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1. Zusammenfassung

Vor dem Hintergrund der steigenden Privalenz von Ubergewicht und Adipositas soll im Rahmen
dieses Promotionsprojektes eine quantitative und qualitative Analyse die unterschiedlichen Effekte
zwei verschiedener adipogener Diaten im Mausmodell auf die hippocampale Insulinsensitivitat und
synaptische Plastizitat beleuchten und insbesondere auf die unterschiedliche Beeinflussung zwischen
den beiden adipogenen Didten eingegangen werden.

Nach Aufzucht und Fitterung von drei Kohorten von Versuchstieren mit je einer Standarddiat (SD),
einer fetthaltigen Diat (HFD) und einer zuckerreichen Diat (DIO) erfolgte an den Lebenstagen 96-103
die Blut- und Organentnahme. Untersucht wurden neben phanotypischen Daten der Tiere die
Blutseren mittels ELISA auf Insulin und Leptingehalt. In den Hippocampi der Tiere wurden mittels
Western Blot und mittels Immunhistochemie mit dem Insulinstoffwechsel in Zusammenhang
stehende Proteine quantifiziert und Marker der synaptischen Proliferation und Plastizitdt untersucht.
Die Induktion eines adipogenen Phanotyps ist sowohl mit Fltterung der HFD als auch mit der DIO
gelungen. HFD und DIO- Tiere prasentierten beide Hyperinsulindmie, Hyperleptindmie sowie einen
gestorten Glukosemetabolismus in vivo, wobei der Effekt bei den DIO-Tieren starker ausgepragt war.
Sowohl in der HFD als auch in der DIO-Gruppe ergaben sich Hinweise, die auf eine hippocampale
Insulinresistenz hindeuteten. Hier war allerdings die Abgrenzung zum Effekt einer moglicherweise
vorliegenden Leptinresistenz schwierig. Es ergaben sich insbesondere keine abgrenzbaren
unterschiedlichen Effekte unter den beiden adipogenen Didten, obwohl die Hyperinsulinamie und
Hyperleptindmie durch die DIO starker ausgepragt war. Leider blieb die Untersuchung hinsichtlich
weitere im Zusammenhang mit dem Leptinmetabolismus stehender Proteine ohne Erfolg, dieser hatte
noch eine weitere Differenzierung zwischen Effekten der Hyperinsulinamie und Hyperleptindmie
erlaubt.

Eine Beeinflussung der hippocampalen Neurogenese wurde durch die Fltterung mit beiden
adipogenen Diaten nicht nachgewiesen.

Bei der Evaluation des Effektes der HFD und DIO auf synaptische Plastizitdt ergaben sich Anhaltspunkte
flr eine unterschiedliche Beeinflussung. Die zucker- und fettreiche DIO induzierte eine Verringerung
von Synaptophysin prasynaptisch sowie eine Verminderung von Neuroligin 1 und 3 postsynaptisch an
exzitatorischen Synapsen, welche ihrerseits wahrscheinlich die verminderte Konzentration des
NMDA1-Rezeptors verursachte. Die HFD induzierte dagegen eine Reduktion von SNAP25 prasynaptisch
sowie eine Verringerung von Neuroligin 2 postsynaptisch, welche mit einer verminderten Menge des
GABA A-Rezeptors einherging. Beide adipogenen Didten fiihrten durch unterschiedliche Beeinflussung
pra- und postsynaptischer Marker zu einer Imbalance des sensibel aufeinander abgestimmten
Verbundes exzitatorischer und inhibitorischer Synapsen. Die Literatur zeigt, dass dies mit der E/I

Imbalance assoziierten Erkrankungen wie Schizophrenie oder Autismusspektrumstérungen
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einhergehen kénnte. Die HFD wirkt Gber die Veranderung der gabaergen Achse, wahrend die DIO tber
die Beeinflussung der glutamatergen Achse wirkt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine zentrale Insulinresistenz oder Beeinflussung der
Neurogenese nicht gezeigt werden konnte, wohingegen sich bei beiden adipogenen Didten eine
Beeinflussung pra- und postsynaptischer Synapsen fanden. Eine zuckerreiche Didt hat dabei Einfluss
auf andere Mechanismen wie eine fettreiche Diat, wobei die Kalorienzufuhr hier nachrangig war, da
diese bei den Tieren der SD-Didt am hochsten war und nicht wie zu erwarten bei den Tieren, welche
die HFD oder DIO gefiittert bekamen.

Um eine optimale Vergleichbarkeit von Studienergebnissen zu gewahrleisten, sollte bei einer
Literaturrecherche darauf geachtet werden, welche Zusammensetzung die jeweiligen verwendeten
adipogenen Didten hatten. Vor der Durchfiihrung einer experimentellen Nahrungsinterventionsstudie
sollte liberlegt werden, welche Didt verwendet wird, und bei Aufweisung von signifikanten Ergebnissen
sollte bedacht werden, dass die Ergebnisse nicht generell bei adipogenen Didten zu beobachten sind,
sondern nur bei der verwendeten Diat. Des Weiteren sollte beachtet werden, dass die Beeinflussung
des hippocampalen Insulinstoffwechsels und der synaptischen Plastizitdit unabhangig von der

Kalorienzufuhr und abhéangig von der Zusammensetzung der Diat erfolgt.
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2. Einleitung

2.1 Erndhrung und Ubergewicht

Eine unausgewogene Bilanz von Energieverbrauch und Energiezufuhr hat in den vergangenen
Jahrzehnten zu einem massiven Anstieg der Privalenz von Ubergewicht und Adipositas gefiihrt.
Wahrend 1975 weltweit noch Untergewicht bei Frauen und Mannern doppelt bzw. vierfach so
verbreitet war wie Adipositas, Uberstieg die Pravalenz Adiposer 2004 bzw. 2011 die Pravalenz
Untergewichtiger. Eine Metaanalyse der NCD Risk Factor Collaboration zeigte, dass 2014
schatzungsweise 14,9% bzw. 10,8% aller Frauen bzw. Manner weltweit Adipositas aufwiesen (NCD Risk
Factor Collaboration 2016).

Ein groRer Anteil dieser epidemiologischen Veranderungen basiert auf der Entwicklung von Adipositas
in Industrienationen wie z.B. Deutschland. Insgesamt 53.5% aller Erwachsene gelten in Deutschland
als Gbergewichtig. Die Pravalenz von Adipositas ist auf 19% gestiegen, was insbesondere auf der
Zunahme von Adipositas in der Altersgruppe von 45 bis 64 griindet (Schienkiewitz et al. 2022). Als
quantitative MaReinheit wird fiir Unter- und Ubergewicht der sogenannte Body-Mass-Index (BMI)
verwendet. Gemal der Klassifikation der WHO ist ein BMI von unter 18,5 kg/m”2 als Untergewicht
definiert, ein BMI von 25-30 kg/mA2 ist als Praadipositas einzuordnen und bei Gber 30kg/m”2 spricht
man von Adipositas. Letztere ist in drei verschiedene Grade zu unterteilen (siehe Tabelle 1) (WHO

2005).

Bezeichnung BMI in kg/mA"2
Untergewicht unter 18,5
Praadipositas 25-30

Adipositas Grad 1 = 30-35
Adipositas Grad 2 = 35-40
Adipositas Grad 3  liber 40

Tabelle 1: Adipositas und BMI

2.2 Erndhrungsbestandteile

Kohlenhydrate, Fette und Proteine sind als Hauptbestandteile der Erndhrung die drei Saulen der
Energiezufuhr. Die deutsche Gesellschaft fir Erndhrung empfiehlt, der optimale tagliche Energiebedarf

solle zur Halfte aus Kohlenhydraten, zu 30% aus Fetten und der restliche Anteil aus Proteinen gedeckt

11



werden. Fir Manner gilt ein Kalorienrichtwert von 2300 kcal und fir Frauen von 1800 kcal. Ziel dieser
Empfehlung ist eine Pravention von Ubergewicht und Adipositas. (Hauner et al. 2012; Wolfram et al.
2015).

In der Realitdt zeigt sich allerdings, dass etwa 75% der Bevdlkerung zu viel Fett mit einem
Ungleichgewicht seitens gesattigter Fettsdauren verzehren. Der empfohlene Anteil an Kohlenhydraten
wird von weniger als der Halfte der Bevolkerung taglich verzehrt (Mensink et al. 2002). Dies bestatigt
auch die nationale Verzehrstudie Il, in der die durchschnittliche Nahrstoffzufuhr von Mannern und
Frauen in Deutschland in verschiedenen Altersgruppen evaluiert wurde. Im Rahmen dieser Studie
zeigte sich, dass die Fettzufuhr mit 32-36% zu hoch war und zu Lasten einer Kohlenhydratzufuhr von
43-52% und einer Proteinzufuhr von 13-15% ging. Ursache ist der bevorzugte Verzehr von tierischen
Produkten zu Lasten einer zu geringen Zufuhr pflanzlicher Lebensmittel. Der Medianwert der
Kalorienzufuhr lag interessanterweise bei beiden Geschlechtern unterhalb der empfohlenen
Kalorienzufuhr pro Tag (Krems et al. 2013). Bei der Betrachtung der Entstehung von Ubergewicht sollte
folglich nicht nur die tagliche Kalorienzufuhr, sondern auch die Zusammensetzung der Nahrung von

Interesse sein.

2.3 Folgeerkrankungen

Ubergewicht ist ein Risikofaktor fiir eine Reihe somatischer Folgeerkrankungen. Erhdhtes
Kérpergewicht steigert das Risiko fir einen Schlaganfall (Rexrode et al. 1997) und ist ein Risikofaktor
fur kardiovaskulare Folgeerkrankungen von milder Beschwerdesymptomatik bei Angina pectoris bis
zum Tod in Folge kardiovaskuladrer Erkrankungen (Hubert et al. 1983). Vor allem ldnger bestehendes
Ubergewicht begiinstigt die Entstehung von Hyperinsulinimie und fiihrt konsekutiv zu einer
Insulinresistenz des Gewebes, welche die Aufnahme von Glukose in die Zellen vermindert. Aus dieser
Hyperinsulindmie kann sich der Diabetes Typ 2 entwickeln, dessen Schweregrad der Auspragung durch
Ubergewicht und Ernahrung beeinflusst wird (Wannamethee und Shaper 1999). Auch arterielle
Hypertonie ist positiv mit einem erhohten BMI korreliert (Cohen 2017). Diese als metabolisches
Syndrom bekannte Konstellation von Adipositas und Folgeerkrankungen erhoht das Risiko zu
versterben im Vergleich zu alleinigem Vorhandensein von kardiovaskuldren Folgeerkrankungen und ist
eine der filhrenden Todesursachen (DECODE Study Group 2007).

Neuere Studien zeigen dariiber hinaus eine Korrelation zwischen dem Auftreten von Ubergewicht und
psychischen Erkrankungen. Das Auftreten und AusmaR von Ubergewicht in der Adoleszenz fiihrt
bedingt durch negative Gedankenmuster und negativen Selbstwert haufiger zur Diagnose einer
Depression oder Angststorung (Rankin et al. 2016). Das AusmaR an Insulinresistenz korreliert mit dem

Schweregrad der Auspragung der Depression (Singh et al. 2019).
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Des Weiteren tritt Ubergewicht bei Patienten mit Bipolarer Stérung, oder Schizophrenie fast doppelt
so haufig auf, wie in der Allgemeinbevdlkerung. Bedingt wird dies zum Einen durch eine Kombination
von Faktoren, welche die Krankheit verursachen, zum Anderen durch Verhaltensmuster, die durch die
Krankheit entstehen sowie durch die Einnahme von Antidepressiva, deren unerwiinschte
Nebenwirkung auch eine Gewichtszunahme zur Folge hat (Fiedorowicz et al. 2008).

Auch der Verlust kognitiver Fahigkeiten wie die Entwicklung einer Demenz wird durch das Vorliegen
von Ubergewicht und Begleiterkrankungen, wie Diabetes Typ 2, verstarkt (Verdile et al. 2015). Dieser
Zusammenhang wurde bereits erstmalig durch die Rotterdam Studie 1996 impliziert (Ott et al. 1996).
Bei Patienten mit Diabetes Typ 1 sind diese Folgeerscheinungen nicht zu beobachten (Lobnig et al.
2006).

Die Erforschung der Pathogenese von Ubergewicht ist ein wichtiger Angriffspunkt praventiver und
therapeutischer Mallnahmen. Zum Verstandnis der Pathogenese liegt der Fokus aktueller Forschung
auf dem Zusammenhang von Ubergewicht und einem zT. auch strukturell verdndertem
Hirnstoffwechsel. In diesem Zusammenhang liegt ein besonderes wissenschaftliches Interesse
beispielsweise auf dem Hippocampus (Tan et al. 2017), der auf Grund von hoher Expression des
Insulinrezeptors zu einem Angriffspunkt fir pathologische Veranderungen des im Zusammenhang mit

Adipositas verdnderten Metabolismus pradisponiert ist (Doré et al. 1997).

2.4 Hippocampus

Der Hippocampus liegt als einem entwicklungszeitlich gesehen, friih entstandenem Teil des Kortex, der
als Archikortex bezeichnet wird, tief in der weien Substanz beidseits im Bereich der Temporallappen.
Zusammen mit Indusium griseum und Fornix bildet er das limbische System. Der Hippocampus selbst
kann in Subiculum, Gyrus dentatus und Cornu ammonis (CA) unterteilt werden. Das Cornu ammonis
wird auch als Hippocampus im engeren Sinne bezeichnet und wird anhand seiner Morphologie,
Verschaltung und Funktion in vier Unterregionen (CA 1-4) unterteilt (Schiinke et al. 2015). Der Gyrus
dentatus kann von innen nach aufien in das Stratum granulare, in dem sich hauptsachlich glutamaterge
Kornerzellen befinden, und in das Stratum moleculare internum und externum unterteilt werden. Im
Cornu ammonis bildet das Stratum oriens bestehend aus hemmenden Korbzellen die innere Schicht,
woran sich nach auBen hin das Stratum pyramidale, hauptsachlich bestehend aus glutamatergen
Pyramidenzellen, das Stratum radiatum und das Stratum lacunosum-moleculare anschlieBen.
Gabaerge Interneurone Uben in beiden Regionen einen informationsmodulierenden Einfluss aus

(Stephan H. 1975).
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Gyrus dentatus

Abbildung 1:
Horizontalschnitt des Hippocampus der Maus angefarbt mit Zellkernfarbung Dapi

Informationsinput erhadlt der Hippocampus hauptsachlich Giber den entorhinalen Kortex in das Stratum
moleculare des Gyrus dentatus (Suzuki und Amaral 1994). Von hier erfolgt die Verschaltung Gber das
Stratum granulare des Gyrus dentatus Gber Moosfasern in das Stratum radiatum der CA3 Region (Rolls
2018). Die CA3 Regionen beider Hemispharen tauschen Informationen aus, was mit der Bildung des
Gedachtnisses assoziiert wird (Rolls 2018; Kondo et al. 2009). Bei Funktionsausfall der hippocampalen
Funktion besteht ein Unvermégen der Bildung neuer Gedachtnisinhalte (Scoville und Milner 1957).
CA3 Neurone projizieren u.a. zur Fornix, welche zum Hirnstamm projiziert, und bilden dartber hinaus
sogenannte Schaffer-Kollateralen zum Stratum pyramidale von CA1, welche an der Bildung neuer
Gedachtnisinhalte beteiligt sind (Kondo et al. 2009). Das Stratum lacunosum moleculare von CA1 erhilt
Afferenzen auch direkt aus der enthorinalen Rinde. CA1 Neurone verschalten in die Fornix und in das
Subiculum, welches in die GroBhirnhemispharen projiziert (Rolls 2018). CA1 Neurone sind bei Nagern
mit der Orientierung assoziiert (O'Keefe und Dostrovsky 1971).

Uber die Projektion zur Fornix, welche in die Corpora mamillaria verschaltet, ist der Hippocampus Teil
des 1937 von Papez postulierten Papez-Neuronen Kreises, welcher die neuronale Grundlage von
Emotionen bildet (Papez 1995). So ist bei Menschen nach schweren emotionalen Traumata eine
Reduktion des hippocampalen Volumens zu beobachten (Woodward et al. 2006; Herzog et al. 2020).
Durch den Hippocampus erlernte Gedachtnisinhalte werden dem deklarativen Gedachtnis, einem Teil
des Langzeitgedachtnisses, zugeschrieben. Hierunter fallen das semantische Gedachtnis zur
Abspeicherung von Faktenwissen sowie das episodische Geddachtnis, welches autobiographische

Inhalte enthalt (Eichenbaum und Cohen 2014).
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2.4.1 Hippocampus und Nahrungsaufnahme

Schon in den fiinfziger Jahren begann die Erforschung der Ursachen zur Stimulation von
Nahrungsaufnahme. Hier stand besonders der Hypothalamus im Vordergrund der Forschung
(Strominger 1947). Dessen Rolle in der Integration von Informationen tiber den Sattigungszustand des
Magen-Darm-Traktes, peripherer Signale insbesondere aus dem Fettgewebe sowie emotionaler
Akzentuierung von Nahrungsaufnahme wird in vielen Studien und Reviews beschrieben und diskutiert
(Abdalla 2017). In dieser Arbeit soll der Fokus auf den Hippocampus gelegt werden, der ebenfalls eine
Schllsselfunktion in der zentralen Steuerung von Nahrungsaufnahme einnimmt.

