).
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Abb. 5: Vergleich der endothelabhdngigen Vasorelaxation zwischen WT und ApoE-KO-
Méusen

Wahrend sich bei Mausen vor Futterung mit WD noch keine Unterschiede zwischen KO- und

WT-Tieren zeigten(A), bestand nach 8 und 12 Wochen Futterung eine signifikant schlechtere

Vasorelaxation bei ApoE-KO-Tieren gegenliber WT-Tieren (B)/(C). WT now=4, nsw=4, n12w=6;
ApoE-KO now=8, nsw=7, n12w=4, #=p<0,05. Alle Punkte stellen den MW + SEM dar.
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Abb. 6: Verlauf der endothelabhdngigen Vasorelaxation unter Western Diet

Bei WT-Mausen zeigte sich im Versuchszeitraum unter Western Diet keine signifikante
Verschlechterung der Endothelfunktion(A). Bei ApoE-KO-Tieren bestand nach 12 Wochen
eine signifikante Verschlechterung der Endothelfunktion(B). WT now=4, nsw=4, n12w=6; ApoE-
KO now=8, nsw=7, n12w=4, *=p<0,05 Alle Punkte stellen den MW + SEM dar.

3.1.2 Entwicklung der endothelunabhangigen

Vasodilatation unter Western diet ex vivo
Durch Applikation des NO-Analogons S-Nitrosoglutathione (GSNO, 0,1-30 uM)

wurde eine endothelunabhangige Vasorelaxation induziert. Zum weiteren
Ausschluss endothelabhangiger Effekte wurden alle Versuche in Anwesenheit
des NO-Synthase-Inhibitors (NOS-Inhibitor) L-Name (300 pM) und des

Cyclooxygenase-Hemmers (COX-Hemmer) Diclofenac (3 uM) durchgefihrt.

Im Gegensatz zu der durch Carbachol hervorgerufenen endothelabhangigen
Vasorelaxation, welche nach acht- und zwdlfwochiger Futterung mit Western Diet
eingeschrankt war, blieb die von GSNO hervorgerufene endothelunabhangige
Vasorelaxation sowohl durch den Maus-Genotyp, als auch durch langere

Futterungen mit Western Diet unverandert (Abb. 7).
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Abb. 7: Veranderung der endothelunabhangigen Vasorelaxation bei Futterung mit WD

(A-C) Bei Applikation von GSNO zeigte sich keine signifikante Veranderung der Vasorelaxation in
Abhangigkeit von Genotyp oder WD-Futterung. WT now=4, nsw=5, n12w=4; ApoE-KO now=4, nsw=4,
n1zw=>5. Alle Punkte stellen den MW + SEM dar.

3.1.3 Entwicklung der endothelabhangigen

Vasodilatation unter Western Diet in vivo

Zur Bestimmung der endothelabhangigen Vasodilatation in vivo wurde die
flussvermittelte Vasodilatation bei Mausen vor und nach einer Fltterungsperiode

von 16 Wochen mit Western Diet bestimmit.

Interessanterweise zeigte sich hier bereits vor Fltterung mit Western Diet eine
eingeschrankte Vasodilatation bei 8 Wochen alten ApoE-KO-Mausen. Eine
weitere signifikante Verschlechterung nach Futterung mit Western Diet lag nicht

Vor.

Bei WT-Tieren wiederrum zeigte sich eine initial signifikant bessere
Vasodilatation im Vergleich zum KO-Strang. Nach 16-wdchiger Futterung mit
Western Diet war die flussvermittelte Vasodilatation bei den WT-Tieren
signifikant eingeschrankt. Hier konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen WT- und KO-Tieren festgestellt werden (Fehler! Verweisquelle

konnte nicht gefunden werden.8).
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Abb. 8: flussvermittelte Vasodilatation vor und nach 16-wéchiger Fiitterung mit WD

Bereits vor Fltterung mit WD bestand bei den KO-Tieren eine eingeschrankte reaktive
Vasodilatation, welche durch Fitterung mit WD nicht signifikant verandert wurde. Lediglich
bei WT-Tieren lie} sich eine Veranderung der Vasodilatation nach Fitterung mit WD
feststellen. Vor WD jeweils n=4, nach WD jeweils n=5, * = p<0,05, ** = p<0,01,

**** = p<0,0001 . Alle Punkte stellen den MW + SD dar. Statistische Auswertung via One-
sided ANOVA mit Bonferroni-Korrektur.

3.1.4 Blutdruck- und Pulsmessung

Bei beiden Maus-Strangen wurden bei kontinuierlicher Futterung mit Western
Diet Blutdruck und Puls im 4-wochigen Rhythmus gemessen.

Es zeigte sich trotz Western Diet-Futterung nicht nur keine Veranderung im
systolischen Blutdruck der Tiere, sondern auch keine Veranderung der
Herzfrequenz (Abb. 9). Ferner zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen WT- und ApoE-KO-Mausen (nicht dargestellt).

