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1. Zusammenfassung

Asprosin, das C-terminale Spaltprodukt von Profibrillin-1, ist ein neues fasteninduziertes
Adipokin und wird mit Ubergewicht und assoziierten Erkrankungen in Verbindung gebracht.
Wahrend das weil’e Fettgewebe (white adipose tissue = WAT) als Hauptort der Produktion
von Asprosin bekannt ist, gibt es bisher in der Literatur keinerlei Aussagen Uber den
Zusammenhang zum braunen Fettgewebe (brown adipose tissue = BAT). Jedoch ist auch das
BAT als endokrin aktives Organ bekannt und sezerniert ebenfalls Adipokine. Aufderdem wird
es sowohl durch Ernahrung als auch durch Sport in seiner Funktion beeinflusst. Es gelangt
daher immer wieder in den Fokus von Studien zur Therapie von Ubergewicht und Adipositas
und gilt in diesem Zusammenhang als ein vielversprechendes Zielorgan. Auch Asprosin
erscheint hierbei als ein moglicher Ansatzpunkt. Wir stellten daher die Frage, ob Asprosin in
BAT lokalisiert und exprimiert ist und wie sich diese Expression durch metabolische
Interventionen in Form von anderer Nahrungszusammensetzung und Sport verandert.
Hierflr verwendeten wir ein Mausmodell mit mannlichen Wildtyp-Mausen. Diese wurden in
drei Gruppen aufgeteilt und erhielten entweder eine Standarddiat (SD), ein freiwilliges
Laufradtraining (RUN) oder eine Western-Style-Diat mit dadurch induziertem Ubergewicht
(DIO). Wir untersuchten interskapulares BAT mittels Immunfluoreszenzfarbungen, Western
Blots und gPCRs hinsichtlich der Expression und Lokalisation von Asprosin und Fibrillin-1.
Eine spezifische Immunreaktivitdt zeigte sich insbesondere rund um die Blutgefale, flr
Asprosin primar in den Endothelzellen, fir Fibrillin-1 auch dariberhinausgehend. Aullerdem
konnten wir fir Asprosin eine schwachere Immunreaktivitat innerhalb der braunen Adipozyten
nachweisen, welche vor allem perinukledr ausgepragt war und fir Fibrillin-1 eine
Immunreaktivitat entlang von Gewebelappen und Zellmembranen. Wahrend endotheliales
Asprosin durch Laufradtraining tendenziell erniedrigt und durch DIO tendenziell erhéht und
damit gegensatzlich reguliert schien, zeigte sich das intrazellulare Asprosin nach
Laufradtraining wie bei DIO tendenziell erhdht. Auf Proteinebene von Asprosin zeigte sich ein
Anstieg bei DIO, wahrend sich bei Fibrillin-1 weder auf Proteinebene noch auf Genebene ein
signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen beobachten liel3.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Asprosin im BAT lokalisiert ist und durch Sport und
Ubergewicht beeinflusst wird. Die Erhéhung von Asprosin als Effekt diatinduzierten
Ubergewichts kénnte darauf hinweisen, dass Asprosin als proinflammatorisches Adipokin auf
das BAT wirkt. Dabei scheinen die Endothelzellen als Ursprungsort von Asprosin eine wichtige
Rolle zu spielen. Fir die Zukunft sind weitere Untersuchungen nétig, um die Frage nach dem
exakten Ursprung von Asprosin im BAT zu beantworten. Unsere Ergebnisse tragen zum
weiteren Verstandnis von Asprosin und seinen Effekten auf den Kérper bei. Langfristig kdnnte
die Modulation von Asprosin ein vielversprechendes Ziel in der Pravention und Therapie von

Ubergewicht und assoziierten Erkrankungen sein.
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2. Einleitung

2.1. Ubergewicht und Adipositas

Ubergewicht und Adipositas sind ein weltweit zunehmendes Problem. Laut WHO hat sich die
weltweite Pravalenz seit 1975 verdreifacht . In Europa sind fast 60 % der Erwachsenen und
je nach Altersgruppe 20 bis 30 % der Kinder ibergewichtig oder adipos 2. Mit einhergehend
sind weitere assoziierte Erkrankungen wie beispielsweise Insulinresistenz und Diabetes
mellitus Typ 2 (T2DM), kardiovaskulare Erkrankungen wie Bluthochdruck und Dyslipidamie,
verschiedene Krebsarten und chronische Riickenschmerzen 3*. Definiert werden Ubergewicht
und Adipositas anhand des Body Mass Index (BMI). Ab einem BMI von > 25 kg/m? spricht man
demnach von Ubergewicht, ab einem BMI von > 30 kg/m? von Adipositas '. Hierbei gilt vor
allem eine Erhdhung des viszeralen Fettgewebes, auch abdominelles Fettgewebe genannt,
als Risikofaktor fir kardiovaskulare Erkrankungen oder Diabetes und es herrscht eine starke
Korrelation zwischen einer Erhéhung des abdominellen Fettanteils und dem Auftreten dieser
Krankheiten °. Die Messung des Hiftumfangs als direktes MaR des abdominellen Fettanteils
gilt daher als noch bessere diagnostische Moglichkeit zur Friherkennung eines erhohten
Risikos fur mit Ubergewicht und Adipositas assoziierte Erkrankungen und wird als Ergénzung

zur Messung des BMIs empfohlen ©.