Der Hippocampus beeinflusst die Aufnahme von Nahrung durch Integration und Verkniipfung von
extrinsischen und intrinsischen Informationen. Externe Stimuli wie Geruch, Geschmack und visuelle
Wahrnehmung werden kortikal verschaltet und gelangen u.a. zur entorhinalen Rinde. Von hier erfolgt
die oben beschriebene Innervation weiterer hippocampaler Anteile. Informationen {ber den
Flllungszustand des Magen-Darm-Trakts sowie endokrine Signalhormone, wie z.B. Leptin oder
Ghrelin, liefern Informationen Uber den Energiebedarf des Korpers und gelangen (iber die ventral
gelegenen CA-Regionen direkt in den Hippocampus. Hier erfolgt die Akzentuierung der Informationen
mit Inhalten des Gedachtnisses (Kanoski und Grill 2017). So wird die Menge und Haufigkeit von
Nahrungsaufnahme beeinflusst. Bei Patienten mit einer Schadigung des Hippocampus, wie es bei dem
Vorliegen einer Amnesie der Fall ist, konnte gezeigt werden, dass diese nach einer ausreichend
sattigenden Nahrungsaufnahme bei Prasentation weiterer Nahrung diese weiterhin konsumierten.
Dies zeigt, dass die Erinnerung an die letzte Mahlzeit maRgeblich an der Entscheidung zu weiterer

Nahrungsaufnahme beteiligt ist (Rozin et al. 1998).

2.4.2 Verinderungen des Hippocampus bei Ubergewicht

Durch Nachweis des Zusammenhangs reduzierter physischer Aktivitdt und erhohtem Risiko fiir
Degeneration hippocampal assoziierter, kognitiver Fahigkeiten wie der Gedachtnisleistung in
klinischen Studien, ist in den letzten Jahren die Erforschung von zu Grunde liegenden
neuropathologischen Veranderungen von groRem Interesse (Tan et al. 2017; Mueller et al. 2012;
Migueles et al. 2020).

Proliferation und Aktivierung von Astrozyten und Mikroglia fiihren zu einem erhdhten
Entziindungszustand im Hippocampus (Tsai et al. 2018), welche z.B. das Vorliegen von degenerativen
B-amyloid- und tau-Pathologien bei Alzheimer-Demenz verstarken. Schon eine kurze Intervention mit
einer hochkalorischen Diat fuhrt zu nachweisbaren, unglinstigen Verdnderungen (Nakandakari et al.
2019). Mikroglia spielen eine wichtige Rolle in der Kontrolle synaptischer Plastizitat, indem sie durch
Phagozytose Einfluss auf den Kreislauf neuronaler Aktivitat austiben. Bei Entziindung ist dieser Vorgang
erhoht, sodass es zu vermehrtem Umbau des neuronalen Netzwerkes kommt (Miller und Spencer
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2014; Bondan et al. 2019). Durch Ubergewicht induzierte Verdnderungen im Hippocampus kénnen
auch ohne Induktion zu einer fir Alzheimer typischen B-amyloid Pathologie zu demenzieller
Entwicklung fiihren (Petrov et al. 2015).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Ubergewicht zur Rarefizierung des zerebralen GefiRnetzes
und endothelialer Dysfunktion fiihrt, was in Folge eine geringere Sauerstoffversorgung und einen
verminderten Abtransport von toxischen Substanzen aus dem Gehirn verursacht.

Der chronisch erhohte Entzindungszustand in Verbindung mit reduzierter synaptischer Plastizitat und
Akkumulation toxischer Substanzen fihrt zur Reduktion kognitiver Fahigkeiten. In Bezug auf den
Hippocampus bedeutet dies eine Reduktion von Bildung neuer Gedachtnisinhalte und Gelerntem
(Valcarcel-Ares et al. 2019).

Um zu verstehen, wie es zu diesen Pathologien kommt, ist die Erforschung zu Grunde liegender
molekularer Mechanismen notwendig, welche im Folgenden genauer beleuchtet werden.

Auf Grund der bereits erwdhnten hohen Expression des Insulinrezeptors im Hippocampus (Doré et al.
1997), ist insbesondere der hippocampale Glukosemetabolismus von Relevanz. Es konnte gezeigt
werden, dass Insulin Gber intrazellulare Mechanismen einen Einfluss auf die synaptische Plastizitat hat
(van der Heide et al. 2005). Bei Ubergewicht entsteht durch vermehrte Ausschiittung von Insulin auch
eine zentrale Insulinresistenz, welche in vielen Mausmodellen im Hippocampus nachgewiesen werden
kann (Schmitz et al. 2018; Petrov et al. 2015; Cheke et al. 2017; Stranahan et al. 2008). Zusammen mit
dem beeintrachtigten Glukosemetabolismus kann eine Verminderung des Ausbaus des neuronalen
Netzwerkes beobachtet werden (Calvo-Ochoa et al. 2014), was auf verminderter Neurogenese
(Ramos-Rodriguez et al. 2014) und verminderter Formation von Synapsen beruht (Stranahan et al.
2008). Auch die Neurotransmission wird von hochkalorischen Diaten beeinflusst und fiihrt zu einer
Veranderung der prasynaptischen Transmitterfreisetzung und zu einer Verdanderung des
postsynaptischen Signalverarbeitungsprozesses (Valladolid-Acebes et al. 2012).

Auch Leptinrezeptoren werden im adulten Hippocampus exprimiert (Guo et al. 2008). Leptin
verbessert via Beeinflussung von glutamaterger Neurotransmission die synaptische Plastizitat (Shanley
et al. 2001) und bewirkt eine verbesserte Neurogenese (Garza et al. 2008). Analog zur Insulinresistenz
kann es bei Ubergewicht auch zu einer Leptinresistenz kommen, welche mit Neurodegeneration im
Sinne einer Verschlechterung bei Vorliegen einer Alzheimer Pathologie assoziiert ist (Platt et al. 2016).
Die Degeneration scheint reversibel zu sein und durch eine Reduktion von Ubergewicht besteht die
Moglichkeit einer Verbesserung der Gedéachtnisleistung (Boraxbekk et al. 2015; Petrov et al. 2015).
Auch im Tiermodell sind durch Ubergewicht induzierte Defizite im Hippocampus reversibel (Grillo;
Piroli und Evans et al. 2011), unter anderem durch Verbesserung der Insulinsensitivitat (Park et al.

2019).
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2.5 Insulin- und Leptinmetabolismus

Dasin den beta-Zellen des Pankreas synthetisierte Hormon Insulin fiihrt zur Senkung des Blut-Glukose-
Spiegels Gber Aufnahme der Glukose in z.B. Muskel- oder Fettzellen. Insulin gelangt rezeptorvermittelt
Uber die Blut-Hirn-Schranke (Abbott et al. 2006) und bindet auch zentral an den Insulinrezeptor und
initiiert via Insulinrezeptor-Substrat u.a. den PI3K—AKT Signalweg (Thon et al. 2016). AKT wird von
Insulin erst an Threonin 308, dann an Serin 473 phosphoryliert. Threonin 308 hat einen Einfluss auf das
Zelliberleben, wahrend Serin 473 einen inhibitorischen Effekt auf die Aktivitdt des Insulinrezeptors
ausiibt (Copps und White 2012).

Ein Ziel von aktiviertem AKT, auch Proteinkinase B genannt, ist u.a. die Aktivierung des ,,mechanistic
target of rapamycin“ (mTOR), welches wiederum seinerseits einen negativen Feedback-Mechanismus
auf den PI3-AKT Signalweg ausiibt. Eine Uberaktivierung von mTOR und die Herunterregulation des
PI3-AKT-Weges steht im Zusammenhang mit Ubergewicht (Tzatsos und Kandror 2006). Ein Substrat
von mTOR ist die 70S6Kinase (Jeno et al. 1988), welche ihrerseits ebenfalls einen modulierenden
Einfluss auf den Signalweg ausiibt (Manning und Cantley 2007). Ein weiteres Substrat von AKT ist
GSK3pB, auf das mTOR und 70S6Kinase ebenfalls Einfluss nehmen (Zhang et al. 2006). Der gesamte
zelluldre Mechanismus dient dem Wachstum und Uberleben der Zellen und steuert einer Apoptose

entgegen (Manning und Cantley 2007).

Insulinrezeptor

IRS
P70s6k

PI3
AKT

mTOR

GSK3p

Abbildung 2

Schema der intrazelluldren Insulin-Kaskade; untersuchte Proteine in rot

Leptin, hauptsachlich von Adipozyten exprimiert, reguliert das Hungergefiihl nach Mahlzeiten
herunter. Im Hypothalamus, welcher wie oben erwahnt die Hauptfunktion in der Integration von

Informationen Uber den Energiehaushalt der Peripherie einnimmt, wird durch Leptin die Ausschiittung
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von appetitforderndem Neuropeptid Y (NPY) und Agouti-Related Peptid (AgRP) gehemmt (Baver et al.
2014). Auch im Hippocampus werden Leptinrezeptoren exprimiert (Guo et al. 2008). Leptin initiiert bei
Bindung an seinen Rezeptor den JAK/ STAT Signalweg sowie analog zu Insulin P13-Akt Signalweg tber
IRS/das Insulinrezeptor-Substrat (Grillo; Piroli und Junor et al. 2011; Guo et al. 2008; Garza et al. 2008).
Auch der MAPK und ERK Signalweg wird von Leptin beeinflusst (Rexrode et al. 1997; Kang et al. 2020).
Ubergewicht fithrt auf Grund von vermehrtem Fettegewebe zu einer gesteigerten Expression von
Leptin. Es resultiert eine Resistenz gegenliber Leptin sowie vermindertem Transport von Leptin lber
die Blut-Hirn-Schranke und in der Folge zu einer verminderten Unterdriickung des Hungergefiihls

(Baver et al. 2014).

2.6 Neuronaler Kreislauf und synaptische Plastizitat

Nervenzellen variieren stark in ihrer GréRe, und ihre Form erlaubt ihnen die Bildung eines komplexen
Netzwerks, dessen physiologische Funktion auf der Feinabstimmung vieler verschiedener molekularer
Bestandteile beruht. Das Perikaryon umfasst den Zellkern und wichtige Zellorganellen. Von hier gehen
die Dendriten aus, an denen andere Nervenzellen Synapsen bilden. Uber das Axon wird die Information
weitergegeben und auf weitere Neuronen verschaltet (Luse 1956). Der folgende Abschnitt soll die

Entwicklung und Funktionsweise eines Neurons naher beleuchten, ohne dabei in die Tiefe zu gehen.

2.6.1 Entwicklung von Neuronen

In den kommenden Abschnitten geht es um die Entwicklung und Funktion der Synapse. Dieser
hochkomplexe Vorgang wird an dieser Stelle zur Veranschaulichung vereinfacht dargestellt.

In der Entwicklung und Ausreifung von Neuronen spielt u.a. das GAP43 eine wichtige Rolle. Als Substrat
der Proteinkinase C reguliert es die Formierung der Prasynapse und die Ausreifung des Axons und ist
so ein wichtiger Marker fiir neuronale Plastizitdat (Nguyen et al. 2009). Im adulten Gehirn ist GAP-43
vereinzelt in Kolokalisation mit synaptischen Vesikeln an der Prasynapse zu finden und férdert deren
Mobilisation zur Plasmamembran wahrend eines Aktionspotentials (Merino et al. 2020).

Wahrend der Neurogenese wird der Tubulus-Apparat des Zytoskeletts von Doublecortin verstarkt. So
Ubt Doublecortin einen modulieren Einfluss auf die Migration und die Formierung des neuronalen
Netzwerkes aus. Auch im adulten Gehirn kénnen so junge Neurone sichtbar gemacht werden und eine
Aussage Uber das Ausmal’ der stattfindenden Neurogenese getroffen werden (Francis et al. 1999;
Mizuguchi et al. 1999).

Ki-67 ist ein Proliferationsmarker, der insbesondere wahrend der Mitose exprimiert wird, und so eine

Aussage (ber die Teilung und Entstehung von neuen Neuronen ermdoglicht (Verheijen et al. 1989).
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Zur Formierung von Synapsen binden postsynaptische Neuroligine an prasynaptische Neurexine und

verursachen die Bildung einer neuen Synapse (Dean et al. 2003).

2.6.2 Prasynaptische Mechanismen

Zur Kommunikation zwischen Nervenzellen erfolgt die Ausschiittung von Neurotransmittern an der
Prasynapse und die Aufnahme ebendieser an der Postsynapse. Die Freisetzung der in der Prasynapse
in Vesikeln gespeicherten Neurotransmitter erfolgt per Calcium-lonen Einstrom (Lim et al. 1990). Im
inaktiven Zustand reguliert Synapsin die Anzahl der vorhandenen synaptischen Vesikel und verankert
diese am Zytoskelett (Schiebler et al. 1986). In Anwesenheit von Calcium-lonen wird Synapsin
phosphoryliert, und die Bindung zwischen Vesikeln und Zytoskelett wird aufgehoben (Sihra et al. 1989).
Durch den Calcium-Einstrom erfolgt des Weiteren eine Aktivierung des sogenannten SNARE-
Komplexes, welcher das Vesikel zur prasynaptischen Membran bewegt. Bestandteile des SNARE-
Komplexes sind u.a. SNAP-25, VAMP und Syntaxin (Chen et al. 1999). Synaptophysin interagiert mit
dem SNARE-Komplex via Bindung an VAMP und (ibt so ebenfalls einen modulierenden Einfluss auf die
Freisetzung des Vesikels aus (Edelmann et al. 1995). Durch ubiquitdres Vorkommen an Synapsen wird
Synaptophysin auch als quantitativer Marker fiir Synapsen genutzt (Calhoun et al. 1996).

Nachdem das Vesikel an die prasynaptische Membran gebunden hat, kommt es zur Ausschiittung der
Neurotransmitter in den synaptischen Spalt (Yarom et al. 1985). Man unterschiedet in exzitatorische

und inhibitorische Synapsen.

2.6.3 Postsynaptische Mechanismen einer exzitatorischen Synapse

AMPA-Rezeptoren stellen neben NMDA-Rezeptoren den Hauptteil der postsynaptischen Glutamat-
Rezeptoren einer exzitatorischen Synapse dar. Die Glutamat- Rezeptoren 1-4 (GluR1-4) sind
Untereinheiten dieses Rezeptors (Matsubara et al. 1996). NMDA-Rezeptoren kénnen ebenfalls in
Untereinheiten untergliedert werden (Chanda et al. 2017; Prybylowski et al. 2002). lhre Aktivierung
fihrt zu Leitfahigkeitsanderungen der postsynaptischen Membran fiir einige Millisekunden
(Mosbacher et al. 1994). Ein Teil der in den synaptischen Spalt ausgeschiitteten Neurotransmitter wird
mittels vesikularem Glutamat Transporter (vGLUT) wieder in die Prasynapse aufgenommen und
recycelt (Henny und Jones 2006). Die Adhasion der Prd- und Postsynapse wird u.a. Uber das
Verankerungsprotein Neuroligin 3 gewahrleistet, welches an das prasynaptische Neurexin bindet
(Budreck und Scheiffele 2007). Neben Neuroligin 3 gewahrleistet auch Neuroligin 1 die Adhésion und
ist im Gegensatz zu Neuroligin 3 spezifisch an der exzitatorischen Postsynapse zu finden (Song et al.

1999).
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2.6.4 Postsynaptische Mechanismen einer inhibitorischen Synapse

Gamma-Aminobuttersdure (GABA) und Glycin-Rezeptoren stehen an inhibitorischen Synapsen fiir die
Bindung von GABA bereit, wodurch ein inhibitorischer Impuls gesetzt wird (Macdonald und Young
1981). Es gibt sowohl GABA-A als auch GABA-B Rezeptoren, welche je nach Hirnregion unterschiedlich
dicht auftreten (Albin et al. 1991). Die Verankerung der Rezeptoren wird hier iber Gephyrin stabilisiert
(Kneussel und Betz 2000). Ein Reuptake und Recycling der ausgeschitteten Transmitter wird mittels
vesikuldrem Gamma-Aminobuttersdure Transporter (vGAT) gewahrleistet. Dieser ist insbesondere an
Synapsen mit GABA- Rezeptoren zu finden (Chaudhry et al. 1998). Die Adhasion der Pra- und
Postsynapse wird ebenso wie bei den glutamatergen Neuronen u.a. Gber Bindung von Neuroligin 3
gewahrleistet (Budreck und Scheiffele 2007). Daneben sichert Neuroligin 2 ebenfalls die Adhasion der

Pra- und Postsynapse und ist spezifisch fiir die inhibitorische Synapse (Kang et al. 2014).
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2.7 Arbeitsgrundlage

Die Untersuchung von Auswirkungen einer Adipositas auf den Hippocampus ist in verschiedensten
Tiermodellen bereits regelmafiger Bestandteil wissenschaftlicher Arbeiten. Dabei wurden
unterschiedlichste Methoden zur Induktion einer Adipositas verwendet. Neben der Verwendung von
Pharmakologika wie Streptozocin (Zhang et al. 2008; Biessels et al. 1998), einem Toxin der
pankreatischen B-Zellen (Rakieten et al. 1963), dem Einsatz von genetisch insulinresistenten Ratten

mit nicht adipésem Phanotyp (Goto et al. 1976; Lang et al. 2009), oder sogenannter Zuckerratten mit
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genetischer Variation im Leptinrezeptor (Li et al. 2002; Bélanger et al. 2004), der Induktion von
Adipositas via der Runterregulation des Insulinrezeptors im Hypothalamus (Grillo et al. 2007; Grillo;
Piroli und Junor et al. 2011) und weiterer Methoden kamen verschiedene Didten zum Einsatz (Robison
et al. 2020; McNay et al. 2010; Stranahan et al. 2008). Meist fand lediglich die Erforschung von
Unterschieden zwischen einer Methode und einer nicht adipogenen Diat statt, ein direkter Vergleich
verschiedener Techniken bzw. Didten hingegen ist bisher nur selten erfolgt, dabei bietet dies einen
relevanten Mehrwert auch fiir die Planung folgender Forschungsarbeiten. Es fanden sich bei der
Literaturrecherche nur drei Artikel, in der die Auswirkung von drei verschiedenen Diaten auf dhnliche
Parameter wie in meiner Dissertation erfolgte (Greenwood und Winocur 1990; Arnold et al. 2014;
Lizarbe et al. 2018).