Eine Aufhebung des physiologischen Tag-Nacht-Rhythmus mit fir nachtaktive
Tiere typischen erhéhten Blutdriicken nachts konnte ebenfalls nicht festgestellt

werden (Abb. 10, exemplarisch fur ApoE-KO dargestellt).

Einige Tiere schieden wegen offensichtlicher und verifizierter Messfehler im

Versuchsverlauf aus (s. 2.2.6).
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Abb. 9: Entwicklung von Blutdruck und Herzfrequenz bei WD-Fiitterung

A) Es zeigten sich auch mit zunehmender Fltterungsdauer mit WD keine Erhéhung des
systolischen Blutdrucks.

B) Es zeigte sich ebenfalls keine Erhdhung der durchschnittlichen Herzfrequenz.
NApoE-KO (0W)=4, NApoE-KO (4W)=4, NApoE-KO (8W)=3, NapoE-KO (8W)=2 Alle Werte stellen den MW £
SEM dar.
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Abb. 10: Tag-Nacht-Rhythmus des systolischen Blutdrucks bei ApoE-KO-Mausen
Selbst nach 12-wdéchiger Futterung mit Western Diet war keine Aufhebung des
physiologischen Tag-Nacht-Rhythmus des systolischen Blutdrucks zu erkennen.

33



3.1.5 Nitratbestimmung im Urin

Im vierwochigen Rhythmus wurden Urinproben der mit WD gefltterten Mause
gesammelt. Diese wurden hinsichtlich ihres Nitratgehalts analysiert. Um eine
Verfalschung der Ergebnisse durch verschieden starke Konzentrierung der Urine
zu verhindern wurde das Verhaltnis zwischen der Nitratkonzentration und der
Kreatininkonzentration bestimmt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den verschiedenen Genotypen oder den verschiedenen

Futterungszeitraumen festgestellt werden.

Es zeigten sich aber tendenziell hdhere Nitratkonzentrationen bei den WT-Tieren
im Vergleich zu den ApoE-KO-Tieren (Abb. 11).
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B wT
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4 Wochen WD|8 Wochen WD|12 Wochen WD

Abb. 11: Nitrat-Bestimmung relativ zum Kreatinin in Urinen nach WD-Fiitterung

Nach 4, 8 und 12 Wochen Ftterung mit WD zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den verschiedenen Genotypen oder den verschiedenen Fitterungszeitraumen. Es
zeigten sich tendenziell hdhere Nitrat-Konzentrationen bei WT. WT naw=4, nsw=4, n12w=4;
ApoE-KO naw=3, nsw=5, n12w=3. Alle Werte stellen den MW + SEM dar.
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3.2 Vaskularer Wirkmechanismus kurzkettiger

Fettsauren

3.21 Mechanismus kurzkettiger Fettsauren in

renalen GefaRen

Der Wirkmechanismus kurzkettiger Fettsauren in renalen Widerstandgefal3en
wurde in der isoliert perfundierten Niere untersucht. Bei alleiniger Applikation der
kurzkettigen Fettsaure Na-Propionat (0,1-12 mM) zeigte sich keine Anderung im
renalen Gefalwiderstand (nicht dargestellt). Erst nach Vorkontraktion mit
Noradrenalin (NA, 1 uM) konnte eine dosisabhangige Vasodilatation erzeugt

werden.

Die Zugabe des NOS-Inhibitors L-Name (300 uM), sowie die Zugabe des Na*-
K*-ATPase-Blockers Ouabain (100 uM) inhibierten diese Vasodilatation deutlich.
Der COX-Hemmer Diclofenac (3 uM) zeigte keinen Effekt. Somit ist hier von einer

NO- und EDHF-abhangigen Vasodilatation auszugehen.

Die Kombination von Ouabain und L-Name bewirkte bei einer Konzentration von
12 mM Na-Propionat eine signifikant starkere Inhibition als die alleinige
Applikation von Ouabain (Abb. 12).
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Abb. 12: Untersuchung des Mechanismus kurzkettiger Fettsduren in der isoliert
perfundierten Niere

Na-Propionat I6ste eine dosisabhangige Vasodilatation nach Vorkontraktion mit NA aus. Diese
wurde in Anwesenheit von L-Name und Ouabain vermindert. Eine Kombination beider
Inhibitoren zeigte eine weitere, starkere Inhibition als die Verwendung eines einzelnen
Inhibitors. Diclofenac zeigte keinen Effekt auf die Na-Propionat-abhangige Vasodilatation.
Jeweils n=4, ** = p<0,01, **** = p<0,0001 NA vs. NA+L-Name; ## = p<0,01, #### = p<0,0001
NA vs. Ouabain, ++=p<0,01 NA+Ouabain+L-Name vs. NA+L-Name. Alle Punkte stellen den
MW + SEM dar.