2.2. WeilRes Fettgewebe (WAT)

Das bei Ubergewicht und Adipositas hauptséchlich vermehrte Fettgewebe ist das weilke
Fettgewebe (white adipose tissue = WAT). Dieses ist im ganzen Koérper vorhanden, und zwar
vor allem als viszerales und als subkutanes Fettgewebe 3. WAT besteht histologisch vor allem
aus Adipozyten. Diese enthalten einen grof3en, univakuolaren Fetttropfen. Da dieser den
Hauptteil der Zellen ausfillt und die Adipozyten nur wenige Mitochondrien enthalten,
erscheinen sie weil} und sind namensgebend fiir das Gewebe 3. Eine wichtige Funktion von
WAT ist die Speicherung von tUberschussiger Energie in Form von Triglyceriden in ebenjenen
Adipozyten. Jedoch ist das WAT ebenfalls schon lange daflr bekannt, auch als endokrines
Organ eine wichtige Rolle zu spielen ’. Zum einen sezerniert das WAT Proteine mit endokriner
Funktion, sogenannte Adipokine (z.B. Leptin, Adiponektin, Insulin-like Growth Factor), zum
anderen besitzen die weillen Adipozyten Rezeptoren fur metabolische Signalwege (z.B. den
Insulin-Rezeptor) 7. Zusatzlich werden auch Zytokine produziert, welche verschiedene
Entziindungs- und Reparaturprozesse im Gewebe steuern .

Ubergewicht und Adipositas bewirken einen Zustand chronischer Inflammation im WAT. Sie
fuhren zu einer Hypertrophie der Adipozyten, zu einer Invasion von Immunzellen (z.B. M1-
Makrophagen) und zu einer vermehrten Produktion proinflammatorischer Adipokine und

Zytokine (z.B. Leptin, IL-6, TNF-a) bei gleichzeitig verminderter Produktion
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antiinflammatorischer Proteine (z.B. Adiponektin) durch die Adipozyten 8. Auch ein erhdhter
Gehalt an freien Fettsduren (FFS) und Hypoxie durch die vergroRerten Zellen bei
gleichbleibender vaskularer Versorgung tragen zur Inflammation des Gewebes bei °.
Insgesamt bewirkt die Entzindung im WAT eine systemische Inflammation und begunstigt
metabolische Folgeerscheinungen wie die zuvor bereits erwahnten assoziierten
Erkrankungen. Es entstehen unter anderem eine vermehrte Insulinsekretion aus dem
Pankreas bei gleichzeitig verminderter Insulinsensitivitdt in Leber und Muskeln, was die
Entwicklung eines T2DM zur Folge hat °, oder eine endotheliale Dysfunktion mit verminderter
Relaxation an den Gefalfen und daraus resultierend verschiedene kardiovaskulare

Folgeerkrankungen 3.

2.3. Braunes Fettgewebe (BAT)

Braunes Fettgewebe (brown adipose tissue = BAT) besteht im Gegensatz zum univakuolaren
WAT aus Adipozyten mit vielen kleinen, multivakuolaren Fetttropfen, in denen ebenfalls
Triglyceride gespeichert sind '°. AuRerdem besitzt es eine hohe Anzahl an Mitochondrien,
welche ihm sein braunes Aussehen verleihen. Die Mitochondrien enthalten das fir BAT
charakteristische uncoupling protein 1 (UCP-1), welches die Freisetzung von Energie in Form
von Warme ermdglicht .