Der Anteil von Fett, Kohlenhydraten und Protein variierte sowohl in der verwendeten HFD als auch in
der SD-Gruppe unter den Studien (Stranahan 2015). Hieraus resultieren unterschiedliche Ergebnisse,
und die Vergleichbarkeit der Studien wird eingeschrankt.

Vor diesem Hintergrund wird im Rahmen dieser Dissertation die Evaluation zweier verschiedener
adipogener Diaten im Vergleich zu einer Standard-Diat erfolgen und insbesondere die Unterschiede
zwischen den beiden adipogenen Didten beleuchtet werden und kritisch diskutiert werden.

Basierend auf der aktuellen Literatur ergeben sich folgende Hypothesen:

o Eine adipogene Diat induziert im Tiermodell einen metabolischen Phanotyp der mit einer
peripheren Insulinresistenz, Hyperinsulindmie sowie Hyperleptinamie im Sinne eines
metabolischen Syndroms einhergeht.

o Eine adipogene Diat fihrt neben metabolischen Veranderungen auch zu zentraler
Veranderung im neuronalen Stoffwechsel und der Signaltransduktion des Hippocampus.

o Eine didtinduzierte Adipositas hat einen unglinstigen Einfluss auf die synaptische Transmission
und Plastizitdt im Hippocampus, dabei hat eine zuckerreiche Diat auf andere Mechanismen an
einer Synapse Einfluss als eine fettreiche Diat.

o Die Zusammensetzung der hochkalorischen Diat hat unabhangig vom Kalorienanteil einen
Einfluss auf die hippocampale Funktion.

o Veranderungen der Signaltransduktion im Hippocampus konnten klinisch apparent werden.

21



3. Material und Methoden

3.1 Ubersicht Versuchsaufbau

Alle Tierversuche wurden von der AG Hucklenbruch-Rother unter Einhaltung der Protokollvorschriften
des Landes NRW und nach den Richtlinien der Bezirksregierung Kéln durchgefiihrt.

Im Versuchsaufbau wurden drei ausschlieBlich ménnliche Wildtyp-M&usegruppen (C57BL/6) von je 18
Tieren zwischen Woche 3 und 14 ihres Lebens in dafiir vorgesehenen Tierlaboren des
Universitatsklinikums KoéIn unter standardisierten Bedingungen bei 22° mit den jeweils verschiedenen
Diaten gefuttert. Der Wechsel des Tag- und Nacht-Rhythmus erfolgte im 12 Stunden Takt. Es wurden
drei verschiedene Diadten gefiittert: die Standard-Diat (SD) des Labors, die bisher verwendete High Fat
Diat (HFD) des Labors, welche den hochsten Anteil an Fett enthalt, sowie eine Diet-induced-obesity
Diat (DIO) gefiittert, welche laut Hersteller ein metabolisches Syndrom bei den Mausen induzieren
wird und sowohl einen hohen Fettanteil als auch hohen Zuckeranteil enthilt.

Futter und Wasser erhielten die Tiere ad libitum. Die Kalorien-, Fett-, Kohlenhydrat- und Proteinanteile

kénnen der folgenden Tabelle entnommen werden:

Name SD - complete feed | o) 0005701
for rats & mice
Firma Ssniff Altromin
Bestellnummer V15.34 “R/M- 10005791
Maintenance

Metab. Energie kcal/kg 3225 5237
Metab. Energie MJ/kg 13.5 21.9
Fett kJ% 9 60
Protein k% 33 16
Kohlenhydrate k)% 58 24
Starke k)% 36.5 n/a
Zucker (Sucrose) kJ% 4.7 12.1
Rohfett g/kg 33 351
Rohprotein g/kg 190 208
Rohfaser g/kg 49 4
Rohasche g/kg 64 31
N freie Extrakte g/kg 541 n/a

Tabelle 2: Fett-, Kohlenhydrat- und Proteinanteile der drei verwendeten Didten
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Die HFD besteht zu 60% aus Fett und 12.1% aus Zucker und ist in zahlreichen wegweisenden Arbeiten
der Arbeitsgruppe zum Einsatz gekommen (Bae-Garzt et al. 2019; Janoschek et al, 2016; KGnner et al.
2007; Schmitz et al. 2018). Die DIO besteht nur zu 45% aus Fett und weist mit 21,1% einen deutlich
hoheren Zuckeranteil auf, und entspricht einer haufig verwendeten Didt D12451 (Research Diets
inc.), welche ein metabolisches Syndrom in den Versuchstieren erzeugen soll (Qiu et al. 2001).

An den Tagen 96-103 wurden die Tiere per CO,-Narkose getotet und die Organe wurden
entnommen. Fettgewebe, Pankreas, Nieren, Leber, Herz, komplette Gehirne oder Hirnregionen,
welche fiir das Projekt von Interesse sind, sowie die Blutseren wurden schockgefroren und
anschlieRend bei -80°C gelagert.

Von Interesse fiir meine Arbeit sind die folgenden Gewebeproben:

1. Vonje sechs der insgesamt 18 Mause pro Diat wurden von der Arbeitsgruppe MicroCTs
angefertigt, welche Riickschliisse auf die Kdrperfettzusammensetzung der Méause erlauben.

2. Von weiteren sechs Mausen pro Gruppe standen zur Durchfiihrung der Proteinanalysen und
anschlieRenden Verwendung im Western Blot jeweils Hypothalamus und Hippocampus zur
Verfligung. In dieser Dissertation liegt der Fokus auf den Ergebnissen des Hippocampus.

3. Beiden restlichen sechs Mausen pro Gruppe wurden die Gehirne in toto reseziert, mittels
Paraformaldehyd und Sucrose kryokonserviert und fiir die immunhistochemischen

Untersuchungen verwendet.

3.2 Bestimmung des Phanotyps und Quantifizierung von totalem und viszeralem Fett

Die Zunahme des Korpergewichts wurde wahrend der Aufzucht der Tiere wochentlich durch die
Arbeitsgruppe erfasst. In Woche 10 erfolgte ein Glukose-Toleranz-Tests. Nach 6 Stunden Fasten und
Messen der Nichternblutglukose erfolgte, wie routinemaRig in der Arbeitsgruppe praktiziert, die
intraperitoneale Injektion von 20% Glukose 10ml/kg Koérpergewicht und die Messung der Blutglukose
nach 15, 30, 60 und 120 Minuten (Bae-Gartz et al. 2019).

Das uCT wurde erstmals 1982 von Elliot und Dover angewendet und ermoglicht durch Scannen eines
Versuchstieres in vivo die Erstellung eines 3D-Models und die Ausmessung eines Organes von Interesse
(Elliott und Dover 1982). Hier erfolgte die Evaluation des viszeralen und totalen Fettdepots der Mause.
Die Durchfiihrung der uCTs erfolgte durch die ,Phenotyping Core Facility” des Max-Planck-Instituts fur

Biologie des Alterns in K6ln unter der Leitung von Andrea Mesaros.
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3.3 ELISA

Alle vorhandenen Seren der Versuchstiere wurden mittels ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent
Assay) hinsichtlich der Leptin- und Insulinkonzentration analysiert (mouse leptin ELISA (EZML-82K);
mouse insulin ELISA (EZRMI-13K), beide Millipore Corp., Billerica, MA). Die Analysen wurden von von
Dr. rer. nat. Ruth Janoschek nach Herstellerangaben durchgefiihrt und zdhlen zu den Standard-
Methoden des Labors (Janoschek et al. 2016; Bae-Gartz et al. 2019). In diesem sogenannten Sandwich
ELISA bindet das Insulin bzw. Leptin aus der Serumprobe an einen auf der Reaktionsplatte
immobilisierten Antikérper. An diesen Komplex aus Antiserum und Insulin bzw. Leptin bindet dann ein
zweiter Detektions-Antikérper. Durch eine anschlieRend eingeleitete, enzymatische Reaktion erfolgt
ein Farbumschlag, der die Quantifizierung der Insulin- bzw. Leptinmenge im Serum ermdglicht.

Die Daten zu Phanotyp, Fettgewebe und ELISA wurden bereits von der Arbeitsgruppe publiziert im
Zusammenhang mit der Erforschung hepatischer Pathologien (Janoschek et al. 2023). Die Prasentation
erfolgt in dieser Dissertation ebenfalls, auch wenn nicht im Rahmen des Forschungsprojekts

durchgefihrt, auf Grund hoher Relevanz fiir die Schlussfolgerung.

3.4 Proteinisolation, SDS-PAGE und Western Blot

Die vorhandenen Hippocampus-Praparate der Mause wurden hinsichtlich ihrer Proteinmenge
untersucht. Zunachst erfolgte die Proteinisolation der schockgefrorenen Proben. Nach Ansetzen eines
Radioimmunoprecipitation Assay (RIPA)-Puffers wurden die einzelnen Proben mit diesem versetzt und
nach grober mechanischer Homogenisierung mit Hilfe eines Pistills mit einem Ultraschallgerat
sonifiziert. Nach einer Stunde Inkubationszeit auf Eis und anschlieRender Zentrifugation wurden die
Proteinlysate in frische Rohrchen liberfiihrt. AnschlieBend wurde mit einem Bicinchoninsdure (BCA)
Assay Kit, welches mittels farbmetrischer Messung die quantitative Bestimmung von Proteinen
erlaubt, die entsprechende Konzentration der Proteine mit Hilfe einer Standardkurve ermittelt. Die
Proben wurden in Doppelbestimmungen gemessen, um fur die spatere Verwendung groRere
Schwankungen auszuschliefRen. Bei nicht allzu grober Abweichung der zwei pro Proben gemessenen
Werte wurden diese gemittelt und aus der Standardreihe eine Standardkurve erstellt, anhand dieser
die Konzentration der Proben des Hippocampus mittels Excel berechnet wurde.

Das im Folgenden beschriebene Verfahren der Sodium Deodecyl Sulfate Polyacylamide Gel
Elektrophorese (SDS-Gelelektrophorese) zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekilmasse
wurde 1970 von Ulrich K. Lammli entwickelt (Laemmli 1970), und ist vielfach von der Arbeitsgruppe
bereits verwendet worden (Schmitz et al. 2018; Janoschek et al. 2016; Bae-Gartz et al. 2020). Der

Western Blot wurde in Anlehnung an das 1979 von Renart, Reiser und Stark an der Universitat
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Standford erstmalig prasentierte Verfahren der Ubertragung von Proteinen von einem Polyacrylamid
Gel auf eine Tragermembran durchgefiihrt (Renart et al. 1979).

Bei der SDS-Gelelektrophorese wird die zu analysierende Probe mit SDS angereichert, wodurch alle
Proteine gleich negativ geladen sind und die Eigenladung vernachlassigt werden kann. Es wurde
zunachst der Gelstand mit einem 6% und 10% Trenngel und anschlieBend mit einem 4% Sammelgel
befiillt, welches die Sammlung der Probe am Trenngel bewirkt, um den gleichzeitigen Start aller Proben
durch das Trenngel zu gewahrleisten.

Am nachsten Tag wurden die Hippocampus-Proben mit Wasser und SDS enthaltendem Probenpuffer
versetzt. Die Menge der Probe bemaR sich an den Ergebnissen der Proteinbestimmung mit dem Ziel,
in jeder Probe die gleiche Konzentration von Proteinen zu erhalten. Das Erhitzen des Gemischs fiihrt
zu einer Denaturierung, welche zusammen mit der negativen Ladung zu einer Linearisierung der
Proteine fiihrt. Nun wurde der Gelstand mit Lammli-Puffer aufgefiillt, und es erfolgte die Beladung mit
den Proben sowie mit einem GréBenmarker in daflir durch einen Kamm vorgeformte Taschen im
Sammelgel. Unter Anlegung einer Spannung von erst 80V und dann 120V wurden die Proteine nun
ihrer Lange nach, die proportional zur Molekilmasse ist, aufgeteilt. So wandern kleine Proteine
schneller durch das Trenngel zu Anode und sammeln sich weiter unten im Gel als GroRere.
Anschlieend erfolgte der Western Blot. Dieser erfolgte im Semi-Dry-Blotter unter Anlegung einer
definierten Stromstdrke fiir zwei Stunden und bewirkt den Transfer der Proteine mit Hilfe eines
Transferpuffers auf eine Membran. Diese wurde nach dem Blotten in Ponceau S Losung geschwenkt,
welcher an die Aminogruppen des Proteins bindet und so mittels Imager Gberpriift werden kann, ob
eine gleichmiRige Ubertragung der Proteine auf die Membran stattgefunden hat.

Mit Blocking Solution erfolgte nun die Blockierung noch freier Bindungsstellen. Im Folgenden wurde
die Membran tiber Nacht mit dem zu untersuchenden Antikérper in Milch oder BSA versetzt und am
nachsten Tag mit TBST ausgewaschen und fiir eine Stunde mit dem Zweitantikorper inkubiert (siehe
Tabelle 7). Der Antikorper- Komplex, bestehend aus Primarantikérper und Horseradish Peroxidase
(Meerrettich Peroxidase, kurz HRP) konjugiertem Sekundarantikrper katalysiert eine Reaktion mit
dem zugefligten Elektrochemilumineszenz-Immunoassay (ECL) Gemisch und ermdglicht so den
Nachweis der Proteine auf der Membran.

Die Aufnahme der so entstandenen Banden auf den Membranen erfolgte mit Hilfe eines Imagers.
Durch die Kenntnis der GroRe der Proteine (in Kilodalton) werden die Proteine identifiziert und ihre
Intensitat kann mittels der Bildbearbeitungssoftware ImagelLab gemessen werden. Unter Bezugnahme
auf eine Ladungskontrolle (HPRT) der jeweiligen Probe, um eine Vergleichbarkeit zu gewahrleisten,
erfolgte die Intensitatsmessung. Die ermittelten Konzentrationen der Proteine wurden nun mittels

GraphPad (Version 8.1.1) auf statistisch signifikante Abweichungen innerhalb der Gruppen evaluiert.
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Die einmal geblottete Membran kann bis zu zweimal wiederverwendet werden. Hierzu erfolgt die
Auswaschung des Antikérperkomplexes mittels Stripping-Buffer und B-Mercaptoethanol, welche die
Disulfidbriicken zwischen Antikdrper und Protein brechen und so den Antikérperkomplex abldsen.
Nach Waschung in Tris buffered saline with Tween (Tris gepufferte Salzlésung mit Tween, kurz TBST)
einem Waschpuffer und erneuter Blockierung mit Blocking Solution kann eine erneute Versetzung mit

Primarantikorper stattfinden.

3.5 Kryotomschnitte, H&E-Farbung und Immunfluoreszenz

Von den je sechs pro Gruppe vorhandenen kompletten, kryokonservierten Gehirnen wurden
Kryotomschnitte in Koronarebene in der Core-Facility des ZMMK an einem Research Cryostat Leica
CM3050 S zu einer Dicke von je 20um angefertigt. Je zwei Schnitte wurden auf einen Objekttrager
transferiert und bei -80° gelagert. AnschlieBend wurden metabolisch relevante Proteine durch
Immunfluoreszenz-Farbungen im Hypothalamus und Hippocampus wie folgt sichtbar gemacht und
ausgewertet:

Zunachst erfolgte zur genauen Einordnung der Schnittebene von je 1-2 Objekttragern pro Gehirn eine
Hamatoxylin-Eosin-Farbung. Nach Waschen in PBS und H,O wurden die Schnitte drei Minuten mit
Hamalaunlésung sauer nach Mayer inkubiert und dann mit Leitungswasser geblaut. Nach Inkubation
mit Eosin erfolgte das Eintauchen der Schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe zur Entwasserung.
Zuletzt wurden sie fir je flinf Minuten zweimal in Neoclear belassen und anschlieBend mit Neomount
eingedeckelt. Himatoxylin farbt basophile und Eosin acidophile Strukturen an. Die Ergebnisse wurden
mit dem Mikroskop dokumentiert (Olympus BX43F, DP80 dual CCD Camera, motorised table M-MS-
BX-4-2, CellSens Dimension Software V1.8), mit dem Mouse Atlas (The Mouse Brain in Stereotaxic
Coordinates, Compact: The Coronal Plates and Diagrams, Franklin MA PhD, Keith B.J.; Paxinos AO (BA
MA PhD DSc) NHMRC Dr., George; ISBN 13: 9780123742445) verglichen und mit Hilfe einer Excel
Tabelle so konfiguriert, dass die im Folgenden beschriebenen immunhistochemischen Farbungen
moglichst in derselben Koronarebene stattfanden, um eine optimale Vergleichbarkeit der Schnitte zu
gewadbhrleisten:

Die Immunfluoreszenzfarbungen erfolgte in Anlehnung an das erstmalig 1941 von Albert Coons
entwickelte Verfahren (Coons et al. 1941), und wurde ebenfalls bereits in Studien der Arbeitsgruppe
genutzt (Schmitz et al. 2018). Die Schnitte wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und anschlieend
dreimal je flinf Minuten in PBS gewaschen. Nach 30-minitiger Permeabilisierung mit PBS-0,3% Triton
erfolgte die Umrandung jedes einzelnen Gehirns mittel Liquid-Blocker-Stift, um im Folgenden eine
Vermischung der Antikdrper zwischen den zwei Schnitten pro Objekttrager zu vermeiden. Auf jedes
Gehirn wurden je 100ul Blocking-Solution (SeaBlock) pipettiert und fir zwei Stunden bei
Raumtemperatur belassen, um alle Antikorperbindungsstellen zu blockieren. AnschlieBend erfolgte
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die Verdinnung des Primarantikorpers in Antikorper Diluent und jedes Gehirn wurde mit 100ul
Antikdrpermischung versetzt und lber Nacht bei 4° Grad belassen. Pro Gehirn wurden fiir simultane
Farbungen jeweils ein aus Kaninchen und ein aus Maus gewonnener Antikdrper eingesetzt, der Maus-
Antikorper, zumeist fur die Markierung von NeuN, einem spezifischen Marker fiir Neurone, um die
gemessene Intensitdt des Kaninchen-Antikorpers auf diesen zu beziehen und so eine optimale
Vergleichbarkeit der Schnitte zu gewahrleisten (Mullen et al. 1992).

Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte zunachst erneut dreimal zu je finf Minuten in PBS
gewaschen. Fir zwei Stunden erfolgte die Inkubation mit Zweitantikdrpern spezifisch zu den jeweiligen
Erstantikorpern (bsp. Goat-anti-rabbit, wenn der Erstantikorper aus Kaninchen extrahiert war) in
Antikorper Diluent. Die Schnitte wurden dreimal je 10 Minuten gewaschen und anschlieBend mit
einem 4,6-Diamidin-2-phenylindol (Dapi) enthaltenden Eindeckmedium eingedeckelt. Dapi bindet an
DNA und ermoéglicht so die Identifikation von Zellkernen (Kapuscinski und Yanagi 1979). Zusammen
mit der NeuN Farbung kann so eine Beurteilung dariiber vorgenommen werden, ob das untersuchte

Antigen von Neuronen exprimiert wird oder von Gliazellen.

Abbildung 4

Beispielbilder: Dapi, NeuN und Doublecortin Farbung eines Schnittes nach Anpassung der Helligkeit und Abzug des

Hintergrundrauschens

Die Schnitte wurden im Dunklen gelagert und es wurden zeitgleich alle Schnitte derselben

immunfluoreszenz Farbung mit dem Mikroskop (Olympus BX43F, DP80 dual CCD Kamera,
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motorisierter Tisch M-MS-BX-4-2) mit derselben Belichtungszeit aufgenommen. Mittels des
Programms Imagel/Fiji erfolgte nach einer Verblindung der Gruppenzugehdrigkeit die Messung der
Intensitat der jeweils angefdrbten Proteine in Relation zu NeuN der jeweiligen Probe. Dazu wurden die
Bilder auf eine einheitliche Helligkeit gesetzt und Hintergrundrauschen unterdriickt, um eine bessere
Vergleichbarkeit zu gewahrleisten ohne den Verlust relevanter Informationen. Nach Markierung des
Bereichs von Interesse, wie z.B. des gesamten Hippocampus oder Gyrus dentatus, wurde ein
Schwellenwert definiert, der in dem markierten Bereich gemessen wurde. Wahrend Hippocampus und
Gyrus dentatus komplett umrundet wurden, wurde in CA1 und CA3 jeweils fliinf Kreise als Bereich
markiert, da eine genaue Abgrenzung zu CA2 nicht vorgenommen werden kann. Mittels Excel wurde
der gemessene Schwellenwert der Antikorperfarbung auf NeuN bezogen und nach Aufhebung der
Verblindung wurden die Ergebnisse mittels Graph Pad (Version 8.1.1) auf signifikante Abweichungen
zwischen den Gruppen untersucht. Test und Signifikanzniveau waren hierbei identisch zum Western

Blot.

3.6 Statistik

Alle erhobenen Daten wurden mittels GraphPad (Version 6 und 8.1.1) analysiert. Zunachst erfolgte ein
Grubbs Test auf signifikante AusreiRer mit einem Signifikanzniveau von p=0,05. Lag der Signifikanzwert
eines Tests unter 0,05 wurde der Test als signifikant eingestuft. Dann erfolgte eine One-way ANOVA
(Kruskal-Wallis) der nicht-parametrischen Werte, bei der der Mittelwert jeder Gruppe mit den anderen
verglichen wurde. Bei Aufweisen einer Signifikanz wurde im t-test jede Gruppe einzeln
gegeneinandergestellt. Da es sich um eine nicht parametrische Messung mit weniger als sieben Tieren
pro Gruppe handelt, wurde der Mann-Whitney t-test durchgefiihrt. Ein Signifikanzniveau < p=0,05

wurde mit *, < p=0,01 mit **, < p=0,001 mit *** und < p<0,0001 mit **** gekennzeichnet.

3.7 Verwendete Gerite und Software

Proteinbestimmung und Western Blot (in aufsteigender Reihenfolge der erstmaligen Verwendung):

Pipettieren Easypet Pipettierhilfe von Eppendorf (Hamburg,
Deutschland)

Vortexen Vortex K1 plus von Kisker (Steinfurt,
Deutschland)

Ultraschallsonde Sonopuls Ultraschall-Homogenisator von

Bandelin electronic (Berlin, Deutschland)
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Zentrifugieren

Inkubieren

Konzentrationsbestimmung

Konzentrationen errechnen

Gele

Blotten

Folien schweiflen

Schitteln

Bildaufnahme

Auswertung

Rotina 420R Micro centrifuge Model SD von
Hettich (Tuttingen, Deutschland)

Memmert WNB14 Wasserbad (Schwabach,
Deutschland)

LTF Labortechnik Type DTS-4 (Wasserburg,
Deutschland) und Tecan Infinite M200 Pro
(Mannedorf, Schweiz)

Excel 2016 von Microsoft
Doppelgel-Elektrophorese-System Perfect Blue
Twin M von Peglab (Erlangen, Deutschland)
Semi-Dry-Elektroblotter Perfekt Blue von
PeqglLab (Erlangen, Deutschland)
Schweilgerat Severin Folio von Severin
(Sundern, Deutschland)

Taumel-Schiittler Duomax 1030 von Heidolph
(Schwabach, Deutschland)

Molecular Imager ChemiDoc XRS von Biorad
(Hercules, Kalifornien, USA)

Image Lab Software von Bio-Rad (Hercules,

Kalifornien, USA)

Tabelle 3: Verwendete Gerate und Software; Proteinbestimmung und Western Blot

Kryotomschnitte und Immunfluoreszenz: (in aufsteigender Reihenfolge der erstmaligen Verwendung)

Anfertigung der Schnitte
Pipettieren
Umranden

Aufnahme der Farbungen

Auswertung der Farbungen

Statistik

Research Cryostat Leica CM3050 S (CECAD, Kéln)

Easypet Pipettierhilfe von Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Liquid Blocker Super Pan Pen von Daido Sangyo Co (Japan)

Olympus BX43F, DP80 dual CCD Kamera, motorisierter Tisch

M-MS-BX-4-2

Fiji/ Image) Version 1.52e

GraphPad Prism Version 6 und 8.1.1

Tabelle 4: Verwendete Gerate und Software; Kryotomschnitte und Immunhistochemie
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3.8 Chemikalien, Puffer und Stammlosungen

Proteinbestimmung und Western Blot (in aufsteigender Reihenfolge der erstmaligen Verwendung)

Chemikalien, Puffer und Stammlésung Firma oder Zusammensetzung
RIPA Puffer Thermofisher (Waltham, Massachuttes, USA)
Modifizierter RIPA Puffer - 50 mM Tris-HCL
- 150 mM NaCl
- 1% lgepal
- 2mM EDTA

- 1pg/ml Aprotinin
- 1pg/ml Pepstatin A
- 1pg/ml Leuropeptin

- 1mM PMSF

- 1mM NaF

- 1 mM NaVo4
Bovine Serum Albumin (BSA) PAA (Pasching, Osterreich)
BCA/ Blauer Puffer Thermofisher (Waltham, Massachuttes, USA)
Acrylamid Mix Gel 30 Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Tris Roth (Karlsruhe, Deutschland)
SDS Roth (Karlsruhe, Deutschland)
APS Sigma Aldrich (St.Louis/Missouri, USA)
TEMED Sigma Aldrich (St.Louis/Missouri, USA)
Trenngel - 6%/10% Acrylamid

- 0,26M Tris/HCL
- 0,1% SDS
- 0,1% APS
- 0,004% TEMED

Sammelgel - 4% Acrylamid
- 0,16M Tris/HCL
- 0,1% SDS
- 0,1% APS
- 0,004% TEMED



Glycin

Laufpuffer (Lammli-Puffer)

Methanol

Transferpuffer (Towbinpuffer)

TBST
Milchpulver
Milch
BSA-Losung

Blocking Solution

B-Mercaptoethanol

Stripping Puffer

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
- 0,25M Tris
- 2MGlycin
- 1%SDS

Merck (Darmstadt, Deutschland)
- 0,25M Tris
- 2MGlycin
- 20% Methanol

1x TBS + 0,01% Tween 20
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
5% Milch in TBST
5% BSA in TBST

- 5% Milch

- 2% BSA

- TBST

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
- 0,005M Tris
- 2%SDS
- 0,7% B-Mercaptoethanol

Tabelle 5: Chemikalien, Puffer und Stammldsungen; Proteinbestimmung und Western Blot

Hamatoxylin-Eosin-Farbung und Immunfluoreszenz: (in aufsteigender Reihenfolge der erstmaligen

Verwendung)

Chemikalien, Puffer und Stammlésung

PBS buffer

Flussiges PBS

Hamalaun sauer nach Mayer
Eosin G-Losung 0,5% wassrig
Ethanol

Neoclear

Zusammensetzung oder Firma und Sitz, ggf.
Bestellnummer
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
9,55g PBS auf 1l Wasser
Roth (Karlsruhe Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma Aldrich (St.Louis/Missouri, USA)
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Neomount
Triton X 100
PBS Triton
Seablock

Antikorper Diluent

Fluoroshield+Dapi

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

0,3% Triton X 100 in PBS

Thermofisher (Waltham/Massachuttes USA,

37527)

Agilent Technologies (Santa Clara/Kalifornien,

USA, S0809)

Sigma Aldrich (St.Louis/Missouri, USA, F6057)

Tabelle 6: Chemikalien, Puffer und Stammlosungen; H&E und Immunfluoreszenz

3.9 Antikorper

Western Blot:

Antikorper

70S6Kinase

AKT

Doublecortin

GAP 43

GSK3p

HPRT

Insulinrezeptor

mTOR

p70S6Kinase (Ser

235/236)
pAKT (Ser 473)

Mouse/

Rabbit

Rabbit

Rabbit

Rabbit

Rabbit

Rabbit

Rabbit
Rabbit

Rabbit

Rabbit

Rabbit

GroRe

85 kDa

60 kDa

45 kDa

43 kDa

46 kDa

24 kDa
95 kDa

289

kDa

85 kDa

60 kDa

Verdiinnung

in

1:1000 in BSA

1:2000 in BSA

1:1000 in BSA

1:1000 in BSA

1:2000 in BSA

1:4000 in BSA
1: 2000 in BSA

1:1000 in BSA

1:666 in BSA

1:1000 in BSA

2. Antikérper

verdiinnt in

1:1000 in Milch

1:2000 in Milch

1:1000 in Milch

1:1000 in Milch

1:2000 in Milch

1:4000 in Milch
1:2000 in Milch

1:1000 in Milch

1:1000 in Milch

1:1000 in Milch

Firma und
Bestellnummer

Cell Signaling
2217

Cell Signaling
9272

Cell Signaling
4604

Cell Signaling
8954

Cell Signaling
9315

Abcam ab10479
Cell Signaling
3025

Cell Signaling
2983

Cell Signaling
2211

Cell Signaling
4058
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pGSK3p (Ser 9) Rabbit
pmTOR (Ser 2448) Rabbit
pSynapsin (Ser 9) Rabbit
Synapsin Rabbit
Synaptophysin Rabbit
VGAT Rabbit
vGLUT2 Rabbit
Immunfluoreszenz:

1. Antikérper Mouse/Rabbit
Doublecortin Rabbit
GABA A Rabbit
GABA B Rabbit
Gephyrin Mouse
GluR1 Rabbit
Ki-67 Rabbit
NeuN Mouse

46 kDa

289

kDa

77 kDa

77 kDa

37 kDa

80 kDa

64kDa

1:1000 in BSA

1:1000 in BSA

1:500 in BSA

1:1000 in BSA

1:2000 in BSA

1:1000 in BSA

1:1000 in BSA

1:1000 in Milch

1:1000 in Milch

1:500 in Milch

1:1000 in Milch

1:2000 in Milch

1:1000 in Milch

1:1000 in Milch

Tabelle 7: Antikoérper; Western Blot

Verdiinnt

1:200

1:200

1:300

1:200

1:200

1:1000

1:300

2. Antikoérper

Anti Rabbit Cy3

Anti Rabbit

Anti Rabbit Cy3

Anti Mouse 488

Anti Rabbit Cy3

Anti Rabbit Cy3

Anti Mouse 488

2. Ak

verdiinnt

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500

Cell Signaling
9336

Cell Signaling
5536

Cell Signaling
2311

Cell Signaling
6710
Thermofisher,
MAS- 14532
Synaptic Systems
131003

Synaptic Systems
135402

Firma und

Bestellnummer
Cell Signaling
4604
Synaptic Systems
224003
Cell Signaling
3838
Synaptic Systems,
147011
Thermofisher,
PA1-46151
Abcam,
ab15580
Abcam,

ab104224
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Neuroligin 1

Neuroligin 2

Neuroligin 3

NMDA1

pGluR1l

SNAP-25

Synaptophysin

VGAT

vGLUT2

Mouse

Rabbit

Rabbit

Mouse

Rabbit

Rabbit

Rabbit

Rabbit

Rabbit

1:200

1:200

1:300

1:200

1:200

1:1000

1:300

1:200

1:300

Anti Mouse

Anti Rabbit Cy3

Anti Rabbit Cy3

Anti Mouse

Anti Rabbit Cy3

Anti Rabbit Cy3

Anti Rabbit Cy3

Anti Rabbit Cy3

Anti Rabbit Cy3

Tabelle 8: Antikorper; Immunfluoreszenz

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500

Invitrogen, MA5-
27635

Synaptic Systemes,
129203
Thermofisher,
PA5-78508
Invitrogen,
32-0500
Thermofisher,
OPA1-04118
Thermofisher,
701991
Thermofisher,
MA5-14532
Synaptic Systems,
131003

Synaptic Systems,
135402
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4. Ergebnisse

4.1 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe:

Die im Folgenden dargestellten Rohdaten wurden im Vorfeld erhoben und freundlicherweise zur

Auswertung zur Verfligung gestellt:

4.1.1 Ndhrstoff- und Kalorienzufuhr

Da in dieser Arbeit der Unterschied zwischen der Anwendung zweier adipogener Diaten im Vergleich

zu einer Standard-Diat beleuchtet wird, ist von Interesse, wie viel Protein, Fett und Zucker von den

Versuchstieren taglich verzehrt wurde. Die Ergebnisse kénnen Abbildung 5 entnommen werden. Die

Tiergruppe, welche die Standarddiat erhielt, bezog ca. zwei Drittel ihrer Energiezufuhr Gber Proteine.

Die Tiere, welche die fettreiche Didt bekamen, erhielten ca. die Halfte ihres taglichen Energiebedarfs

aus Fett, wahrend die Tiere, die die zuckerreiche Diat bekamen, ihre tagliche Nahrungsaufnahme je ca.

aus einem Drittel aus Protein, Fett und Zucker bezogen.

Standard

=

= Protein

m Fett

SD)

Zucker m Protein = Fett = Zucker

Zuckerre
(DI

m Protein = Fett = Zucker

Abbildung 5:
Protein, Fett und Zuckerzufuhr pro Tag je Diat
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Schaut man sich die tagliche Protein-, Fett- und Zuckerzufuhr der Tiere im Vergleich an so zeigt sich,
dass der Verzehr von Protein in der Tiergruppe, welche die Standarddiat erhielten am grossten war.
(Abbildung 6 (A)). Fett wurde in der HFD-Gruppe etwa sechsmal so viel wie in der SD-Gruppe und in
der DIO-Gruppe nur etwa viermal so viel wie in der SD-Gruppe verzehrt (Abbildung 6 (B)). Zucker wurde
am meisten, wie zu erwarten, in der zuckerreichen DIO-Gruppe verzehrt, gefolgt von der HFD-Gruppe
(Abbildung 6 (C)). Insgesamt verzehrten die Tiere der SD-Gruppe mehr Kalorien pro Tag, als die Tiere
der beiden adipogenen Didten (Abbildung 6 (D)).

(A) Proteinzufuhr (B) Fettzufuhr
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Abbildung 6:

(A): Protein Zufuhr in Gramm pro Maus pro Tag
(B): Fett Zufuhr in Gramm pro Maus pro Tag
(C): Zucker Zufuhr in Gramm pro Maus pro Tag
(D) Kalorienzufuhr in kcal pro Maus pro Tag

4.1.2 Gewicht

Die Versuchstiere wurden ab Woche drei wahrend der Aufzucht wéchentlich gewogen. Ab Woche
sieben bzw. acht zeigte sich eine signifikante Zunahme an Kérpergewicht in der DIO-Gruppe gegeniiber
der HFD- bzw. SD-Gruppe, welche weniger schnell zunahmen. Ab Woche zehn zeigte sich eine
signifikant hohere Gewichtszunahme gegeniiber der SD auch bei den HFD-Tieren (Abbildung 7 (A)). Bei

Totung der Tiere zeichnete sich dieser Trend ebenfalls ab. Die Tiere der DIO-Gruppe waren vierfach
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signifikant schwerer als die Tiere der SD-Gruppe und signifikant schwerer als die Tiere der HFD-Gruppe.