Zur weiteren Untersuchung des Verhaltens kurzkettiger Fettsguren im renalen
Gefallsystem wurden der selektive GPR41-Agonist AR420626 (0,01-10 uM) und
der selektive GPR43-Agonist 4-CMTB (0,01-10 uM) in der isoliert perfundierten

Niere verwendet.

Beide Agonisten zeigten eine dosisabhangige Vasodilatation bei Vorkontraktion
mit NA.

Bei Addition von L-Name zeigte AR420626 keine signifikante Einschrankung der
Vasodilatation (Abb. 13A). Der vasodilatatorische Effekt von 4-CMTB hingegen
lie sich durch L-Name inhibieren (Abb. 13B).

Die Addition von Ouabain I6ste fur beide Stoffe keine signifikante Inhibition der

ausgeldsten Vasorelaxation aus (Abb.13).

Somit ist davon auszugehen, dass GpR41 und GpR43 in renalen Gefallen
vorhanden sind, und hier an der Vasodilatation beteiligt sind. Es konnte
nachgewiesen werden, dass GpR43 uber einen NO-abhangigen Mechanismus
wirkt, wahrend der genaue Mechanismus von GpR41 unklar bleibt.
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Abb. 13: Verhalten von AR420626 und 4-CMTB in der isoliert perfundierten Niere

Sowohl der GPR41-Agonist AR420626, als auch der GPR43-Agonist 4-CMTB ldsten eine
dosisabhangige Vasodilatation aus.

A) Bei Zugabe von L-Name zeigte AR420626 keine Inhibition

B) L-Name inhibierte die Wirkung von 4-CMTB deutlich.

Ouabain bewirkte bei beiden Agonisten keine signifikante Inhibition. Jeweils n=4, B) *** =
p<0,001, **** = p<0,0001 NA vs. L-Name. Alle Punkte stellen den MW + SEM dar
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3.2.2 Mechanismus kurzkettiger Fettsauren in

intestinalen GefaRen

Der Wirkmechanismus kurzkettiger Fettsauren in intestinalen Gefallen wurde im
isoliert perfundierten Darm untersucht. Wie in der isoliert perfundierten Niere
zeigte Na-Propionat auch im Darm keinen vasokonstriktiven Effekt (nicht

dargestellt).

Bei der Untersuchung des vasodilatatorischen Verhaltens im Darm zeigte sich
uberraschend ein Unterschied zum Verhalten in der Niere: Die Addition von L-
Name (300 pM) bewirkte im Darm eine schwachere, nicht signifikante Inhibition
der ausgelosten Vasodilatation (Abb. 14). In der Niere zeigte sich eine starkere,

signifikante Einschrankung der Dilatation (Abb. 12).

Analog zur Niere zeigte sich auch im Darm eine signifikante Abschwachung der
durch Na-Propionat hervorgerufenen Vasodilatation bei Einsatz von Ouabain
(100 uM). Die Zugabe von Diclofenac (3 uM) zeigte auch im Darm keinen Effekt
(Abb. 14).
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Abb. 14: Untersuchung des Mechanismus kurzkettiger Fettsduren im isoliert
perfundierten Darm

Na-Propionat I16ste eine dosisabhangige Vasodilatation nach Vorkontraktion mit NA aus.
Diese wurde signifikant durch Zugabe von Ouabain inhibiert. Bei Zugabe von L-Name zeigte
sich eine Tendenz zur Inhibition, es ergaben sich aber keine signifikanten Unterschiede.
Zugabe von Diclofenac ergab keine Unterschiede. Jeweils n=4, ****p<0,0001 NA vs
NA+Quabain. Alle Punkte stellen den MW + SEM dar.

38



Bei Untersuchung des Verhaltens der Agonisten AR420626 (Gpr41) und 4-CMTB
(Gprd3) zeigte sich wie in der Niere keine signifikante Inhibition in Anwesenheit
von Ouabain bei beiden Agonisten. Ahnlich zur Niere war auch im Darm kein
inhibitorischer Effekt von L-Name auf AR420626 feststellbar. Analog zur Niere
bewirkte L-Name auch im Darm eine Inhibition der 4-CMTB-induzierten
Vasodilatation (Abb. 15).
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Abb. 15: Verhalten von AR420626 und 4-CMTB im isoliert perfundierten Darm

Sowohl der GPR41-Agonist AR420626, als auch der GPR43-Agonist 4-CMTB I8sten eine
signifikante, dosisabhangige Vasodilatation aus. Bei Zugabe von L-Name zeigte nur 4-CMTB
eine signifikante Inhibition. Ouabain bewirkte bei beiden Agonisten keine signifikante Inhibition.
Jeweils n=4, **=p<0,01 NA vs. L-Name. Alle Punkte stellen den MW * SEM dar.
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3.2.3 Expression der Rezeptoren kurzkettiger

Fettsauren in verschiedenen GefaRen

Zur weiteren Vertiefung der Ergebnisse der isoliert perfundierten Niere und des
isoliert perfundierten Darms wurde die Expressionsdichte der bekannten
Rezeptoren flr kurzkettige Fettsauren (GpR41, GpR43, OIfR78) in der Aorta
abdominalis, der A. renalis sinistra, und der A. mesenterica superior mittels

quantitativer real time PCR bestimmt und verglichen.