Aktiviert wird BAT dabei (iber das sympathische Nervensystem (SNS) '°. Der Transmitter
Noradrenalin (NA) bindet an -Rezeptoren der Adipozyten und fihrt Gber ein G-Protein, cAMP
und PKA zur Aktivierung von Enzymen wie der Hormon-sensitiven Lipase (siehe Abbildung 1).
Diese wiederum bewirkt die Lipolyse von Triglyceriden in den braunen Adipozyten und so eine
Freisetzung von Glycerol und freien Fettsauren. Letztere werden zum einen durch die Acyl-
CoA-Synthetase zu Acyl-CoA aktiviert, zum anderen ins Mitochondrium transportiert. Hier
aktivieren sie das UCP-1-Protein 0. Die Acyl-CoA-Molekiile werden ebenfalls ins
Mitochondrium transportiert und die in ihnen enthaltene Energie Uber p-Oxidation und den
Citratzyklus in die Elektronentransporter FADH und NADH umgewandelt. Diese werden
schlieBlich in der sich anschlieRenden Atmungskette mithilfe von Sauerstoff zu Wasser
oxidiert. Gleichzeitig werden die dabei entstehenden Protonen in den Intermembranraum
gepumpt, den Raum zwischen innerer und aulierer Mitochondrienmembran. Dadurch entsteht
ein elektrochemischer Gradient Gber der Mitochondrienmembran, welcher die treibende Kraft
fir einen Rickstrom der Protonen ist '°. Der Gradient wird normalerweise von einer in der
Membran befindlichen ATP-Synthase genutzt, um aus ADP und Phosphat ATP zu generieren,
dem allgemeinen Energietrager der Zelle 2. Im BAT jedoch flieBen die Protonen durch das
ebenfalls in der Membran sitzende UCP-1-Protein. Die Energie des elektrochemischen
Gradienten wird dabei in Form von Warme in der Zelle frei. Dies bezeichnet man als

Thermogenese %",
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Es gibt zwei Hauptformen der Thermogenese, die kalteinduzierte Thermogenese zur
Erhaltung der Korpertemperatur bei Kalte und die nahrungsinduzierte Thermogenese (diet-
induced thermogenesis = DIT) zur Erhaltung des Korpergewichts bei Ubermaliger
Kalorienzufuhr 3. Erstere fihrt dabei durch zitterfreie Thermogenese zur Produktion von
Warme, zweitere bewirkt bei Zufuhr hochkalorischer Nahrung einen gewissen Verbrauch der
Uubermafigen Energie durch Warme. Fir beide Arten ist eine intakte Innervation tGber das SNS

essenziell, ebenso das Vorhandensein von UCP-1 3,

> Z T TN N\ Wdrme
— H H
\ AT N

NADH

@ fFFS \ e '\
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Abbildung 1: Aufbau und Funktionsweise eines Adipozyten des braunen Fettgewebes. Uber das sympathische
Nervensystem und den Transmitter Noradrenalin (NA) kommt es zur Aktivierung eines cAMP-PKA-Signalweges
und zur Spaltung von Triglyceriden (TG) durch die Hormon-sensitive Lipase (HSL). Daraus entstehende freie
Fettsduren (FFS) werden aktiviert, im Mitochondrium durch [(-Oxidation und Citratzyklus in die
Elektronentransporter NADH und FADH umgewandelt und in der Atmungskette oxidiert. Die entstehenden
Protonen flieRen durch das UCP-1 Protein, wodurch die Energie des elektrochemischen Gradienten als Wérme
freigesetzt wird. In Anlehnung an Canon et al.2004 °.

Fur die Funktion der Thermogenese ist das BAT schon sehr lange bekannt. Vor allem
Neugeborene haben eine grofle Menge an BAT. Lange Zeit herrschte die Annahme, dass sich
dieses nach der Neugeborenenperiode im Laufe der Zeit zurlckbildet und Erwachsene kein
BAT mehr besitzen '*. Mithilfe von PET-CT-Aufnahmen mit dem haufig verwendeten Maker
2-18F-Fluordesoxyglucose (FDG) entdeckte man jedoch, dass BAT auch bei Erwachsenen
vorkommt '8, Die am haufigsten angetroffenen und groten Ansammlungen finden sich hierbei
supraklavikular und im Bereich des Nackens. Dies unterscheidet sich etwas von der Verteilung

bei Mausen und Ratten, hier ist das interskapulare das am haufigsten vorkommende BAT ™.
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Ahnlich wie das WAT, das als endokrin aktives Organ Adipokine produziert, zeigt auch das
BAT eine endokrine Funktion. Die von ihm produzierten Adipokine werden haufig auch als
Batokine bezeichnet '®. Wahrend WAT vor allem Proteine des Kohlenhydratmetabolismus
sezerniert, produziert BAT hauptsachlich Proteine der Extrazellularmatrix (ECM) wie
Kollagene oder Lysozyme. Unter Stimulation des BAT durch Noradrenalin verschiebt sich dies
zugunsten der Produktion von anti-inflammatorischen und anti-oxidativen Proteinen 16,

Durch die Produktion der Batokine und den Energieverbrauch via Thermogenese hat auch
BAT einen Einfluss auf den Metabolismus des Korpers. Hierbei zeigt sich unter anderem eine
negative Korrelation von BAT und der Menge an viszeralem Fettgewebe sowie Inflammation
des Fettgewebes. Aullerdem ist das Vorhandensein von BAT negativ assoziiert mit dem
Auftreten von T2DM und Dyslipidamie, bei ebenso verbesserter Blutglukose und verbesserten

Triglycerid- und HDL-Blutwerten 7.