Die Tiere, welche die HFD erhielten, waren zweifach signifikant schwerer bei Tétung als die Tiere,

welche die SD erhielten (Abbildung 7 (B)). Diese Ergebnisse spiegelten sich ebenfalls im BMI der

Versuchstiere wider. Die Tiere der DIO-Gruppe hatten einen vierfach signifikant hoheren BMI bei

Totung als die Tiere der SD-Gruppe und die Tiere der HFD-Gruppe hatten einen zweifach signifikant

héheren BMI nach Totung als die SD-Gruppe (Abbildung 7 (C)).
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Abbildung 7:

(A): Gewicht der Mause in Gramm von Woche drei bis 14 wochentlich gemessen

(B): Gewicht der Mause in Gramm nach Tétung
(C): BMI in Gramm pro Quadratzentimeter nach Tétung
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4.1.3 GTT

Der Glukose-Toleranz-Test ist ein Verfahren welches die Beurteilung der Verwertung und Aufnahme
von Glukose aus dem Blut erlaubt. Er wird in der Klinik zur Detektion eines Diabetes mellitus verwendet
(Kerner and Briickel 2007). Im GTT in diesem Versuchsaufbau, welcher in Woche 10 durchgefiihrt
wurde, zeigten sich zum Zeitpunkt 0O keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen.
Bereits nach 15 Minuten zeigte sich in der Gruppe der DIO-Mause gegeniiber der SD und HFD eine
hochsignifikante Erhéhung der Blutglukosewerte. Nach 30 Minuten zeigte sich neben der DIO-Gruppe
auch in den HFD-Ma&usen eine signifikante Steigerung des Blutglukoselevels verglichen mit der SD-
Gruppe. Nach zwei Stunden normalisierten sich die Werte aller drei Didten wieder auf den Bereich des
Ausgangsniveaus (Abbildung 8 (A)). Ebenfalls in Woche 10 gemessen zeigten sich nach einer 6-
stiindigen Fastenperiode in der DIO dreifach signifikant erhéhte Nichternblutglukose-Werte
(Abbildung 8 (B)). Beide hochkalorischen Diaten fiihrten somit verglichen mit der SD zu signifikant
gesteigerten Blutzuckwerten im GTT, der Effekt war allerdings in der Gruppe der zuckerreicheren DIO

friher und ausgepragter nachweisbar.
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(B) Nuchternblutglukose-Werte
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Abbildung 8:

(A): Oraler Glukose-Toleranz-Test durchgefiihrt in Woche 10, Glukose-Messung in Milligramm pro Deziliter nach 0, 15, 30,
60 und 120 Minuten
(B): Niichternblutzuckerwert nach 6 Stunden Fasten gemessen in Milligramm pro Deziliter in Woche 10

4.1.4 MicroCT

Zur Quantifizierung des totalen und viszeralen Fetts wurden MicroCTs durchgefiihrt. Es zeigte sich eine
signifikante Erhohung sowohl des totalen als auch des viszeralen Fettanteils in der HFD und DIO

gegenliber der SD (Abbildung 9 (A) und (B)). Der Effekt war in der DIO minimal starker ausgepragt.
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Abbildung 9:
(A): Auswertung des totalen Fetts
(B): Auswertung des viszeralen Fetts

4.1.5 Insulin und Leptin ELISA

In diesem Versuch zeigten sich in der HFD und DIO gegeniiber der SD erhohte Insulin-Serum Werte,
welche nur in der HFD eine Signifikanz aufwiesen (Abbildung 10 (A)).

Die Ergebnisse des Leptin-ELISA zeigten, dass Leptin im Serum der HFD-Tiere signifikant erhoht war im
Vergleich zu dem Leptinspiegel im Serum der SD-Tieren. Der Leptinspiegel im Serum der DIO-Tiere war

zweifach signifikant hoher als der Leptinspiegel im Serum der SD-Tiere (Abbildung 10 (B)).
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Das Leptin im Serum war in der DIO-Gruppe im Vergleich zur Expression in der SD-Gruppe signifikant
erhoht, in der HFD-Gruppe zeigte sich die Expression sowohl des Leptins als auch des Insulins im Serum

signifikant erhoht im Vergleich zur Expression des Leptins in der SD-Gruppe.

(A) Insulin ELISA (B) Leptin ELISA
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_ | 8 _ | 20-
El e —— £
[eT] [eT1]
[ c
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Abbildung 10

(A): Insulin ELISA gemessen in ng/ml
(B): Leptin ELISA gemessen in ng/ml

4.2 Insulin- und Leptinmetabolismus

Die folgenden Ergebnisse der Western Blots und der Immunfluoreszenzfarbungen wurden im Rahmen

des Forschungsprozesses durchgefiihrt und ausgewertet:

Insulinrezeptor §:

Der Insulinrezeptor besteht aus einer extrazelluldir gelegenen o-Einheit und aus einer
transmembranaren B-Einheit, welche in den drei Didt-Gruppen untersucht wurde. Die Ergebnisse des
Western Blots des Hippocampus zeigten eine Tendenz zur Reduktion der Quantitat des Insulinrezeptor

B in den adipogenen Didten, ohne dabei statistisch signifikant zu sein (Abbildung 11).

40



Insulinrezeptor 3

1.5

Relativer Proteingehalt

SD HFD DIO

. e
Insulinrezeptor f3 - e—- - . -

HPRT

Abbildung 11
Ergebnisse Western Blot Insulinrezeptor § bezogen auf HPRT als Ladungskontrolle

pAKT und AKT:

Ist der Insulinrezeptor weniger vorhanden, beeinflusst dies auch den PI3-AKT-Signalweg. Es zeigte sich
eine signifikante Reduktion von AKT in beiden adipogenen Didten, wohingegen die Konzentration des
aktivierten AKT erhoht war. Daraus resultierend ergibt sich eine Erhéhung des pAKT/AKT Quotienten,
der im Kruskal-Wallis-Test- mit p=0,0234 zwar signifikant war, im Mann-Whitney T-test allerdings
sowohl beim Vergleich von HFD gegen SD als auch DIO gegen SD mit p=0,0571 knapp keine
Signifikanzen mehr aufwiesen (Abbildung 12).
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Abbildung 12

Ergebnisse des Western Blots mit AKT und PAKT bezogen auf HPRT als Ladungskontrolle

pGSK3p und GSK3p:

GSK3p wird von AKT inhibiert und ist somit eher bei nicht Insulin-stimuliertem Zustand der Zelle aktiv.
Die Ergebnisse zeigten eine Tendenz zu erhéhtem GSK3p und pGSK3, eine Signifikanz lieB sich nur fur
pGSK3p in der HFD gegenuber der SD nachweisen. Auch das Verhaltnis von aktiviertem GSK3p zu nicht
aktiviertem zeigte eine tendenzielle Erhohung bei den adipogenen Didten, welche im Kruskal-Wallis

Test knapp keine Signifikanz aufwies (p=0,0539) (Abbildung 13).
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Abbildung 13

Ergebnisse des Western Blots mit GSK3 und pGSK3p bezogen auf HPRT als Ladungskontrolle

pmTOR und mTOR:

Via Insulin Rezeptor Substrat (ibt mTOR ein negatives Feedback liber den mTORC2 Komplex auf AKT
aus. Eine Erhéhung von mTOR fihrt folglich zu einer Verminderung von AKT und somit zu einer
verminderten Stimulation des Insulinsignalwegs. Die Ergebnisse zeigten eine dhnliche Tendenz wie AKT
und pAKT: mTOR war im Hippocampus der Mausgruppen der adipogenen Didten vermindert,
wohingegen pmTOR erhoht war und sich dementsprechend auch im Quotienten von pmTOR/mTOR

eine Erhéhung abzeichnete (Abbildung 14).
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Abbildung 14

Ergebnisse des Western Blots mit mTOR und pmTOR in Bezug auf HPRT als Ladungskontrolle

pp70s6k und p70s6k:

Die Ribosomale S6Kinase ist ein Ziel von mTOR, genauer gesagt des mTORC1 Komplexes und reguliert
die Autophagie einer Zelle tiber Proteinsynthese mit. Wahrend sich in der DIO Tendenzen zur Erhéhung
von p70s6k und pp70s6k zeigen, bleibt die Proteinmenge in der HFD dhnlich der Menge in der SD. Der
pp70s6k/p70s6k Quotient ist in beiden adipogenen Didten gegenliber der SD etwas erhéht. Es ergaben
sich keine Signifikanzen (Abbildung 15).
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Abbildung 15

Ergebnisse des Western Blot mit p70s6k und pp70s6k in Bezug auf HPRT als Ladungskontrolle

4.3 Neurogenese

Zur Untersuchung hinsichtlich eines moglichen Einflusses adipogener Didten auf die hippocampale
Neurogenese wurden in der Immunfluoreszenz der Proliferationsmarker Ki67 und das wahrend der
Neurogenese entstehende Doublecortin mittels spezifischer Antikdrper untersucht. Auch im Western-
Blot erfolgte die Untersuchung mit Doublecortin und dariber hinaus mit GAP-43, einem weiteren
Marker fiir Zellteilung. Es zeigten sich in beiden angewendeten Methoden (bereinstimmende
Resultate von keiner signifikanten Abweichung der Expression von GAP-43, Doublecortin und Ki67 in

der HFD oder DIO gegeniiber der SD (Abbildung 16 (A)-(D)).
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Abbildung 16

(A): Ergebnisse des Western Blot mit GAP-43 bezogen auf HPRT als Ladungskontrolle
(B): Ergebnisse des Western Blot mit Doublecortin bezogen auf HPRT als Ladungskontrolle
(C): Ergebnisse der Quantifizierung von Doublecortin in der Immunfluoreszenz sowohl als Intensitatsmessung, als auch
gezahltim GD
(D): Ergebnisse der Quantifizierung von Ki67 in der Immunfluoreszenz sowohl als Intensitdtsmessung, als auch gezahlt im HC

4.4 Prasynapse

Zur Evaluation des Effekts adipogener Didten auf die Funktion der Prasynapse wurden Synapsin,
Synaptophysin und SNAP25 untersucht. Die Quantifizierung der Synapsen erfolgte mittels
Synaptophysin . Im Western Blot, welcher die Quantifizierung von Synaptophysin im kompletten
Hippocampus erlaubt, zeigten sich kaum Abweichungen in der Menge von Synaptophysin unter den
drei Didten (Abbildung 17 (A)). Analog hierzu zeigten sich auch in der Immunfluoreszenz im gesamten
Hippocampus kaum messbare Unterschiede zwischen den Diaten (Abbildung 17 (B)). Erfolgte die
Quantifizierung von Synaptophysin allerdings im CA1, CA3 und Gyrus dentatus, den Untereinheiten
des Hippocampus, so zeigte sich in CA3 eine signifikante Reduktion der Menge von Synaptophysin in
der DIO gegeniiber der Menge in der SD und HFD. Im Gyrus dentatus war die Menge von Synaptophysin
in der DIO-Gruppe nur gegenilber der HFD-Gruppe signifikant verringert (Abbildung 17 (B)).
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Abbildung 17
(A) Ergebnisse des Western Blot mit Synaptophysin bezogen auf HPRT als Ladungskontrolle
(B) Ergebnisse der Quantifizierung von Synaptophysin in der Immunfluoreszenz
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Synapsin reguliert an der Prasynapse die Ausschiittung von Vesikeln. Die Konzentrationen von

pSynapsin und Synapsin wurden mittels Western Blot ermittelt. Die Konzentrationen von Synapsin in

der HFD und DIO waren im Gegensatz zur Expression in der SD signifikant verringert, pSynapsin zeigte

eine dhnliche Tendenz, was dazu fihrte, dass der pSynapsin/Synapsin Quotient in allen drei Didten

einen dhnlichen Wert aufwies (Abbildung 18).

Synapsin/HPRT

1.5 ) x X
L ) 1
TU *
T : !
Q
-+
(@]
a
— | 0.5
[
2
-
iy
Q
2 | oo
SD HFD DIO
1.5
=
©
2 T
(&)
3
o
S
e | 0.5
—
[
2
)
)
o |00
e sD
SD
Synapsin
pSynapsin
HPRT

Relativer Proteingehalt

pSynapsin/HPRT

1.5
1.0 = P
0.5-
0.0
SD HFD

DIO

pSynapsin/Synapsin

HFD

DIO

Abbildung 18

Ergebnisse des Western Blot mit Synapsin und pSynapsin bezogen auf HPRT als Ladungskontrolle

Die Untersuchung hinsichtlich der Menge von SNAP25 fand mittels Immunfluoreszenz statt. Als Teil

des SNARE-Komplexes ist dieses ebenso wie das Synapsin an der prasynaptischen Exostose von

Vesikeln beteiligt. Sowohl im gesamten Hippocampus als auch in den verschiedenen Regionen, welche
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einzeln untersucht wurden, zeigte sich in der DIO-Gruppe eine Tendenz zur vermehrten Konzentration.

Die Menge von SNAP25 in den Hippocampi der HFD-Tiere war hingegen tendenziell herunterreguliert.

In CA1 schien SNAP25 in der HFD kaum vorhanden zu sein (Abbildung 19).

4.5 Postsynapse
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Abbildung 19

Ergebnisse der Quantifizierung von SNAP 25 in der Immunfluoreszenz

Das sowohl an der exzitatorischen als auch an der inhibitorischen Synapse exprimierte Neuroligin 3

wurde mittels Immunfluoreszenz quantifiziert. Neuroligine sind Adhdasionsproteine, welche die

Verbindung zwischen Pra- und Postsynapse gewahrleisten. Sowohl im gesamten Hippocampus als auch

in CA1 und dem Gyrus dentatus zeigte sich eine zweifach signifikante Reduktion in der Menge von

Neuroligin 3 in den Hippocampi der DIO-Tieren. Die Tiere der HFD zeigten dhnliche Tendenzen, es

konnten keine allerdings keine signifikanten Abweichungen festgestellt werden (Abbildung 20).
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Abbildung 20

Ergebnisse der Quantifizierung von Neuroligin 3 in der Immunfluoreszenz

Da Neuroligin 3 sowohl an der exzitatorischen als auch an der inhibitorischen Synapse gebildet wird,
kann Uber dieses nicht differenziert werden, welche postsynaptische Achse hier durch die DIO
beeinflusst worden ist. So erfolgte die Evaluation von postsynaptischen Markern, welche der

exzitatorischen oder inhibitorischen Achse besser zugeordnet werden konnen.

4.5.1 Exzitatorischer Impuls

Zur Evaluation hinsichtlich moglicher Effekte der HFD oder DIO auf exzitatorische Pyramidalzellen im
Hippocampus wurde das Protein Neuroligin 1, welches an der exzitatorischen Synapse die Adhasion
vermittelt, evaluiert. Es zeigte sich eine Reduktion der Konzentration von Neuroligin 1 vor allem in der

DIO-Gruppe gegenliiber der Konzentration in den Hippocampi der SD-Tiere, welche unter Erreichen des

Signifikanzniveaus blieb (Abbildung 21).
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Abbildung 21

Ergebnisse der Quantifizierung von Neuroligin 1 in der Immunfluoreszenz

Die postsynaptischen Rezeptoren der exzitatorischen Synapse GluR1 sowie dessen phosphorylierte

Form und der NMDA1 Rezeptor wurden ebenfalls mittels Immunfluoreszenz untersucht. An der

exzitatorischen Synapse findet die Weiterleitung von Impulsen vor allem durch Glutamat statt. Zur

besseren Ubersichtlichkeit wird hier nur das Ergebnis des Quotienten aus pGluR1/GluR1 gezeigt. Dabei

fanden sich im gesamten Hippocampus, CA1l sowie dem Gyrus dentatus sowohl in der HFD-Gruppe als

auch in der DIO-Gruppe eine erhohte Menge von phosphorylierten Glutamatrezeptoren zu nicht

phosphorylierten Rezeptoren, welche allerdings nur im CA1 eine Signifikanz aufwies (Abbildung 22).
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Abbildung 22

Ergebnisse der Quantifizierung von pGluR1/GIuR1 in der Immunfluoreszenz

Der NMDA1 Rezeptor wies hingegen eine signifikante Reduktion der Konzentration in den Hippocampi

der DIO-Tiere gegeniiber der SD-Tiere im gesamten Hippocampus auf. Diese Tendenz war auch in den

Subregionen zu erkennen, vermag allerdings auf Grund zu hohen Abweichungen keine Signifikanz

aufzuweisen (Abbildung 23).
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Abbildung 23

Ergebnisse der Quantifizierung von NMDAL1 in der Immunfluoreszenz

Der vesikuldre Glutamat-Transporter, welcher an der exzitatorischen Synapse ein Reuptake und
Recycling von in den synaptischen Spalt ausgeschitteten Vesikeln macht, wurde sowohl im Western
Blot als auch in der Immunfluoreszenz quantifiziert. Es zeigten sich sowohl in der HFD- und DIO-Gruppe
gegenlber dem Gehalt des vesikuldaren Glutamat-Transporters in der SD-Gruppe leichte

Schwankungen, allerdings ohne Erreichen eines Signifikanzniveaus (Abbildung 24).
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Abbildung 24

(A): Ergebnisse des Western Blot mit vGLUT2 bezogen auf HPRT als Ladungskontrolle
(B): Ergebnisse der Quantifizierung von vGLUT2 in der Immunfluoreszenz

4.5.2 Inhibitorischer Impuls

An der postsynaptischen Membran einer inhibitorischen Synapse ist das Adhasionsprotein Neuroligin
2 zu finden. Im gesamten Hippocampus, sowie in CA3 und im Gyrus dentatus war eine Reduktion von
Neuroligin 2 in der HFD gegeniiber der SD zu finden, wahrend die Konzentration in der DIO kaum

verandert wurde (Abbildung 25).
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Ergebnisse der Quantifizierung von Neuroligin 2 in der Immunfluoreszenz

Die Konzentration des postsynaptischen GABA A und B Rezeptors an den inhibitorischen
Interneuronen des Hippocampus wurde ebenfalls mittels Immunfluoreszenz quantifiziert.

Die Menge des GABA A Rezeptors war in der HFD-Gruppe im gesamten Hippocampus, in CA3 und im
Gyrus dentatus gegeniliber der SD-Gruppe signifikant erniedrigt. Gegeniliber der DIO-Gruppe zeigte sich
im gesamten Hippocampus und in CA3 eine zweifach signifikante Reduktion der Menge von GABA A
Rezeptoren. Der Gehalt des GABA A Rezeptors in der DIO wies hingegen kaum eine Veranderung im
Vergleich zur Konzentration in der SD-Gruppe auf (Abbildung 26).