Es zeigte sich eine signifikant erhohte Expression von GPR41 in der
A. mesenterica superior im Vergleich zur A. renalis (Abb. 16 A).

OIfR78 zeigte eine signifikant erhdhte Expression in der A. renalis im Vergleich
mit der Aorta und der A. mesenterica. Auch zeigte sich eine erhdhte Expression
in der A. mesenterica im Vergleich zur Aorta (Abb. 16 C).

Interessanterweise Uberwog die OIfR78-Expression die GpR43-Expression in der
A. renalis (MW 182,2 vs. 103,8). Die Expression von GpR43 fiel mit Mittelwerten

zwischen 4,4 (Aorta) und 18,0(A. mesenterica superior) kaum ins Gewicht.

Fur GPR43 konnten keine signifikanten Unterschiede in der Expression in den

verschiedenen Gefalien festgestellt werden (Abb. 16 B).
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Abb. 16: Bestimmung der SCFA-Rezeptordichte in verschiedenen GefaRen

(A) Bei der Bestimmung der Expressionsdichte des GpR41-Rezeptors konnte eine signifikant
hohere Dichte in der A. mesenterica im Vergleich zur A. renalis festgestellt werden.

(B)Fir den GpR43-Rezeptor wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.

(C)Der OIfR78 zeigte in der A. renalis eine hdhere Expression als in A. mesenterica superior
und Aorta, wobei die Expression in der A. mesenterica groRer war als in der Aorta. *=p<0,5.
Multiple T-tests.
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4.Diskussion

4.1 Kardiovaskulare Entwicklung unter Western
Diet

41.1 Entwicklung der Endothelfunktion ex vivo

Zur Prufung der Entwicklung der Endothelfunktion bei Futterung mit Western Diet
wurden 8 Wochen alte WT- und ApoE-KO-Mause fur 8 bzw. 12 Wochen mit
Western Diet gefuttert. AnschlieRend wurde die renale Endothelfunktion mittels
isoliert perfundierter Niere geprift. Als Kontrolle dienten 8 Wochen alte, nicht mit

Western Diet gefltterte Tiere.

Bei WT-Tieren konnte weder nach acht-, noch nach zwdolfwdchiger Fatterung mit
Western Diet eine signifikante Verschlechterung der renalen Endothelfunktion in
der isoliert perfundierten Niere festgestellt werden. Die Ergebnisse der
Bestimmung der flussvermittelten Vasodilatation (s.u.), sowie anderweitig
veroffentlichte Untersuchungen an isolierten Aorten-Abschnitten mit langeren
Western Diet-Futterungsperioden (23 Wochen)[51] deuten aber darauf hin, dass
die Futterung mit Western Diet langfristig auch bei Wildtyp-Mausen zu
Endothelialer Dysfunktion fuhrt.

In Ubereinstimmung mit anderen Veréffentlichungen [51, 52] zeigten 8 Wochen
alte ApoE-KO-Tiere vor Futterung mit Western Diet ex in vivo Versuchen keine
Anzeichen fur Endotheliale Dysfunktion. Erst durch die Futterung mit Western
Diet zeigte sich eine signifikante Einschrankung der Endothelialen
Vasorelaxation. Dieser Effekt wurde bereits an 10 Wochen alten ApoE-KO-Tieren
beschrieben, welche fur 25 Wochen mit WD gefluttert wurden [24], sowie an 9
Wochen alten Tieren nach einer flinfwochigen Futterung mit WD [21] . Auch sonst
wurde in zahlreichen Veroffentlichungen eine abgeschwachte Endothelfunktion
bei ApoE-KO-Tieren nach Futterung mit Western Diet festgestellt [23, 25, 27, 53-
56], wobei hier weder auf den zeitlichen Verlauf eingegangen wurde, noch ein
Vergleich mit normaler Nahrung gezogen wurde. Weiterhin wurde in

Untersuchungen zur Endothelfunktion bei ApoE-KO-Mausen ohne Belastung
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durch WD keine Endotheliale Dysfunktion festgestellt[52, 57], wobei auch in den

hier zitierten Arbeiten keine Vergleiche zur Belastung mit WD gezogen wurden.

Die hier ex vivo gewonnenen Daten unterstitzen also die vorangegangenen
Veroffentlichungen, nach welchen eine messbare Endotheliale Dysfunktion erst

durch die doppelte Belastung aus ApoE-KO und WD entsteht.