2.3.1. BAT und Ubergewicht
Da BAT einen Einfluss auf den Metabolismus ausibt, hat umgekehrt auch eine Veranderung
des Metabolismus einen Effekt auf das BAT. Ubergewicht und Adipositas fiihren hierbei
ahnlich wie im WAT ebenfalls zu einer Inflammation des Gewebes 8. Eine Mdglichkeit, den
durch Ubergewicht und Adipositas bewirkten Zustand der Inflammation im BAT auch
experimentell zu erzeugen und eine sogenannte Diat-induzierte Adipositas (diet-induced
obesity = DIO) zu erreichen, ist die Fitterung von Tieren mit einer hochkalorischen Diat,
beispielsweise einer High fat diet (HFD) °.
Mause, die mit einer HFD gefuttert wurden, zeigten eine Gewichtszunahme und eine
Hyperglykamie, ebenso eine morphologische Veranderung im BAT mit eher univakuolar
erscheinenden Fetttropfen. Des Weiteren waren eine verstarkte Infiltration mit Immunzellen
wie Makrophagen und erhéhte mRNA-Spiegel flur pro-inflammatorische Proteine wie IL-6 zu
sehen. AuRerdem waren die Proteinmengen von UCP-1 erhdht und die Mitochondrien zeigten
eine erhohte Zellatmung 2°. Insgesamt zeigte das BAT trotz der morphologischen
Veranderungen jedoch im Gegensatz zum WAT keine Fibrose und scheint daher im Vergleich
zu WAT resistenter gegen Inflammation zu sein 2.
Eine Transplantation von BAT bei mit HFD gefitterten Mausen fihrte wiederum zu einer
verminderten Gewichtszunahme, einer erhohten Glukosetoleranz und einer verbesserten
Insulinsensitivitat und verringerte die Inflammation des Gewebes, was sich beispielsweise in
einer verminderten Produktion pro-inflammatorischer M1-Makrophagen oder mMRNA-
Expression pro-inflammatorischer Proteine wie IL-6 darstellte 2'.
Auch im BAT wandern bei Ubergewicht und Adipositas Immunzellen in das Gewebe. Eine bei
der Inflammation in WAT und BAT wichtige Immunzellgruppe ist die der Makrophagen 2. Im
Vergleich scheint BAT zunachst weniger von dieser Inflammation durch Makrophagen
14



betroffen zu sein als WAT '8. Es zeigte sich zum Beispiel, dass in BAT eine geringere
Basalmenge von IL-6 vorlag. In einer Co-Kultur von Makrophagen und jeweils braunen und
weilken Adipozyten lie} sich aulerdem ein deutlich geringerer Anstieg in der Sekretion von
IL-6 in BAT beobachten 23, Mit zunehmender Dauer einer HFD kommt es jedoch auch im BAT
schlieBlich zu einem Zustand chronischer Inflammation, zu einer Invasion von Immunzellen
wie Makrophagen und Leukozyten und zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine 824,
Hierbei spielt insbesondere eine Hochregulation von Genen der Immunantwort eine Rolle,
welche wiederum die Infiltration durch Immunzellen begiinstigt 4.

Ob und wie weit dadurch eine Auswirkung auf die Funktionalitat des BAT und seine Fahigkeit
der Thermogenese entsteht, erscheint anhand der Literatur noch unklar. Wahrend in einigen
Studien bei Mausen unter HFD zum Beispiel eine erhdhte mRNA-Expression und zum Teil
auch eine erhohte Proteinexpression von UCP-1 zu beobachten war, wurde in anderen kein
oder ein inverser Effekt beobachtet 2°. Auf der anderen Seite hat sich jedoch gezeigt, dass
Mause ohne UCP-1 eine erhdhte Anfélligkeit fiir Ubergewicht hatten, welche sich sogar schon
unter Standarddiat zeigte und sich unter HFD nochmal deutlich verstarkte 2. Zusatzlich ist die
durch hochkalorische Nahrung induzierte DIT vollstandig vom Vorhandensein von UCP-1
abhangig %’. Es besteht die Mdglichkeit, dass DIT und UCP-1 kurzzeitig vor Ubergewicht durch
HFD schiitzen, jedoch nicht die Entstehung von Ubergewicht an sich verhindern kénnen %',
Insgesamt wird das Vorhandensein von UCP-1 bisher zumindest als gewisser Schutz vor der

Entwicklung von Ubergewicht betrachtet 4.