Hinsichtlich der Menge des GABA B Rezeptors zeigte sich sowohl im gesamten Hippocampus als auch
in allen untersuchten Unterregionen eine tendenzielle Erhéhung in der HFD-Gruppe, wahrend die

Menge in den Hippocampi der DIO-Tiere kaum beeinflusst wurde (Abbildung 27).
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Ergebnisse der Quantifizierung des GABA A Rezeptors in der Immunfluoreszenz
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Abbildung 27
Ergebnisse der Quantifizierung des GABA B Rezeptors in der Immunfluoreszenz
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In verschiedenen Quellen konnte bereits eine Beeinflussung der Konzentration des Geristbauproteins
Gephyrin durch adipogene Didten nachgewiesen werden. Dies war in diesem Tierversuchsmodell nicht
der Fall, sowohl in der HFD- als auch in der DIO-Gruppe zeigten sich kaum eine Abweichung der Menge

von Gephyrin gegenilber der SD-Gruppe (Abbildung 28).
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Ergebnisse der Quantifizierung von Gephyrin in der Immunfluoreszenz

Die Menge des vesikularen GABA-Transporters wurde wie der vesikuldre Glutamat-Transporter mittels
Western Blot und Immunfluoreszenz ermittelt. Dabei zeigten sich in der Immunfluoreszenz sowohl in
der HFD als auch in der DIO eine Reduktion von vGAT gegenliber der Konzentration in den Hippocampi
der SD-Tiere im kompletten Hippocampus und allen einzeln untersuchten Regionen (Abbildung 29 (B)).
Im Western Blot zeigte sich eine Reduktion von vGAT in der HFD, in den Hippocampi der DIO-Tiere

zeigte sich hingegen eine tendenzielle Erhéhung (Abbildung 29 (A)).
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Abbildung 29

(A): Ergebnisse des Western Blot mit vGAT bezogen auf HPRT als Ladungskontrolle
(B): Ergebnisse der Quantifizierung von vGAT in der Immunfluoreszenz

59



5. Diskussion

Die Evaluation des Effektes adipogener Didten auf den Hippocampus ist in der Literatur bereits vielfach
erfolgt. Die Ergebnisse weisen teilweise &hnliche Resultate, teilweise auch unterschiedliche
Schlussfolgerungen auf (Schmitz et al. 2018; Lizarbe et al. 2018; Arnold et al. 2014; Robison et al. 2020).
Zur Induktion des Phinotyps Ubergewicht wurden unterschiedliche Diiten eingesetzt, die
insbesondere in ihrem Fett- und Zuckergehalt Unterschiede aufwiesen. Die Suche nach einer Studie,
welche den Effekt zweier unterschiedlicher adipogener Didten auf den Hippocampus im Vergleich zu
einer Standarddiat evaluiert, liefert nur wenige Ergebnisse (Lizarbe et al. 2018; Arnold et al. 2014;
Greenwood and Winocur 1990). Der Fokus dieser Dissertation lag deshalb auf der Evaluation der
phanotypischen Einflliisse zweier unterschiedlicher hochkalorischer Didten im Vergleich zu einer
niedrigkalorischen Diat, sowie auf der moéglichen Entwicklung einer Insulin- bzw. Leptinresistenz und
den resultierenden Auswirkungen auf die Neurogenese und die synaptische Plastizitit im
Hippocampus. Dabei sollten insbesondere Unterschiede zwischen den Effekten der HFD und DIO
beachtet werden, die, im Falle einer Verwendung in einer Studie, welche lediglich den Unterschied
zwischen einer hochkalorischen Diat ungeachtet ihres Zucker- oder Fettanteils im Vergleich zu einer
niedrigkalorischen Didt beleuchten wiirde, zu einer unterschiedlichen Schlussfolgerung hinsichtlich
ihres Einflusses auf den Insulin- und Leptinmetabolismus und der synaptischen Plastizitdt im

Hippocampus flihren wiirden.

5.1 Phanotyp und Fettdepot

Die Evaluation der vorhandenen Fettdepots und insbesondere die des viszeralen Fettes ist auf Grund
der Tatsache, dass viszerales Fettgewebe ein Hauptpromotor der im Zusammenhang mit Ubergewicht
entstehenden Inflammation ist, von Interesse (Rosen and Spiegelman 2014). Wie aus den Vorarbeiten
der Arbeitsgruppe zu entnehmen ist, stieg das Koérpergewicht der Tiere, welche die HFD und DIO
erhielten, deutlich mehr an als das der Tiere der SD-Gruppe (Abbildung 7 (A)). Dies fihrte zu einem
deutlich signifikant erhohten Endgewicht und daraus resultierendem erhohtem BMI bei
Experimentende an den postnatalen Tagen 96-103 (Abbildung 7 (B) und (C)). Die Tiere, welche die HFD
erhielten, waren signifikant schwerer als die Tiere der SD-Gruppe. Die Tiere der DIO-Gruppe wogen
nicht nur signifikant mehr als die Tiere der SD- Gruppe, sondern auch signifikant mehr als die Tiere der
HFD- Gruppe. Es zeigt sich, dass die Induktion von Ubergewicht sowohl| mittels HFD als auch mittels
DIO gelungen ist. Die Flitterung mit der zucker- und fettreichen DIO induzierte einen ausgepragteren

Phéanotyp als die Futterung mit der HFD, die vor allem einen héheren Fettanteil aufweist (Tabelle 2).
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Die Tiere, welche die Standard-Diat erhielten, konsumierten pro Tag die meisten Kalorien (Abbildung
6 (D)), obwohl Fett mit 9 kcal/g deutlich mehr Kalorien enthélt als Zucker mit 4kcal/g und Protein mit
4 kcal/g und die Tiere der HFD und DIO sowohl mehr Zucker als auch mehr Fett konsumierten als die
Tiere der SD-Gruppe (Abbildung 5). Die Tiere der SD-Gruppe frallen pro Tag ca. 10 kcal, wahren die
Tiere der HFD- Gruppe ca. 9.5 kcal und die Tiere der DIO-Gruppe ca. 9 kcal pro Tag zu sich nahmen,
was einer verringerten Kalorienzufuhr von 5 bzw. 10% entspricht. Die Tiere der HFD- und DIO-Gruppe,
welche ca. zur Halfte bzw. ca. zu einem Drittel ihren taglichen Bedarf aus Fett bezogen, miissen folglich
weniger gefressen haben als die Tiere der SD-Gruppe, welche nur zu einem geringen Teil ihres Bedarfs
Uber Zufuhr von Fetten bezogen (Abbildung 5).

Die Induktion eines adipdsen Phanotyps gelang am besten in der DIO-Gruppe. Die Tiere nahmen zu je
einem Drittel am Tag Fett und Kohlenhydrate, welche in dieser Didt hauptsachlich aus Zucker geliefert
wurden, zu sich. Die Tiere der HFD-Gruppe nahmen zwar deutlich mehr Fett pro Tag zu sich, welches
mehr Kalorien enthélt als Zucker, die Induktion eines adipdsen Phdnotyps gelang allerdings weniger
gut als mit Fltterung der DIO. Es lasst sich vermuten, dass eine Diadt zur Induktion eines adipdsen
Phanotyps sowohl fett- als auch zuckerreich sein sollte.

In der Einfilhrung unter 1.2 wurde dargestellt, dass in der Gesellschaft die Fettzufuhr mit einem Drittel
des taglichen Energiebedarfs zu Lasten der Kohlenhydrat- und Proteinzufuhr zu hoch ist. Der
Medianwert der Kalorienzufuhr liegt interessanterweise unter der empfohlenen Kalorienzufuhr pro
Tag, sodass der Grund der steigenden Privalenz von Ubergewicht und Adipositas eher in der Zufuhr
von zu viel Fett als zu vielen Kalorien zu vermuten ist. Dies zeigte sich ebenfalls in diesem Versuch.
Die Fettzufuhr der DIO-Tiere mit einem Drittel des taglichen Bedarfs durch Fette entspricht dabei am
ehesten der menschlichen Fehlernahrung, wohingegen die Tiere der HFD-Gruppe eine noch héhere
Fettzufuhr zu Lasten der Kohlenhydrat- und Proteinzufuhr erhielten.

Die Ergebnisse des MicroCTs bestatigten den Gewichtsphanotyp. Sowohl das gesamte Fettdepot als
auch das Viszerale waren in der HFD und DIO-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe signifikant um ca.
das dreifache erh6ht (Abbildung 9 (A)-(B)). Die Zunahme war in den beiden adipogenen Diaten dhnlich
und weist keine Signifikanz untereinander auf, obwohl die Tiere der DIO-Gruppe bei Versuchsende

auch signifikant schwerer waren als die Tiere der HFD-Gruppe.

5.2 Glukose- und Leptinmetabolismus

Erhdhte Serum-Glukose Werte fiihren zu einer Insulinresistenz verschiedener Gewebearten und in
Folge zu einer kompensatorisch vermehrten Expression und Zirkulation im Blut von Insulin. Das
Konzept dieser mafRgeblich hinter dem Diabetes mellitus Typ 2 stehenden Pathophysiologie wurde
bereits 1931 postuliert (Falta und Boller 1931) und einige Jahre spater bestatigt (Himsworth 1936).
Schon zu Lebzeiten zeigten sich in der HFD und DIO sowohl eine gestorte Glukose-Toleranz als auch
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erhohte Nichternblutzuckerwerte (Abbildung 8 (A) und (B)). Beide untersuchten Parameter waren in
der DIO signifikant starker erhoht als in der HFD. Schaut man sich die Serum- Insulinspiegel an, so war
lediglich die Insulinmenge im Organismus der DIO-Tiere im Vergleich zu den SD-Tieren signifikant
erhoht (Abbildung 10 (A)). Es ist an dieser Stelle anzumerken, dass die Versuchstiere vor Durchfiihrung
des ELISAs nicht gefastet hatten und es sich somit nicht um Nichtern-Insulin-Werte handelt.

Die DIO weist den hochsten Zuckeranteil der drei Didten auf und es wurde taglich dementsprechend
auch von den DIO-Tieren der hochste Anteil an Zucker verzehrt (Abbildung 6 (C)). Dies erklart sehr
wahrscheinlich die im Vergleich zu beiden anderen Didten vermehrt gestorte Glukose-Toleranz sowie
die erhdhten Niichternblutzuckerwerte. Auch andere Mausmodelle von Ubergewicht kamen zu dem
Schluss, dass eine zucker- und fettreiche Diat einen gréReren Einfluss auf den Glukose-Metabolismus
der Tiere hatte als eine rein fettreiche Didt (Masi et al. 2017; Morris et al. 2016).

Leptin wird von den Adipozyten exprimiert (MacDougald et al. 1995) und ist 1994 als
appetitregulierendes Hormon erstmals beschrieben worden. Es steuert gemaR eines negativem
Feedback-Mechanismus bei gefillten Fettreserven dem Hungergefiihl entgegen (Zhang et al. 1994).
Der Anteil des Korperfetts korreliert mit der Expression von Leptin, was das Vorliegen einer
Leptinresistenz bei Adipositas nahelegt (Considine et al. 1996).

Die Serum Leptin Werte waren in der DIO gegeniiber der SD und HFD signifikant erh6ht, in der HFD ist
ebenfalls eine Erhéhung gegeniiber der SD zu beobachten (Abbildung 10 (B)). Urspriinglich war eine
Leptinresistenz so definiert, dass der Nachweis schon dann gegeben war, wenn erhohte Werte von
zirkulierendem Leptin im Blut nachgewiesen wurden bei gleichzeitig vorliegendem erhéhtem
Korperfettanteil (Friedman und Halaas 1998), was in diesem Fall gegeben ware (Abbildung 9 (A)-(B)).
Eine Neudefinierung der Leptinresistenz wurde 2012 von den National Institutes of Health diskutiert,
auf Grund der vielseitigen Wirkungsmechanismen von Leptin befand man die Definition von
Leptinresistenz allerdings zu diesem Zeitpunkt noch nicht als moglich (Myers et al. 2012). Bis heute
wurde keine greifende Definition von Leptinresistenz gefunden (Kang et al. 2020). Bleibt man bei der
urspriinglichen Definition, so lag in der HFD und DIO jeweils eine Leptinresistenz vor, wobei das
zirkulierende Leptin in der DIO héher war als in der HFD, obwohl die Mause der beiden Gruppen
anndhernd gleiche Konzentrationen von viszeralem und totalem Fettgewebe in den MicroCTs
aufwiesen. Die Leptinresistenz ist in der DIO folglich ausgepragter als in der HFD. Es braucht also
anscheinend auch einen hohen Kohlenhydratanteil in der Nahrung, um eine Leptinresistenz in den

Versuchstieren zu induzieren.

5.2.1 Hippocampaler Insulinmetabolismus

Zur Beurteilung hippocampaler Insulinsensitivitdt wurden der Insulinrezeptor, AKT, GSK3, mTOR,

p70s6k und deren phosphorylierte Formen untersucht.
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In anderen Studien konnte nach Fiitterung von Mausen mit HFD die Induktion einer Insulinresistenz
im Hippocampus gezeigt werden (Park et al. 2019; Park et al. 2022). Es konnte gezeigt werden, dass
das Fehlen zentraler Insulinrezeptoren zu einer Dysregulation der Nahrungsaufnahme und in Folge zu
Ubergewicht fiihrt. (Briining et al. 2000)

Diese Beobachtungen bestatigten sich nicht in diesem Versuchssetting. Wahrend der Insulinrezeptor
sowohl in der HFD als auch in der DIO eine Tendenz zur Reduktion zeigte (Abbildung 11), wiesen alle
vier anderen untersuchten Parameter einen erhohten phosphorylierten/nicht phosphorylierten
Zustand in der HFD und DIO auf, welche im Kruskal-Wallis bei pAKT/AKT, pGSK3[B/GSK3p und
pmTOR/MTOR mit p=0,0571, p=0,0539 und p=0,0935 knapp unter Erreichen des Signifikanzniveaus
blieben (Abbildung 12-15). Es bestanden leichte Schwankungen zwischen den Effekten der HFD und
DIO, welche auf Grund mangelnder Signifikanzen allerdings nicht bewertet werden sollten.

Andere Studien zeigten bei Fltterung mannlicher Mause ahnliche Effekte auf den hippocampalen
Insulinmetabolismus wie die im Rahmen des Forschungsprozesses durchgefiihrten Versuchen.
Baranowski et al. untersuchten den Effekt einer 45% HFD u.a. auf hippocampale Insulinsensitivitat
nach Fltterung zwischen Woche 20 und 33 mit entweder einer SD oder HFD. Es zeigte sich ebenfalls
eine Erhdhung des aktivierten AKT und GSK3p, welche ebenfalls in Bezug auf die SD keine Signifikanz
aufwies (Baranowski et al. 2018). Arnold et al. fltterten adulten mannlichen Mausen entweder eine
60% HFD fur 17 Tage oder eine 45% HFD fiir acht Wochen. Bei beiden HFD zeigten sich aktiviertes AKT
und GSK3p erhoht, aktiviertes p70s6k zeigte nur bei den 60% HFD-Tieren erhohte Konzentration im
Gegensatz zur Konzentration in der SD. Bei ex vivo Stimulation mit Insulin reagierten in beiden Gruppen
die Zellen des Hippocampus der SD-Tiere mit einer signifikanten Erh6hung der Aktivitat von AKT, GSK3f3
und p70s6k, wohingegen die Aktivitdt beider Parameter in beiden HFD bei Stimulation mit Insulin
gleich der Aktivitat des insimulierten Gewebes blieb. Arnold et al. konnten auf diesem Weg eine
Insulinresistenz nachweisen (Arnold et al. 2014). Man kann nur vermuten, dass sich in diesem
Experiment dhnliche Ergebnisse gezeigt hatten. Die vorliegenden Daten konnten demnach auf eine
Insulinresistenz hinweisen, welche Konsequenzen fiir die Gehirnfunktion mit sich bringt, ein Beweis
bleibt an dieser Stelle allerdings aus.

Eine mogliche Beeinflussung der Untersuchung durch den Untersuchungszeitpunkt ist ebenfalls zu
diskutieren. In einem anderen Adipositasmodell der Arbeitsgruppe wurde der Einfluss maternaler
Adipositas auf den hippocampalen Insulinmetabolismus des Nachwuchses evaluiert und es konnte
gezeigt werden, dass Phanotyp, Seruminsulin und GTT bereits nach 21 Tagen Pathologien aufwiesen,
wahrend nach 70 Tagen der Nachwuchs adipdser Tiere interessanterweise keinen Unterschied im
Gewicht, Seruminsulin und GTT zu den Nachkommen normgewichtiger Tiere aufwiesen. Der
hippocampale Insulinmetabolismus hingegen wies an p70 in verschiedenen untersuchten Parametern

Pathologien auf (Schmitz et al. 2018). Die Bedeutung des Untersuchungszeitpunktes scheint folglich
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von grolRer Bedeutung zu sein und es ldsst sich vermuten, dass zu einem anderen Zeitpunkt die zentrale
Insulinresistenz in diesem Modell hdtte moglicherweise nachgewiesen werden kénnen.

Die Konzentration und Aktivierung von AKT, GSK3[3, mTOR und p70s6k unterliegt neben der Einbindung
in die Insulinrezeptor-Kaskade weiteren Mechanismen.