Auch die tendenziell verringerten Nitrat-Spiegel im Urin der ApoE-KO-Mause
deuten auf eine verminderte NO-Verfligbarkeit, und damit auf eine verstarkte

Endotheliale Dysfunktion im Laufe der Western-Diet-Futterung hin.

Die Ergebnisse der Untersuchung zur Entwicklung der endothelunabhangigen
Vasodilatation belegen, dass die erkennbaren Verschlechterungen der
Vasodilatation nicht auf einer Veranderung der Funktion der glatten Muskelzellen
der Tunica muscularis (zum Beispiel im Rahmen eines verstarkten cGMP-

Abbaus oder einer Veranderung der Guanylatcyclase-Aktivitat) beruhen.

4.1.2 Entwicklung der Endothelfunktion in vivo

Die flussvermittelte Vasodilatation ist eine klinisch gut etablierte Methode zur
Diagnostik und Verlaufskontrolle Endothelialer Dysfunktion. Mit lhrer Hilfe
werden kardiovaskulare Erkrankungen noch vor Auftreten erster klinischer
Symptome erfasst, weshalb sie einen immer groReren klinischen Stellenwert
genieldt. [16]

Uberraschend zeigte sich bei der Bestimmung der flussvermittelten
Vasodilatation bereits friher, namlich schon vor Belastung durch Western Diet,
eine deutlich schlechtere Endotheliale Vasorelaxation bei ApoE-KO-Mausen.
Diese verschlechterte sich auch nach langzeitiger Western Diet-Futterung nicht

signifikant weiter.

Bei WT-Tieren zeigte sich nach 16-wdchiger Futterung mit Western Diet eine
starke Verschlechterung der Endothelfunktion. Dies steht im Gegensatz zur
isoliert perfundierten Niere, wo 12-wdchige Futterung mit Western Diet keine

signifikante Verschlechterung der Endothelialen Dysfunktion bewirkte.

Diese Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der Bestimmung Endothelialer
Dysfunktion ex vivo und in vivo lasst am ehesten auf eine hdhere Sensitivitat der
flussvermittelten Vasodilatation fur Fruhstadien der Endothelialen Dysfunktion im

Vergleich zu den etablierten ex vivo Methoden schliel3en.
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Da die Messung der flussvermittelten Vasodilatation eine relativ neue Methode
zur Bestimmung der Endothelialen Dysfunktion im Mausmodell ist[50], gibt es
bisher wenige Erkenntnisse zur Sensitivitat der Methode bei der Erfassung
Endothelialer Dysfunktion. Hier sind in Zukunft weitere Untersuchungen von
Noten, um die Sensitivitat der flussvermittelten Vasodilatation mit anderen
etablierten Methoden zu vergleichen. So ist zum Beispiel von Interesse, wie sich
die Sensitivitat der  flussvermittelten  Vasodilatation  (welche an
Widerstandsgefallen bestimmt wird) mit Methoden zur Bestimmung der
Endothelialen Dysfunktion an elastischen Gefallen vergleichen lasst. Als
geeignete Vergleichsmethode stande zum Beispiel die Aortenring-Kontraktion im
Organbad zur Verfiugung. Der hohe Stellenwert der flussvermittelten
Vasodilatation als diagnostische Moglichkeit beim Menschen lasst aber auf eine

ebenso gute Anwendbarkeit im Mausmodell hoffen.

Von diesen Ergebnissen ausgehend muss die Rolle der Western Diet in der
Entstehung Endothelialer Dysfunktion bei jungen ApoE-KO-Mausen hinterfragt
werden. Die bisher veroffentlichten Daten weisen darauf hin, dass erst durch
Futterung mit Western Diet oder in relativ hohem Alter Endotheliale Dysfunktion
entsteht[24, 29]. Auch die in dieser Arbeit vorgestellten ex vivo gewonnenen

Daten legen diese Schlussfolgerung nahe.

Die Ergebnisse der flussvermittelten Vasodilatation deuten im Gegensatz dazu
aber darauf hin, dass bereits das alleinige Fehlen von ApolipoproteinE eine in
vivo relevante Endotheliale Dysfunktion in jungen Mausen verursacht, und nicht
erst die kombinierte Belastung durch Genotyp plus Western Diet oder hohes
Alter.