2.3.2. BAT und Sport
Der positive Einfluss von Sport auf das Herz-Kreislaufsystem und die Skelettmuskulatur sind
schon lange bekannt. Seine Effekte sind dabei unter anderem eine erhdhte Glukosetoleranz
und Insulinsensitivitat 2. Sport hat aber auch einen Einfluss auf andere Gewebe wie zum
Beispiel das Fettgewebe. Den positiven Einfluss auf das WAT haben dabei schon einige
Studien gezeigt, er stellt sich zum Beispiel in Form von verringerter AdipozytengréfRe, erhdhter
mitochondrialer  Aktivitdt und vermehrter Expression wichtiger Gene fir den
Glukosemetabolismus und die Oxidation von Fettsduren dar 28. Der Einfluss auf das BAT
scheint jedoch noch nicht eindeutig zu sein und ist méglicherweise auch unterschiedlich
zwischen Nagetieren und Menschen .
Wahrend in Studien mit Mausen und Ratten sowohl eine verstarkte BAT-Aktivitat zum Beispiel
in Form von erhdhter Expression von mitochondrialen Genen wie Ucp-1 als auch eine
unveranderte oder sogar verminderte Aktivitat zu beobachten war, scheint Sport bei Menschen
eher eine Reduktion der BAT-Aktivitat zu bewirken . In einer Studie von Mortiani et al. wurde
die durch Insulin bewirkte Glukoseaufnahme in Skelettmuskulatur und BAT nach 2-wdchigem
Training bei gesunden Probanden mit jeweils hoher und niedriger Ausgangs-BAT-Aktivitat
15



gemessen 3'. Wahrend sich im Skelettmuskel eine verbesserte Glukoseaufnahme durch das
Training zeigte, war diese im BAT bei denjenigen mit niedriger BAT-Aktivitat unverandert und
bei denjenigen mit hoher BAT-Aktivitat sogar vermindert 3'. Die Tatsache, dass die Gruppe mit
hoher BAT-Aktivitat bereits zu Beginn der Studie eine geringere Fettmasse insbesondere des
viszeralen Fettgewebes, eine verbesserte Insulinsensitivitat und eine hdéhere HDL-
Konzentration aufwies, zeigt jedoch die wichtige Rolle von BAT, selbst wenn seine Aktivitat
durch Training verringert wird 3'.

Auch in einer Studie von Lehnig et al., die die Veranderung durch Training in allen
vorkommenden BAT-Depots von Mausen untersuchte, zeigte sich eine verringerte BAT-
Aktivitat durch Sport %2, Zwar wurde eine Erhéhung der Expression von mitochondrialen Genen
(z.B. Ucp-1), Genen des Glukosemetabolismus (z.B. Glut-4) und Genen der
Fettsdureoxidation (z.B. Fabp-3) festgestellt, es gab jedoch keine Veranderungen auf
Proteinebene, und die Glukoseaufnahme und die Lipolyse waren letztlich verringert.
AuBerdem konnte nur ein kurzzeitiges Training Uber 5 Tage die mitochondriale Aktivitat
erhohen, wahrend ein langer andauerndes Training Uber 11 Tage diese wieder reduzierte *2.
Eine maogliche Erklarung hierfur sehen die Autoren darin, dass eine thermogene Aktivierung
von BAT wahrend des Sports nicht nétig ist, da die Kérpertemperatur durch Sport sowieso
schon erhoht wird 32, Es besteht aber die Ansicht, dass Sport trotzdem eine Auswirkung auf
das BAT-Gewebe haben kann, beispielweise, indem dessen endokrine Funktion erhéht wird
und metabolisch glinstige Adipokine produziert werden 30:32:33,

Sport aktiviert zudem das sympathische Nervensystem und fihrt zu einer Freisetzung von
Adrenalin und Noradrenalin. 3 Da BAT ebenfalls (ber das sympathische Nervensystem und
den Transmitter Noradrenalin aktiviert wird, erscheint es mdglich, dass Sport ebenso zu einer
Aktivierung von BAT flhrt 2. Eine mogliche Aktivierung seiner endokrinen Funktion ist dabei
plausibel, da unter Noradrenalin-Stimulation braune Adipozyten veranderte Batokine