Leptin aktiviert ebenfalls AKT (Guo et al. 2008) und analog zur Insulinresistenz konnte in anderen
Studien eine Leptin-Resistenz bei Ubergewicht gefunden werden (Git und Adan 2015). Der Begriff der
Leptinresistenz bedarf allerdings noch einer handfesten Definition, diese tber das Vorliegen einer
Hyperleptindmie und einem adipdsen Phanotyp zu definieren, miisste noch durch weitere Aspekte
erganzt werden (Kang et al. 2020; Myers et al. 2012). Die Serum Leptin Werte waren in der HFD und
DIO signifikant gegenlber der SD erhoht (Abbildung 10 (B)) und auf Grund der Expression von
Leptinrezeptoren im Hippocampus (Guo et al. 2008) ist eine Beeinflussung intrazellularer
Signalkaskaden in Betracht zu ziehen. Da Stat3 ebenfalls von Leptin aktiviert wird (Guo et al. 2008),
kann der Nachweis einer veranderten Menge dieses Proteins Anhalt fir eine Leptinresistenz liefern. Es
erfolgte die Untersuchung hinsichtlich der Konzentration von pStat3 sowohl mittels Western Blot als
auch mittels Immunfluoreszenz. Leider ergaben sich mit beiden Methoden keine verwertbaren
Ergebnisse, sodass hier weitere Hinweise fiir eine Leptinresistenz nicht gegeben werden kénnen.
Dass die erh6hten Serumwerte von Leptin neben den erhéhten Serumwerten von Insulin beide einen
Einfluss auf den PI3-AKT Signalweg ausgeilibt haben, ist zwar sehr wahrscheinlich, eine genaue
Differenzierung zwischen den Effekten kann hier nicht erfolgen.

Folglich nehmen auch andere Mediatoren einen Einfluss auf den PI3-Akt Signalweg neben dem
klassischen Feedback-Mechanismus bei Hyperinsulindmie, der eine Herunterregulation des
Insulinrezeptors und des PI3K-Akt Signalwegs zur Folge hat, und es ist nicht auszuschlieRen, dass Leptin
hier ebenfalls einen maRgeblichen Einfluss genommen hat.

Xu et al. untersuchten auf Grund der Beobachtung, dass ein Zusammenhang zwischen der veranderten
Konzentration von mTOR und Neuroligin 3 mit Autismus-Spektrum-Storungen vorliegt, eine mogliche
gegenseitige Beeinflussung der Konzentration von mTOR und der Konzentration von Neuroligin 3. Sie
fanden eine vermehrte Phosphorylation der p70s6k im Sinne einer Uberaktivierung der mTOR-
kultivierten hippocampalen Neuronen mit einer reduzierten Neuroligin3-Menge. Die Uberaktivierung
von mTOR war ihrerseits auf eine Uberaktivierung von AKT zuriickzufiihren (Xu et al. 2019). Auf diesen
moglichen Zusammenhang wird bei der Diskussion der Ergebnisse der Konzentration von Neuroligin 3
eingegangen.

Erhohte Aktivierung von AKT kann post-mortem gefunden werden und ist mit Neurodegeneration
assoziiert (Griffin et al. 2005). Die gefundenen Ergebnisse kdnnten das Vorliegen degenerativer
Veranderungen im Sinne einer verminderten Gedachtnisleistung implizieren. MTOR reguliert in

Neuronen die Proteinmenge via s6Kinase regulierter Autophagie an der Synapse und spielt eine Rolle
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bei der Langzeitpotenzierung (Tang et al. 2002). Eine veranderte Aktivierung des AKT-Signalwegs kann
via GSK-3B zu einem Ungleichgewicht zwischen Langzeitpotenzierung und Langzeitdepression fiihren
(Peineau et al. 2007).

Obwohl bei den vorliegenden Ergebnissen von Insulinrezeptor B, pAKT/AKT, pGSK3[B/GSK3p,
pmTOR/mTOR und pp70s6k/p70s6k der Nachweis einer signifikanten Veranderung der Konzentration
der o.g, Parameter bei der HFD und DIO gegeniiber der SD ausblieb, ist es basierend gut moglich, dass
zu einem anderen Zeitpunkt relevante Veranderungen im Bereich dieser Signalkaskaden erfolgen,
welche dann ggf. einen Einfluss auf die synaptische Plastizitdt austiben. Hier besteht weiterer

Forschungsbedarf.

5.3 Neurogenese

Alle in dieser Arbeit verwendeten Marker der Neurogenese zeigen weder im Western Blot noch in der
Immunfluoreszenz signifikante Abweichungen unter den drei verschiedenen Didten (Abbildung 16).
Doublecortin wurde bereits in mehreren Versuchen der AG Hucklenbruch-Rother eingesetzt und zeigte
in der Adipositas induzierten Gruppe meist eine signifikante Abweichung (Schmitz et al. 2018), welche
auch von anderen Studiengruppen beobachtet wurden (Park et al. 2019; Bracke et al. 2019; Nakagawa
et al. 2022 ). In wiederum anderen Studienmodellen fanden sich bei einer HFD keine Beeinflussung der
Neurogenese (Ferreira et al. 2018). Robison et al. fanden heraus, dass die adulte Neurogenese nur
geschlechtsspezifisch durch eine fetthaltige Diat beeinflusst wird. So fand sich nur bei weiblichen
Mausen eine Reduktion von Ki67 und Doublecortin in inverser Korrelation zu erhéhtem Koérpergewicht
und Glukosetoleranz (Robison et al. 2020). Dies konnte eine Erkldrung dafr liefern, dass sich in dieser
Versuchsreihe mit ausschlielich mannlichen Mausen keine Signifikanzen zeigen. Park et al. nutzten
allerdings ebenso ausschliefllich mannliche Mause in ihrem Versuchssetting (Park et al. 2019), wahrend
Bracke et al. sowohl maénnliche, als auch weibliche Mause nutzten (Bracke et al. 2019) und
beobachteten bei den mannlichen Tieren signifikante Abweichungen in der Konzentration von
Markern der Neurogenese. Daher ist ein anderer Einflussfaktor als das Geschlecht basierend auf der
aktuellen Datenlage wahrscheinlicher.

Hier rickt insbesondere das Alter bzw. der Zeitpunkt der Schadigung der adipogenen Diat in den Fokus.
Bei Schmitz et al. wurden die Effekte einer maternalen Adipositas auf die Nachkommen untersucht, es
handelte sich um den Effekt eines perinatalen Nahrstoffliberschusses (Schmitz et al. 2018). Park et al.
entschieden sich fir eine deutlich langere Exposition der HFD von 20 Wochen (Park et al. 2019).
Zusammenfassend scheint der Schadigungszeitpunkt und die Dauer eine relevante Rolle fiir die

Auswirkungen auf die Neurogenese zu spielen.
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5.4 Prasynapse

Die Quantifizierung der Synapsen via Synaptophysin ergab im Western Blot zunachst keine
signifikanten Abweichungen zwischen den Didtgruppen. Diese Ergebnisse bestdtigen sich in der
Immunfluoreszenz bei Betrachtung des gesamten Hippocampus. Bei Messung der Intensitdt in den
verschiedenen Unterregionen, zeigte sich vor allem in CA3 eine signifikante Reduktion von
Synaptophysin in der DIO gegeniiber beiden anderen Didten und im Gyrus dentatus von der DIO
gegeniiber der HFD (Abbildung 17). Eine im Zusammenhang mit Ubergewicht stehende Reduktion von
Synaptophysin konnte bereits mehrfach in der Literatur nachgewiesen werden. Kawamura et al. sowie
Baumgarner et al. konnten eine Reduktion von Synaptophysin im Hippocampus nach Fitterung mit
60% HFD feststellen (Baumgarner et al. 2014; Kawamura et al. 2021), wahrend Stranahan et al. eine
Reduktion von Synaptophysin bei Ratten nach Fitterung einer hochkalorischen Didat sowohl im
gesamten Hippocampus, als auch in CA1 beobachteten (Stranahan et al. 2008). Die zucker- und
fettreiche DIO scheint die Anzahl der Synapsen im Gyrus dentatus und CA3 zu vermindern, ohne dabei
die Anzahl der Synapsen in der CA1 Region zu beeinflussen.

Eine solche Reduktion von Synaptophysin wurde unlangst in einer Metaanalyse mit der Dysregulation
synaptischer Aktivitdt bei Schizophrenie assoziiert (Osimo et al. 2019). Eine mit Schizophrenie
einhergehende neuronale Dysfunktion geht allerdings meist auch mit einer Herunterregulation von
AKT/MTOR einher, diese konnten wir in unserem Modell zum untersuchten Zeitpunkt nicht
nachweisen (Chadha und Meador-Woodruff 2018).

Die Fiitterung mit HFD und DIO bewirkte hinsichtlich der Menge von Synapsin und pSynapsin eine
Reduktion beider Proteine, wodurch sich kein Unterschied im pSynapsin/Synapsin Quotienten zeigte
(Abbildung 18). Synapsin nimmt eine wichtige Rolle im negativen Feedback-Mechanismus von
Nahrungsaufnahme ein und ist auf Grund dessen in diesem Versuchssetting von Interesse (Campos et
al. 2013). Zudem spielt (p)Synapsin eine Rolle in der Signaltransduktion, und ist wesentlich an der
Regulation der Transmitterfreisetzung beteiligt. In anderen Studien zeigten sich eine erhohte
Aktivierung von Synapsin bei Fltterung mit adipogenen Diaten (Liao et al. 2013). Auch im Modell der
maternalen Adipositas der Arbeitsgruppe konnte bei den Nachkommen eine 70% signifikante
Reduktion von phosphoryliertem Synapsin nachgewiesen werden (Schmitz et al. 2018). In diesem
Versuchssetting ist die Konzentration von pSynapsin/Synapsin nicht durch eine der beiden adipogenen
Didten beeinflusst worden.

In der Immunfluoreszenz erfolgte auch die Quantifizierung von SNAP25, welches als Teil des SNARE-
Komplexes die Mobilisation von Vesikeln zur Synapse ermdoglicht (Chen et al. 1999). Wahrend die
Konzentration in der DIO-Gruppe erhoht war, war die Konzentration in der HFD-Gruppe dhnlich der
Menge von SNAP25 in der SD-Gruppe. In CA1 war SNAP25 in der HFD wenig vorhanden (Abbildung 19).

Ahnliche Ergebnisse erzielten auch Lizarbe et al., welche eine 60% HFD und eine 45% HFD gegen eine
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SD testeten. Hier ergaben sich hinsichtlich der Konzentration von SNAP25 auch nur signifikante
Unterschiede in der 60% HFD (Lizarbe et al. 2018). Reduktion von SNAP 25 ist wie die Reduktion von
Synaptophysin assoziiert mit Schizophrenie (Osimo et al. 2019) und mit Manie (Abrial et al. 2014).

Bei der Evaluation prasynaptischer Vesikel ergeben sich unterschiedliche Schlussfolgerungen fir die
HFD und DIO. Wahrend die DIO in CA3 und Gyrus dentatus zu einer Reduktion von prasynaptischen
Markern fiihrte und sich somit Hinweise fiir eine Reduktion von Synapsen ergaben, fiihrte die HFD zu
einer Beeintrachtigung Uber den SNARE-Komplex des Exozytosevorgangs vor allem in CAl. Eine
Reduktion von Synapsin, welches auch an der Exozytose beteiligt ist, konnte nicht beobachtet werden.
Beide prasynaptischen Vorgédnge sind mit Pathologien assoziiert, welche auf einer Dysregulation von

synaptischer Aktivitat fuBen (Osimo et al. 2019; Abrial et al. 2014).

5.5 Postsynapse

Neuroligin 3 war sowohl im gesamten Hippocampus als auch in CA1 und Gyrus dentatus in der DIO-
Gruppe zweifach signifikant gegeniiber der Konzentration in der SD vermindert. Die HFD zeigte
dhnliche Tendenzen, ohne Signifikanzen aufzuweisen (Abbildung 20). Wie bereits zuvor erwahnt,
reguliert eine verminderte Konzentration von Neuroligin 3 die Aktivitat von AKT und mTOR herauf und
fihrt so zu langeren Dendriten und einer vermehrten neuronalen Komplexitdt (Xu et al. 2019). AKT,
MTOR und p70s6k zeigten alle drei Tendenzen eines vermehrten Aufkommens in den adipogenen
Diaten. Falls ein Zusammenhang auch hier besteht, misste die hier vor allem in der DIO gezeigte
verringerte Konzentration von Neuroligin 3 einen gréReren Einfluss auf die Menge von AKT und mTOR
in der DIO aufweisen. Dies ist allerdings nicht der Fall, die Menge von aktiviertem AKT und mTOR ist
sogar in der HFD eher ausgepragt als in der DIO. Eine Beeinflussung von Neuroligin 3 des Pi3-Akt-
Signalweges ist zu diesem Zeitpunkt nicht anzunehmen.

Veranderungen in der Konzentration von Neuroligin 3, welche um das Jahr 2000 herum erstmals
beschrieben wurden, (Philibert et al. 2000), sind mit Autismus-Spektrum-Stérungen assoziiert
(Comoletti et al. 2004), und gehen mit einer vermehrten Transmission an inhibitorischen Synapsen
einher (Tabuchi et al. 2007). Im Mausmodell sind bei einer Inaktivierung des Neuroligin 3-Komplexes
die Symptome einer Autismus-Spektrum-Stérung reproduzierbar (Radyushkin et al. 2009). Im
Knockout-Modell sind erhdhte Transmissionen an inhibitorischen Synapsen allerdings nicht
nachzuweisen (Tabuchi et al. 2007), zumindest nicht durch einen isolierten Neuroligin-Knockout
(Chanda et al. 2017). Chanda et al. kommen in einer anderen Studie zu dem Ergebnis, dass Neuroligin
3 auch einen Einfluss auf die Integritdat einer exzitatorischen Synapse durch Beeinflussung der
postsynaptischen AMPA-Rezeptordichte und Funktion hat (Chanda et al. 2016). Diesen
Zusammenhang wiesen Polepalli et al. ebenfalls nach (Polepalli et al. 2017). Da die Menge von
Neuroligin 3 sowohl die Funktion der inhibitorischen als auch der exzitatorischen Synapsen beeinflusst,
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und auf Grund der zweifach signifikanten Reduktion von Neuroligin 3 in der DIO gegeniiber der SD,

erfolgten die weiteren folgenden Untersuchungen postsynaptischer Marker.

5.5.1 Exzitatorischer Impuls

Die Konzentration des fir exzitatorische Synapsen spezifischen Neuroligin 1 wies vor allem in der DIO
einen verminderten Gehalt auf (Abbildung 21).

Die Bindung von prasynaptischem Neurexin und postsynaptischem Neuroligin ist fir die Bildung von
Synapsen ein wichtiger molekularer Vorgang (Clarris et al. 2002). In diesem Vorgang scheint, wie oben
bereits erwahnt, die Rekrutierung von AMPA-Rezeptoren ebenfalls eine Rolle zu spielen (Heine et al.
2008; Chanda et al. 2016; Polepalli et al. 2017). Zudem konnte eine Beeinflussung des NMDA-Rezeptors
nachgewiesen werden, was zu einer Verdanderung der Langzeitpotenzierung fihrt (Wu et al. 2019).
Diese molekulare Verdnderung verursacht eine Veranderung im Verhalten von Nagern (Luo et al. 2020;
Blundell et al. 2010).

Die Aktivierung von GIuR1 zeigte sich in der HFD und DIO gegentiber der SD im gesamten Hippocampus,
CA1 und Gyrus dentatus erhoht, eine Signifikanz ergab sich nur in der HFD gegentiber der SD in CAL.
In CA3 war die Konzentration von pGluR1/GluR1 in den beiden adipogenen Didten dagegen tendenziell
erniedrigt (Abbildung 22). Auch Liao et al. konnten eine erhohte Aktivierung von GIuR1 im
Hippocampus bei Ratten mit Diabetes Typ 2 feststellen (Liao et al. 2013). Eine Beeinflussung der Menge
der untersuchten AMPA-Untereinheiten durch die reduzierte Konzentration von Neuroligin 1 ist hier
eher nicht anzunehmen, da sich vorrangig Effekte in der DIO zeigen mussten.

Die Konzentration des NMDA1-Rezeptors war im gesamten Hippocampus sowie in den untersuchten
Subregionen vor allem in der DIO gegeniiber der SD erniedrigt (Abbildung 23). Bei recht grolRer
Standardabweichung in der SD-Gruppe blieb eine Signifikanz allerdings aus. Hier kann angenommen
werden, dass das in der DIO reduzierte Neuroligin 1 einen Einfluss auf die NMDA1-Rezeptordichte
genommen hat. Das zweifach signifikant reduzierte Neuroligin 3 in der DIO kdnnte hier ebenfalls einen
Einfluss ausgelibt haben.

Eine Reduktion von Neuroligin 1 im Hippocampus ist tiber die Beeinflussung des Vorhandenseins von
postsynaptischen Rezeptoren mit reduzierter Bildung von Gedachtnisinhalten assoziiert. Das Ausmaf
der kognitiven Degeneration korreliert mit der Reduktion des Neuroligins und kann bei Alzheimer-
Demenz nachgewiesen werden (Dufort-Gervais et al. 2020; Goetzl et al. 2018).

Auch mTOR kann einen modulierenden Einfluss auf die Menge von GIuR1 ausiiben. Es erhéht die
Konzentration von GIuR1 an der Postsynapse und unterstiitzt so die Gedachtniskonsolidierung im
Hippocampus (Slipczuk et al. 2009). Da pmTOR/MmTOR sowohl in der HFD als auch in der DIO Gruppe
erhoht war, ist eine Beeinflussung des pGluR1/GIuR1 Quotienten moglich. So kénnte ein moglicher

Effekt des reduzierten Neuroligin 1 in der DIO auf die Konzentration von pGluR1/GluR1 gegenlaufig
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beeinflusst worden sein. Der Effekt des erhohten pmTOR/mTOR Quotienten auf pGluR1/GIuR1 kénnte
ebenfalls durch das reduzierte Neuroligin 1 in der DIO abgeschwacht worden sein und erklaren, warum
der pGluR1/GIuR1 Quotient in der DIO nicht so stark erhéht ist, wie in der HFD.