Die vorherrschende Endotheliale Dysfunktion wird in ApoE-KO-Tieren am
ehesten durch erhdhte Cholesterin-, VLDL-, und LDL-Spiegel ausgeldst. Diese
herrschen bei ApoE-KO-Mausen bereits unter Standard-Ernahrung vor[18, 19]

Die Etablierung der flussvermittelten Vasodilatation als potenziell sensitiverer
Friherkennung muriner Endothelialer Dysfunktion ertffnet somit aufregende
neue Mdglichkeiten fur die weitere Erforschung der Entstehung Endothelialer

Dysfunktion im Tiermodell.
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41.3 Entwicklung des Blutdrucks unter

Western diet

Beim Menschen besteht eine eindeutige Korrelation zwischen dem Auftreten von
arterieller Hypertonie und dem Auftreten von Endothelialer Dysfunktion[58]. Im
Tiermodell fuhrt eine genetisch[59] oder pharmakologisch[60] herbeigeflhrte
Schwache der NO-abhangigen Vasodilatation (also eine Form der Endothelialen
Dysfunktion) zu arterieller Hypertonie. Hinweise hierfur finden sich auch in Tests
am Menschen[61, 62]. Umgekehrt fuhrt im Tiermodell aber auch ein
genetisch[63] oder durch Nephrektomie[64] induzierter arterieller Hypertonus im
Verlauf zu Endothelialer Dysfunktion. Ob also Endotheliale Dysfunktion ein
Ausloser fur Hypertonus ist oder ob die durch den hypertensiven Druck
veranderte Hamodynamik mit vermehrter Druckbelastung und starkeren

Scherkraften das Endothel Uberhaupt erst schadigt, ist unklar.

Eine Veranderung der Hamodynamik, wie sie zum Beispiel an einer
GefalRgabelung auftritt, ist ebenfalls ein anerkannter Faktor flr die Entstehung
von Atherosklerose[65]. Dieser kann in diesem Falle allerdings vernachlassigt
werden, da alle Versuche an den gleichen Gefalten, und unter vergleichbaren

hamodynamischen Bedingungen durchgefihrt wurden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen sowohl im KO-Modell, als auch
bei Wildtyp-Tieren eine Endotheliale Dysfunktion nach. Im gleichen
Beobachtungszeitraum wurde allerdings keine arterielle  Hypertonie
nachgewiesen. Somit kann eine alleinige hypertensive Schadigung als Ursache

fur die aufgetretene Endotheliale Dysfunktion ausgeschlossen werden.

Bezuglich des Zusammenspiels der Entstehung von Hypertonie und
Endothelialer Dysfunktion legen die hier diskutierten Ergebnisse nahe, dass die
Entstehung Endothelialer Dysfunktion zeitlich vor der Entstehung einer arteriellen
Hypertonie liegen. Diese Ergebnisse sind durch eine geringe Versuchstieranzahl
und eine hohe Ausscheidensrate im Versuchsverlauf der invasiven

Blutdruckmessung kritisch zu betrachten.

Die Frage, ob Endotheliale Dysfunktion einem arteriellen Hypertonus vorweg
geht lasst sich mit den erhobenen Daten leider nicht beantworten, da im
Beobachtungszeitraum keine Hypertonie auftrat. Betrachtet man aber die in der

Literatur beschriebene Korrelation von Hypertonie und Endothelialer Dysfunktion
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beim Menschen[61, 62] und das Auftreten von arterieller Hypertonie und
Endothelialer Dysfunktion bei 7,5 Monate alten, nicht mit Western Diet
behandelten ApoE-KO-Tieren[29], so erscheint ein Auftreten von hypertensiven
Blutdricken bei langerer Belastung durch Western Diet und zunehmendem Alter
wahrscheinlich. Dies wurde fur die Hypothese sprechen, dass Endotheliale
Dysfunktion nicht nur der Atherosklerose, sondern auch der Hypertonie voraus

geht.

Gerade Uber die Entwicklung von Hypertonie bei ApoE-KO-Mausen wird
kontrovers diskutiert. Viele Untersuchungen zeigten sowohl mit als auch ohne
zusatzliche Belastung durch Western Diet keine Entwicklung eines systemischen
Hypertonus[21, 22, 25-27]. Andere Veroéffentlichungen wiederrum zeigen die

Entwicklung einer arteriellen Hypertonie bei diesen Tieren[30].

Die hier vorgelegten Ergebnisse weisen keinen Zusammenhang zwischen
arteriellem Hypertonus und Endothelialer Dysfunktion bei ApoE-KO-Mausen
nach. Schon vor Futterung mit Western Diet findet sich in vivo eine deutliche
Endotheliale Dysfunktion, welche im weiteren Verlauf auch ex vivo nachweisbar
ist. Ein arterieller Hypertonus besteht zu keinem Zeitpunkt. Diese Ergebnisse
entsprechen der Mehrheit der veroffentlichten Studien mit Tieren in ahnlichem
Alter[21, 22, 25-27].