freisetzen 6.
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2.4. Asprosin

Asprosin ist ein von Romere et al. im Jahr 2016 neu entdecktes Adipokin und Proteinhormon,
welches Fasten-induziert die Glukosefreisetzung aus der Leber bewirkt und bei Menschen und
Mausen mit Insulinresistenz erhoht ist *°. Umgekehrt fiihrt eine Neutralisierung zirkulierenden
Asprosins durch einen monoklonalen Antikdrper zu einer Reduktion der Insulinkonzentration
und ebenso der Glukosefreisetzung aus der Leber. Die Entdecker folgerten daraus, dass eine
Verringerung von Asprosin dem Hyperinsulinismus entgegenwirken kann, der mit dem
metabolischen Syndrom einhergeht 3°. Asprosin wird von den letzten beiden Exons des
Fibrillin-1 Gens (Fbn-1) codiert, Exon 65 und 66. Das daraus entstehende Protein Profibrillin-1
wird durch das Enzym Furin am C-terminalen Ende gespalten und daraus entstehen dann das
circa 30 kDa groRe Asprosin sowie Fibrillin-1, ein wichtiges Protein der ECM *°. Der Hauptort
der Produktion von Asprosin ist das WAT, was zu dessen Rolle als sekretorisches und
endokrin aktives Organ passt. Jedoch sahen Romere et al. bereits damals die Mdglichkeit,
dass auch andere Organe eine Quelle von Asprosin sein kdnnten. Die Untersuchung der Fbn1
MRNA-Expression bei Wildtyp und Ob/Ob-Mausen ergab bei den Ob/Ob-Mausen neben der
am starksten ansteigenden Menge an Fbn-1 mRNA im WAT auch einen Anstieg in
Skelettmuskel und BAT 25,

Asprosin hat verschiedene zentrale und periphere Effekte (siehe Abbildung 2). Im
Hypothalamus aktiviert es Uiber einen cAMP-PKA-Signalweg die sogenannten agouti-related
peptide neurons (AgRP), was eine Steigerung des Appetits bewirkt 6. In der Leber fiihrt es
Uber den olfaktorischen Rezeptor OR4M1 bei Menschen bzw. OLFR734 bei Mausen Uber
einen cAMP-PKA-Mechanismus zur Produktion von Glukose ¥’. Im Pankreas wirkt Asprosin
uber den Toll-like receptor (TLR) 4 und hat zum einen Uber eine Hemmung von cAMP eine
verminderte Insulinsekretion zur Folge, zum anderen resultieren Gber den JNK-Signalweg
(c-dJun N-terminal-Kinase) eine vermehrte Inflammation mit Produktion proinflammatorischer
Zytokine, Apoptose und ebenfalls eine Beeintrachtigung der Insulinsekretion 3. Im
Skelettmuskel fuhrt Asprosin Uber Aktivierung der Proteinkinase C-delta (PKC®) und
verschiedene Signalwege zu Inflammation und Stress des Endoplasmatischen Retikulums
(ER) und dadurch zu erhohter Insulinresistenz *°. In Adipozyten bewirkt es Uber den Nrf2-
Signalweg eine verminderte Expression von UCP-1 und damit einhergehend eine verminderte
Thermogenese, bei gleichzeitig erhdhter Fettsynthese und Speicherung in Fetttropfen 4.
Interessanterweise zeigte sich in Makrophagen durch Asprosin eine verminderte Akkumulation
von Lipiden #'. Ebenso zeigte sich eine schiitzende Wirkung auf mesenchymale Stromazellen,

welche durch Asprosin weniger radikale Sauerstoffspezies und Apoptose aufwiesen #2.
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Abbildung 2: Uberblick (iber die zentralen und peripheren Effekte von Asprosin. Nach seiner Produktion im weil3en
Fettgewebe wirkt Asprosin in unterschiedlicher Weise auf die einzelnen Organe. Im Hypothalamus aktiviert es (iber
cAMP und PKA die AgRP-Neurone und steigert den Appetit. In der Leber bewirkt es iiber Bindung an den OR4M1-
Rezeptor und den cAMP-PKA-Signalweg eine erhbhte Glukoseproduktion. Im Pankreas fiihrt es (iber einen TLR4-
Rezeptor zu einer verminderten Insulinsekretion sowie zu Inflammation. Im Skelettmuskel resultieren (iber den
PCK?&-Signalweg Inflammation und ER-Stress und somit eine Insulinresistenz. In den weilRen Adipozyten selbst
flihrt Asprosin Uber Nrf2 zu einer verminderten Thermogenese und einer erhbhten Fettspeicherung. In Anlehnung
an Farrag et al. 2023 %7,

2.4.1. Asprosin und Ubergewicht

Es gibt zahlreiche Studien, die einen Zusammenhang zwischen erhéhten Plasmaspiegeln von
Asprosin, BMI und Ubergewicht sehen, umgekehrt reduzieren sich Gewicht und
Nahrungsaufnahme bei der Gabe von Antikdrpern gegen Asprosin 3. In einer Studie zu
bariatrischer Chirurgie zeigten Patienten 6 Monate postoperativ eine signifikante Abnahme der
Asprosinspiegel. Hier ergab sich aulerdem, dass bei Patienten mit hohen initialen Mengen
an Asprosin der bariatrische Eingriff zu einer starkeren Reduktion ihres Koérpergewichts
fuhrte “. Jedoch scheint der Zusammenhang zwischen Ubergewicht und erhéhtem
Serumasprosin bei Kindern noch nicht ganz klar zu sein. Silistre et al. fanden erhdhte Mengen
an Asprosin bei Ubergewichtigen Kindern und damit ein mit Erwachsenen Ubereinstimmendes

Ergebnis “°. Dahingegen ergab sich bei Long et al. und Corica et al. eine verminderte Menge
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Asprosin bei Ubergewichtigen Kindern im Vergleich mit normalgewichtigen Kindern. Ebenso
fanden sie eine starkere Verringerung der Spiegel bei Jungen als bei Madchen 647
Insgesamt ist die Datenlage also noch nicht ganz klar und zeigt, dass Asprosin mdglicherweise

eine komplexe Rolle im Zusammenhang mit Ubergewicht spielt *3.