Die Menge von vGLUT2 war in der HFD und DIO dhnlich oder etwas geringer ausgepragt als in der SD.
Klare Tendenzen oder Unterschiede zwischen der HFD und DIO lieRen sich nicht erkennen (Abbildung
24). Die Konzentration von vGLUT2 ist im Hippocampus im Stratum granulare und Stratum moleculare
externum des Gyrus dentatus, und im Stratum pyramidale, Stratum lacunosum-moleculare und in den
Schaffer Kollateralen der CA1-3 Region zu finden (Jung et al. 2018). Eine Verminderung von vGLUT2 im
Hippocampus wird mit steigendem Alter beobachtet und steht wahrscheinlich im Zusammenhang mit
verminderter Gedachtnisleistung im Alter (Jung et al. 2018), was auch bei Knockout-Mausen
beobachtet werden kann (Nordenankar et al. 2015). Da hier die Menge von vGLUT2 kaum bis gering
vermindert ist, ist davon auszugehen, dass das Reuptake und Recycling von ausgeschiitteten
Transmittern an den glutamatergen Synapsen im Hippocampus der Tiere, welche eine adipogene Diat

erhielten, kaum beeinflusst wurde.

5.5.2 Inhibitorischer Impuls

Auch Neuroligin 2 ist fiir die Ausreifung und Funktion von Synapsen von Relevanz. Wahrend eine
vermehrte Konzentration von Neuroligin 2 mehr inhibitorische Signale zur Folge hat, fihrt ein
Knockout zur Reduktion der Aktivitdt der gabaergen Achse (Chubykin et al. 2007). Eine Verminderung
der Hemmung auf die exzitatorischen Neurone durch inhibitorische Interneurone fiihrt zu einer
Veranderung von Vesikelausschiittung, welche in Tierversuchen zu einer Auspragung eines dngstlichen
Phanotyps (Hines et al. 2008; Blundell et al. 2009), oder auch zu Veranderungen der Aggressivitat
fihrte (Kohl et al. 2013; van der Kooij et al. 2014). Studien genetischer Mutationen im Neuroligin 2
Gen bei schizophrenen Patienten zeigten eine Haufung von Mutationen gegentiiber der Kontrollgruppe
(Sun et al. 2011). Bei Induktion der gleichen genetischen Mutation im Mausmodell konnte so ein
Schizophrenie dhnliches Verhalten der Tiere bewirkt werden (Jiang et al. 2018). Auch eine Rolle in der
Entwicklung von Autismus, wie es bei Neuroligin 3 der Fall ist, wird diskutiert (Pettem et al. 2013).

In dieser Versuchsreihe zeigte sich eine Reduktion von Neuroligin 2 in der HFD gegeniiber der SD und
DIO im gesamten Hippocampus, CA3 und Gyrus dentatus (Abbildung 25). Schaut man sich die
Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von GABA A an, so war hier eine signifikante
Reduktion des Rezeptors in der HFD gegeniiber der SD und DIO auch im gesamten Hippocampus, CA3
und Gyrus dentatus zu sehen (Abbildung 26). Es ist folglich wahrscheinlich, dass die reduzierte Menge
von Neuroligin 2, auch wenn sie unter Erreichen des Signifikanzniveaus blieb, eine reduzierte
Konzentration des GABA A- Rezeptors in der HFD zur Folge haben kénnte. Dies war vor allem in CA3

und Gyrus dentatus sowie im gesamten Hippocampus zu beobachten.
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Eine Verdnderung der Konzentration von GABA A Rezeptoren als Folge von Fehlerndhrung konnte auch
in anderen Studien nachgewiesen werden (Nedergaard und Andreasen 2018) und es kénnte sein, dass
hier eine Verbindung zu Krankheiten wie Schizophrenie und Autismusspektrumstérungen, welche auf
einer Imbalance der exzitatorischen und inhibitorischen Achse beruhen, gezogen werden kénnte (Xie
et al. 2019). So weisen Mause bei Knockout von GABA-A Untereinheiten ein Schizophrenie dhnliches
Verhalten auf (Yeung et al. 2018).

Die Ergebnisse der Konzentration des GABA B-Rezeptors wiesen in der HFD eine vermehrte Menge auf,
wahrend in der DIO die Proteinmenge in allen Subregionen dhnliche Werte wie in der SD zeigten
(Abbildung 27). Neuroligin 2 scheint hier die Konzentration des Rezeptors nicht zu beeintrachtigen.
Im Hippocampus modulieren GABA B Rezeptoren vorrangig den exzitatorischen Effekt von CA3
glutamatergen Synapsen (Lang et al. 2014). Der GABA B-Rezeptor Agonist Baclofen kann in
Ubergewichtigen Mausen zu einer Reduktion von Nahrungsaufnahme und Gewichtszunahme sowie zu
einer verbesserten Glukosetoleranz fiihren (Sato et al. 2007). Inwieweit der GABA B Rezeptor im
Hippocampus von adipogenen Diaten beeinflusst wird, kann aus der Literaturrecherche auf Grund
mangelnder Studien nicht evaluiert werden. Es lassen sich allerdings Hinweise finden, dass eine
Erhohung der Expression des GABA-B Rezeptors im Hippocampus mit psychotischem Verhalten bei
Nagern assoziiert ist (Griter et al. 2015).

Die HFD scheint die physiologische Funktion der inhibitorischen Synapse zu verdndern.
Schliisselprotein ist hier das Neuroligin 2 Gber dessen Herrunterregulation eine Verminderung des
GABA-A-Rezeptors resultiert. Dies flhrt zu einer verminderten Hemmung der Interneurone auf die
exzitatorischen Neurone im Hippocampus. Diese sogenannte E/I Imbalance ist u.a. mit Schizophrenie
und Autismusspektrumstérungen assoziiert (Xie et al. 2019; Yeung et al. 2018), welche ihrerseits mit
einer erhdhten Konzentration des GABA-B-Rezeptors assoziiert ist (Griter et al. 2015), welche hier
auch beobachtet werden kann.

Gephyrin sichert an inhibitorischen Synapsen die Verankerung von GABA-Rezeptoren im Zytoskelett
und garantiert die Akkumulation der Rezeptoren an der richtigen Stelle gegeniber der Prasynapse
(Craig et al. 1996). Eine Reduzierung im Zusammenhang mit Ubergewicht konnte u.a von Lizarbe et al.
nachgewiesen werden (Lizarbe et al. 2018). Eine Verminderung von Gephyrin fiihrt u.a. zu einer
verminderten Konzentration von GABA A-Rezeptoren an der postsynaptischen Membran (Jacob et al.
2005) und so zu einer verringerten Frequenz und Amplitude inhibitorischer Signale (Yu et al. 2007). Auf
Grund dieses Effektes auf die gabaerge Achse wird eine mogliche Rolle von Gephyrin in der Entwicklung
von Schizophrenie und Autismusspektrumstérungen diskutiert (Pizzarelli et al. 2020). In diesem
Versuch ergab sich allerdings kein Anhaltspunkt fiir Veranderungen der Konezntration von Gephyrin

in der HFD und DIO gegenliber der SD-Gruppe.
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VGAT ist in der HFD und DIO tendenziell geringer vorhanden (Abbildung 29), es findet folglich ein
geringes Reuptake und Recycling der in den synaptischen Spalt ausgeschiitteten Transmitter statt

(Chaudhry et al. 1998).

5.6 Limitationen und Ausblick

Diese Arbeit zeigt, dass bei der Durchflihrung didteninduzierter Adipositasstudien die genaue Auswahl
der adipogenen Diat in detaillierter Kenntnis der Zusammensetzung von hoher Relevanz fir die
Fragestellung und die zu erzielenden Ergebnisse ist. Hier kdnnte eine Begriindung der teilweise
unterschiedlichen Studienergebnisse in der Fachliteratur liegen, da unterschiedliche Didten oder
Modelle zur Induktion des Phinotyps Ubergewicht genutzt wurden. Oft wird eine 60% HFD verwendet,
welche auch die standardmaRig verwendete hochkalorische Diat in den Laboren der Kinderklinik der
Universitat zu KoIn darstellt. Wie in der Einfliihrung bereits erwdhnt, wird in Deutschland von vielen
Menschen eine zu fettreiche Diat verzehrt, welche einen grofRen Einfluss auf die steigende Pradvalenz
von Ubergewicht nimmt. Der Anteil des Fetts an der Nahrung liegt allerdings weit entfernt von den
60%, welche die HFD enthélt, daher wire die Induktion von Ubergewicht im Mausmodell durch die
zucker- und fettreiche DIO realitdtsnaher, um zu evaluieren, welche Folgen sich auf metabolischer
Ebene finden.

Da die Dauer der Intervention und der Zeitpunkt der Untersuchung hinsichtlich Insulinresistenz von
Relevanz ist, ware hier ebenfalls eine Optimierung des Versuchsaufbaus zu liberlegen. Wie schon
bereits erwahnt, kénnte die zentrale Insulinresistenz ggf. erst spater als die periphere Insulinresistenz
nachgewiesen werden kénnen. Ebenfalls zu Uberlegen wire gewesen, ob die Bestimmung der
Insulinmetabolismusparameter nicht nur zu einem sondern zu mehreren Zeitpunkten hatte erfolgen
sollen, um so zu erforschen, ob eine Insulinresistenz ggf. nur zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nachgewiesen werden kann.

Eine in-vitro Stimulation der Hippocampus Zellen mit Insulin ggf. mit Knockdown gewisser Proteine
hatte gegebenenfalls weitere interessante Ergebnisse liefern konnen, um kausale Zusammenhange zu
sichern. So hatte gegebenenfalls eine genauere Differenzierung von einer Leptinresistenz méglich sein
kénnen. Vor dem Hintergrund stetig neuer Forschungsergebnisse konnten bei einer Neudefinition
oder erganzenden Definition der Leptinresistenz ein Teil der Ergebnisse neu diskutiert werden.

Die Beeinflussung der hippocampalen Neurogenese konnte durch die Fltterung mit adipogenen
Diaten zu diesem Untersuchungszeitpunkt nicht nachgewiesen werden. Alle drei untersuchten Marker
wiesen keine signifikanten Schwankungen auf. Da in diversen anderen Studien eine Beeinflussung der
Neurogenese durch adipogene Diaten belegt werden konnte, ist eine moglicherweise zu kurze

Nahrungsintervention zu Gberlegen.
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Sowohl die Insulinresistenz als auch die Neurogenese betreffend ist ein Zusammenhang mit dem
Zeitpunkt der Untersuchung naheliegend, gegebenenfalls hatte sich an einem anderen Zeitpunkt eine
Insulinresistenz oder verminderte Neurogenese ergeben. Eine zentrale Insulinresistenz kénnte ggf.
erst spater als die periphere Insulinresistenz nachweisbar gewesen sein.

Die DIO ist mit einem Fettgehalt von 45% und einem Kohlenhydratanteil von 35% der in Kapitel 1.2
erwahnten durchschnittlichen Fettzufuhr von 32-36% und Kohlenhydratzufuhr von 43-52% der
deutschen Bevolkerung am dhnlichsten. Die durch diese Diat induzierten Pathologien im Hippocampus
konnten gegebenenfalls auch beim Menschen nachgewiesen werden. Die weitergehende Forschung
diesbeziiglich wirde sicherlich interessante Ergebnisse liefern. Hier ware ebenfalls von Interesse, ob
die im Tiermodell gezeigten Pathologien klinisch apparent werden kénnten, hierzu waren retrospektiv
erganzend in diesem Versuchssetting Verhaltenstestungen mit dem Fokus auf der Detektion
neuropsychiatrischer Verhaltensanderungen sinnvoll gewesen. Diese hatten zusammen mit den
Ergebnissen der verdanderten Konzentration von prad- und postsynaptischen Markern, welche in
anderen Studien in den Zusammenhang mit Verhaltenspathologien gebracht werden konnten, weitere
Schlussfolgerungen erlaubt.

Des Weiteren ist anzumerken, dass einige Ergebnisse knapp unter Erreichen des Signifikanzniveaus
lagen, dies konnte vorrangig mit der geringen Anzahl von sechs Tieren pro Versuchsgruppe

zusammenhangen. Mehr Tiere pro Gruppe hatten reprasentativere Ergebnisse liefern kénnen.

Als Ausblick ergeben sich daher folgende Fragen:

e Ist der Nachweis einer Insulinresistenz abhangig vom Zeitpunkt der Untersuchung?

e Wire eine weiterfiihrende Definition von Leptinresistenz sinnvoll, um eine Abgrenzung
pathologischer Veranderungen nach Zufuhr adipogener Didten von den Effekten einer
Insulinresistenz abzugrenzen?

e Sind bei Nahrungsinterventionstudien mit Fokussierung auf Pathologien des Hippocampus
Verhaltenstests standardmaRig sinnvoll um die gefunden pathologischen Veranderungen in
einen klinischen Zusammenhang zu bringen?

o Inwieweit kénnen die im Tiermodell nachgewiesenen Verdanderungen auch beim Menschen

auftreten?
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7. Anhang

7.1 Tabellenverzeichnis

Tabelle
1

2
3
4
5

Adipositas und BMI

Fett-, Kohlenhydrat- und Proteinanteile der drei verwendeten Didten
Verwendete Gerate und Software; Proteinbestimmung und Western Blot
Verwendete Gerate und Software; Kryotomschnitte und Immunfluoreszenz
Chemikalien, Puffer und Stammldsungen; Proteinbestimmung und Western
Blot

Chemikalien, Puffer und Stammlésungen; Immunfluoreszenz

Antikorper; Western Blot

Antikorper; Immunfluoreszenz

7.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung

1

Horizontalschnitt des Hippocampus der Maus angefarbt mit
Zellkernfarbung Dapi

Schema der intrazelluldren Insulin-Kaskade; untersuchte Proteine in rot
Exzitatorische (links) und inhibitorische (rechts) Synapse; untersuchte
Proteine in rot

Dapi, NeuN und Doublecortin Farbung eines Schnittes nach Anpassung der
Helligkeit und Abzug des Hintergrundrauschens

Protein, Fett und Zuckerzufuhr pro Tag je Diat

(A): Protein Zufuhr in Gramm pro Maus pro Tag (B): Fett Zufuhr in Gramm
pro Maus pro Tag (C): Zucker Zufuhr in Gramm pro Maus pro Tag (D)
Kalorienzufuhr in kcal pro Maus pro Tag

(A): Gewicht der Mause in Gramm von Woche drei bis 14 wochentlich
gemessen (B): Gewicht der Mause in Gramm nach Totung (C): BMI in

Gramm pro Quadratzentimeter nach Totung
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10
11

12

13

14

15

16

17

18

19
20
21
22
23
24

(A): Oraler Glukose-Toleranz-Test durchgefiihrt in Woche 10, Glukose-
Messung in Milligramm pro Deziliter nach 0, 15, 30, 60 und 120 Minuten
(B): Niichternblutzuckerwert nach 6 Stunden Fasten gemessen in
Milligramm pro Deziliter in Woche 10

(A): Auswertung des totalen Fetts (B): Auswertung des viszeralen Fetts

(A): Insulin ELISA gemessen in ng/ml (B): Leptin ELISA gemessen in ng/ml
Ergebnisse Western Blot Insulinrezeptor B bezogen auf HPRT als
Ladungskontrolle

Ergebnisse des Western Blots mit AKT und PAKT bezogen auf HPRT als
Ladungskontrolle

Ergebnisse des Western Blots mit GSK3p und pGSK3pB bezogen auf HPRT als
Ladungskontrolle

Ergebnisse des Western Blots mit mTOR und pmTOR in Bezug auf HPRT als
Ladungskontrolle

Ergebnisse des Western Blot mit p70s6k und pp70s6k in Bezug auf HPRT
als Ladungskontrolle

(A): Ergebnisse des Western Blot mit GAP-43 bezogen auf HPRT als
Ladungskontrolle (B): Ergebnisse des Western Blot mit Doublecortin
bezogen auf HPRT als Ladungskontrolle (C): Ergebnisse der Quantifizierung
von Doublecortin in der Immunfluoreszenz sowohl als Intensitdtsmessung,
als auch gezahlt im GD (D): Ergebnisse der Quantifizierung von Ki67 in der
Immunfluoreszenz sowohl als Intensitatsmessung, als auch gezahlt im HC
(A): Ergebnisse des Western Blots mit Synaptophysin bezogen auf HPRT als
Ladungskontrolle (B): Ergebnisse der Quantifizierung von Synaptophysin in
der Immunfluoreszenz

Ergebnisse des Western Blot mit Synapsin und pSynapsin bezogen auf
HPRT als Ladungskontrolle

Ergebnisse der Quantifizierung von SNAP25 in der Immunfluoreszenz
Ergebnisse der Quantifizierung von Neuroligin 3 in der Immunfluoreszenz
Ergebnisse der Quantifizierung von Neuroligin 1 in der Immunfluoreszenz
Ergebnisse der Quantifizierung von pGluR1/GluR1 in der Immunfluoreszenz
Ergebnisse der Quantifizierung von NMDAL1 in der Immunfluoreszenz

(A): Ergebnisse des Western Blot mit vGLUT2 bezogen auf HPRT als
Ladungskontrolle (B): Ergebnisse der Quantifizierung von vGLUT2 in der

Immunfluoreszenz

S.38-39

S.41-42

S.42-43
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S.44-45

S. 46-47
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26
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29

Ergebnisse der Quantifizierung von Neuroligin 2 in der Immunfluoreszenz
Ergebnisse der Quantifizierung des GABA A Rezeptors in der
Immunfluoreszenz

Ergebnisse der Quantifizierung des GABA B Rezeptors in der
Immunfluoreszenz

Ergebnisse der Quantifizierung von Gephyrin in der Immunfluoreszenz
(A): Ergebnisse des Western Blot mit vGAT bezogen auf HPRT als
Ladungskontrolle (B): Ergebnisse der Expression von vGAT in der

Immunfluoreszenz

S. 56
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S. 58
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