Somit widersprechen die Ergebnisse einer Veroffentlichung, in welcher bei
jungen ApoE-KO-Mausen eine Hypertonie mit einer Erhéhung des (durch alle
Versuchstiere gemittelten) systolischen Blutdrucks um 23,7 mmHg [30]
nachgewiesen wurde. Auch die dort beschriebene Aufhebung des
physiologischen Tag-Nacht-Rhythmus konnte nicht festgestellt werden. Leider
lasst sich der Grund fir diese gegensatzlichen Beobachtungen zum jetzigen

Zeitpunkt nicht erklaren.
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4.2 Endotheliale Mechanismen kurzkettiger

Fettsauren

4.2.1 Organabhangiger Mechanismus

kurzkettiger Fettsauren

Bei Applikation von Na-Propionat in der isoliert perfundierten Niere zeigte sich
eine Vasodilatation. Diese lie® sich nicht durch den COX-Hemmer Diclofenac
hemmen, allerdings zeigte sich eine Inhibition durch den eNOS-Inhibitor L-NAME
und den Na*-K*-ATPase Inhibitor Ouabain. Somit ist von einer NO- und eine
EDHF-abhéangige Komponente der ausgeldsten Vasodilatation auszugehen,
wahrend es keinen Anhalt fir eine Prostanglandin-abhangige Vasodilatation gibt.
Die Kombination von NO- und EDHF-Blockern sorgte flr eine starkere Inhibition
als die einzelnen Praparate. Es ist somit davon auszugehen, dass sich beide

Mechanismen funktionell erganzen.

Diese Ergebnisse widersprechen jenen der einzigen anderen veroffentlichten
Untersuchung zum Mechanismus der Vasorelaxation durch Kkurzkettige
Fettsauren, welche an Aa. Mesenterica superiores von Mausen lediglich einen
EDHF-abhangigen Mechanismus der Vasodilatation feststellt und einen NO-

abhangigen Mechanismus ausschliel3t[48].

Um diesem Widerspruch zwischen Literatur und eigenen Ergebnissen auf den
Grund zu gehen testeten wir die Vasodilatation durch Propionat am isoliert
perfundierten Darm. Hier zeigte sich interessanterweise ein Unterschied zur
isoliert perfundierten Niere: Wahrend weiterhin eine eindeutige EDHF-
Abhangigkeit der induzierten Vasodilatation nachzuweisen war, konnte
héchstens eine abgeschwachte (aber nicht signifikante) NO-Abhangigkeit
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse entsprechen somit jenen aus der

Literatur.

Leider waren bei allen hier diskutierten Versuchen sehr hohe Na-Propionat-
Konzentrationen noétig, um eine relevante Vasorelaxation auszulésen. Wahrend
Knock et al. alle Versuche bei einer Na-Propionat-Konzentration von 10 mmol/I
durchflihrten, l6sten auch in den hier veroffentlichten Daten Na-Propionat-

Konzentrationen ab 1 mmol/l Na-Propionat eine relevante Vasorelaxation aus.
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Inwiefern die hohen SCFA-Konzentrationen einen Einfluss auf die vorgelegten

Ergebnisse haben wird der Gegenstand weiterer Untersuchungen sein mussen.

Zur Erklarung dieser unterschiedlichen Mechanismen an verschiedenen
Organen stellten wir die Hypothese auf, dass die verschiedenen SCFA-

Rezeptoren unterschiedliche Mechanismen der Vasodilatation aktivieren.

Durch die unterschiedlich starke Expression der verschiedenen Rezeptoren an
verschiedenen Organen erklaren sich so die unterschiedlichen Inhibitionsmuster
an Darm und Niere: Am Darm wird vor allem ein Rezeptor exprimiert, welcher
einen EDHF-abhangigen Mechanismus aktiviert. An der Niere wiederrum werden
zwei Rezeptoren exprimiert, welche jeweils einen EDHF- oder NO-abhangigen

Mechanismus aktivieren.

Tatsachlich unterstitzt unsere Untersuchung der Rezeptorexpression diese
These: Wahrend in der A. mesenterica superior die Expression des GpR41-
Rezeptors Uberwiegt, dominiert in der A. renalis die Expression des OlIfr78-

Rezeptors.

Diese Ergebnisse decken sich mit bereits veroffentlichten Ergebnissen, in
welchen ebenfalls eine vermehrte Expression von GpR41 in peripheren
Widerstandsgefallen, und eine vermehrte Expression von OIfR78 in renalen

Gefalken festgestellt wurde[37].

Die Expression von GpR43 ist in allen drei Organen ahnlich hoch und fallt
generell weitaus geringer aus als die Expression von GpR41 und OIfR78. Somit
ist der Stellenwert des GpR43-Rezeptors in der SCFA-induzierten Vasodilatation

vermutlich gering.

4.2.2 Mechanismus der verschiedenen

Rezeptoren kurzkettiger Fettsauren
Zur Prufung der Signalwege der verschiedenen Rezeptoren der kurzkettigen
Fettsduren wurden der GpR41-Agonist AR420626[66] und der GpR43-Agonist
4-CMTB [67] verwendet.
Der einzige bekannte Agonist am OIfR78-Rezeptor neben den kurzkettigen

Fettsauren ist Laktat[68], welches sich wegen seiner zahlreichen vaskularen

Wirkungen nicht zur Untersuchung der Rezeptorfunktion eignet.
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Die Prufung des Mechanismus des GpR41-Rezeptors mittels AR420626 ergab
in den verwendeten Dosierungen keinen Nachweis eines endothelabhangigen
Mechanismus der Vasorelaxation. Die wahrscheinlichste Erklarung hierfur ist,
dass die Aktivierung des GpR41-Rezeptors durch AR420626 einen in den hier
durchgefuhrten Versuchen nicht bertcksichtigten (zum Beispiel endothel-
unabhangigen) Mechanismus triggert. Zur Klarung des genauen Mechanismus

des GpR41-Rezeptors sind also weitere Untersuchungen notig.

Im Gegensatz zu den unklaren Ergebnissen bei der Untersuchung des GpR41-
induzierten Mechanismus zeigte sich bei Aktivierung von GpR43 eine eindeutig
NO-abhangige Vasodilatation. Hierbei ist jedoch die Frage, inwiefern diese
physiologisch ins Gewicht fallt, da die Expression von GpR43 in den
WiderstandsgefalRen weit hinter jener von GpR41 und OIfR78 zuruckbleibt. Hier

ware die Untersuchung des Phanotyps GpR43-defizienter Mause von Interesse.

Der durch OIfR78 aktivierte Mechanismus liel3 sich wegen fehlender Agonisten
leider nicht direkt erforschen. Da allerdings weder GpR41 noch GpR43 einen
EDHF-abhangigen Mechanismus ausldsen ist zu mutmalden, dass dieser durch
die Bindung kurzkettiger Fettsauren an den OIfR78-Rezeptor ausgeldst wird.
Gegen diese Hypothese spricht allerdings die vermehrte Expression von OIfR78
in renalen Gefallen, in welchen auch ein NO-abhangiger Mechanismus

nachgewiesen werden konnte.

Zusammenfassend erweitern die hier vorgelegten Ergebnisse das bisher
bekannte Wissen um den Mechanismus der Vasodilatation kurzkettiger
Fettsauren. Der bisher gultigen Annahme einer reinen EDHF-abhangigen
Vasodilatation[48] muss teilweise widersprochen werden, da zumindest in den
Gefallbetten einzelner Organe auch eine NO-abhangige Vasodilatation auftritt.
Diese scheint durch eine Aktivierung des GpR43-Rezeptors vermittelt zu werden.
Der Mechanismus des GpR41-Rezeptors bleibt unklar, wobei eine alleinige

Aktivierung dieses Rezeptors ebenfalls eine Vasodilatation ausldst.
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Abb. 17: Mechanismen der SCFA-Rezeptoren

Wahrend der durch GpR41 und OIfR78 ausgeldste Mechanismus unklar bleibt, 16st die
Aktivierung von GpR43 einen NO-abhangigen Mechanismus aus.
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5.Schlussfolgerung

Die Relevanz der Ernahrung als wichtiger Faktor in der Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen ist bereits seit langem bekannt. In dieser Arbeit
sollten speziell ein Beispiel fur Ernahrung als Schutz- und ein Beispiel fur
Ernahrung als Risikofaktor vaskularer Erkrankungen untersucht werden. Hierbei

ergaben sich einige interessante Ergebnisse.

Bei der Untersuchung Endothelialer Dysfunktion unter Western Diet konnten
dank der Ergebnisse der flussvermittelten Vasodilatation Hinweise gesammelt
werden, dass ApoE-KO-Mause bereits friher als bisher bekannt eine funktionell
relevante Endotheliale Dysfunktion entwickeln. Auch konnte der Stellenwert der
Bestimmung der flussvermittelten Vasodilatation als sensitivere Methode zur

Erkennung Endothelialer Dysfunktion aufgezeigt werden.

Es konnten weitere Erkenntnisse zum Zusammenspiel von Endothelialer
Dysfunktion und arterieller Hypertonie gesammelt werden, wobei die hier
vorgelegten Ergebnisse darauf hinweisen, dass eine Schadigung des Endothels

zeitlich der Entstehung eines Hypertonus voraus geht.

Bei der Untersuchung des Mechanismus kurzkettiger Fettsauren konnte die
bisherige Annahme, dass kurzkettige Fettsauren lediglich eine EDHF-abhangige
Vasodilatation auslésen, widerlegt werden. Stattdessen konnten Beweise fur
einen komplexeren, je nach Rezeptor und Organ divergierenden Mechanismus
angefuhrt werden. Zum endgultigen, vollstandigen Verstandnis des
Mechanismus kurzkettiger Fettsauren ist allerdings weitere Forschung, zum

Beispiel an KO-Tiermodellen, notig.
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