2.4.2. Asprosin und Sport

Hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen Sport und der Menge an Asprosin gibt es
ebenfalls verschiedenen Ergebnisse. Studien mit aerobem Training haben ergeben, dass
dieses sowohl bei Menschen als auch bei Mausen zu einer Reduktion der Asprosinspiegel
flhrte. Dies galt sowohl flr Gibergewichtige als auch fiir normalgewichtige Probanden #8-%°, Ko
et al. zeigten bei Ratten mit T1DM, dass aerobes Training Uber eine Hemmung des
cAMP-PKA-Signalwegs zu einer verminderten Asprosinfreisetzung aus der Leber und damit
einer reduzierten Blutglukose flihrte °'. Bei all diesen Studien schien dabei die Art des aeroben
Trainings keinen Einfluss zu haben, es waren zum Beispiel sowohl Radfahren und
Schwimmen, als auch Laufbandtraining effektiv 42

Akutes anaerobes Training (z.B. Sprint auf dem Laufband) schien im Gegenteil entweder
keinen Effekt zu haben oder fihrte zu einem Anstieg an Asprosin 5%, Eine mogliche Erklarung
konnte hier der Zusammenhang uUber die Blutglukose sein. Da anaerobes Training eine
Verminderung der Glukosespiegel in Blut und Muskeln bewirkt, kénnte Asprosin dem Uber
seinen Effekt in der Leber entgegenwirken “8. Insgesamt schien es bei den beiden Studien
jedoch auch Unterschiede zwischen den Geschlechtern und im Vergleich von tibergewichtigen

und normalgewichtigen Probanden gegeben zu haben 52%3,
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2.5. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Da das BAT wie bereits erwahnt eine wichtige metabolische Rolle durch die Produktion von
Adipokinen spielt und Asprosin als Adipokin wiederum einige Einflisse auf den Metabolismus
zeigt, stellt sich die Frage, ob BAT eine mdgliche Quelle von Asprosin sein kann. Hiertber gibt
es bisher keine Angaben in der Literatur. Gleichzeitig soll die Frage geklart werden, wo genau
maoglicherweise im BAT vorhandenes Asprosin lokalisiert ist und ob es dabei Unterschiede
innerhalb des Gewebes gibt.

Sowohl das BAT als auch Asprosin werden durch Ubergewicht und Sport beeinflusst. Es
kommt daher aulRerdem zum einen die Frage auf, wie sich eine mogliche Asprosinexpression
im BAT durch Ubergewicht und Sport jeweils verhalt, und zum anderen, wie sich das BAT
selbst durch diese metabolischen Eingriffe verandert. Auch hierfur gibt es bisher keinerlei oder
nur sehr widersprichliche Antworten in der Literatur.

Da Asprosin eine proinflammatorische Wirkung auf andere Gewebe zeigt, ware weiterhin
interessant zu wissen, ob es auch im BAT eine solche Wirkung hat bzw. welchen Einfluss
Asprosin mdglicherweise auf das BAT ausubt. Die zentralen Fragestellungen dieser Arbeit

lauten daher wie folgt:

1. Ist Asprosin im BAT lokalisiert?
2. Wie verandert sich die Asprosinexpression durch eine Intervention mit DIO?
3. Wie verandert sich die Asprosinexpression durch Sport?

4. Welche morphologischen Veranderungen entstehen im BAT durch DIO und Sport?

Mit den Erkenntnissen dieser Doktorarbeit soll ein wichtiger Beitrag zum besseren Verstandnis
von Asprosin geleistet werden. Da bisher noch wenig Wissen Uber dieses Proteinhormon
existiert, ihm gleichzeitig aber eine groRe Bedeutung in der Erkennung und Behandlung von
Adipositas und assoziierten Erkrankungen zugeschrieben wird 43, ist eine genaue Kenntnis
seiner Lokalisation, Expression und Veranderung durch metabolische Interventionen wichtig.
Dabei sollen insbesondere seine bisher unbekannten Effekte auf das BAT naher beleuchtet
werden, welches als metabolisch ginstiges Organ ebenfalls bereits in den Fokus der
Forschung geraten ist. Insgesamt soll so ein weiterer Baustein im Verstandnis der
Pathogenese von Adipositas und langfristig der Entwicklung mdglicher Therapien geschaffen

werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Gerate und Software

Tabelle 1: Verwendete Geréate und Software

Name

Hersteller, Herstellersitz

Leica ASP300S Fully Enclosed Tissue

Processor

Leica Biosystems, Buffalo Grove, IL, USA

Shandon Finesse ME+ Mikrotom

Thermo Fisher, Rockford, IL, USA

Paraffin Streckbad 1052

GFL, Burgwedel, Deutschland

NanoZoomer S360 Digital Slide Scanner

Hamamatsu, Hamamatsu, Japan

VS200 Slidescanner

Olympus, Hamburg, Deutschland

Fluoreszenz-Mikroskop Olympus BX53

Olympus, Hamburg, Deutschland

Fluoreszenzlichtquelle U-HGLGPS

Olympus, Hamburg, Deutschland

DP80 dual CCD Kamera

Olympus, Hamburg, Deutschland

Software CellSensDimension (V1.8)

Olympus, Hamburg, Deutschland

Bildauswertungssoftware
QuPath v. 0.2.3

Olympus, Hamburg, Deutschland

Bildauswertungssoftware
Imaged v. 1.53d

National Institutes of Health, USA
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Ultraschall-Homogenisator + GM2070 Stab | Bandelin, Berlin, Deutschland
SH 70G

Heiz-Thermomixer MHR23 1,5ml HLC, Bovenden, Deutschland

Doppelgel-Elektrophorese-System

_ PeqgLab, Erlangen, Deutschland
PerfectBlue™ Twin

Semi-Dry-Elektroblotter

PeglLab, Erlangen, Deutschland
PerfectBlue™

Power Supplies, PEQLAB Power Supply
Peqglab, Erlangen, Deutschland

EV231

Schuttler Polymax 1040 Heidolph, Schwabach, Deutschland
Folienschweiltgerat Severin Folio Severin, Sundern, Deutschland
Zentrifuge 5804R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
ChemiDoc XRS+ System Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Software Image Lab v. 4.0.1 Bio-Rad, Minchen, Deutschland
Schwingmuahle MM 400 Retsch, Haan, Deutschland
Zentrifuge Z 216 MK Hermle, Gosheim, Deutschland
Nano Quant infinite M200 Pro, NanoDrop- Tecan, Crailsheim, Deutschland
Spektrophotometer

Software IControl 2.0 Tecan, Crailsheim, Deutschland




Zentrifuge Rotina 420R

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Thermozykler
7500 Real-Time PCR System

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Software 7500 Software v2.0.6

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Software Graphpad Prism (V. 9.0)

CA, USA

Insightful Science (Dotmatics), San Diego,

3.1.2. Enzyme und Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Enzyme und Chemikalien

Name

Hersteller, Herstellersitz

Tissue-Tek O.C.T. ™

Sakura Finetek, Umkirch, Deutschland

Compound

Isopropanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
NeoClear Sigma Adrich, St. Louis, Missouri, USA

Ethanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Hamalaunlésung nach Mayer

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Eosin G

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Neo-Mount Anhydrous

mounting medium

Merck, Darmstadt, Deutschland

23




Picro-Sirius-Red-Ldsung

SkyTek Laboratories, Logan, UT, USA

0,2 % Phosphomolybcidan-

Saure

SkyTek Laboratories, Logan, UT, USA

0,5 % Essigsaureldsung

SkyTek Laboratories, Logan, UT, USA

PBS AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Tween 20 Sigma Adrich, St. Louis, Missouri, USA

Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sea Block Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA

Antibody Diluent

Dako (Agilent Technologies), Santa Clara, CA, USA

Fluoroshield mit DAPI

Sigma Adrich, St. Louis, Missouri, USA

Fluoromount Aqueous

mountin medium

Sigma Adrich, St. Louis, Missouri, USA

Tris-HCI Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
NaCl Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Igepal Sigma Adrich, St. Louis, Missouri, USA

Natriumdesoxycholat

Sigma Adrich, St. Louis, Missouri, USA

Leupetin

Sigma Adrich, St. Louis, Missouri, USA
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Aprotinin Sigma Adrich, St. Louis, Missouri, USA
Pepstatin A Sigma Adrich, St. Louis, Missouri, USA
PMSF Sigma Adrich, St. Louis, Missouri, USA
NaszVO, Sigma Adrich, St. Louis, Missouri, USA
NaF Sigma Adrich, St. Louis, Missouri, USA
Acrylamid-Mix Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Tris Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
SDS Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
APS Sigma Adrich, St. Louis, Missouri, USA
TEMED Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Bromphenolblau

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Glycerin

Sigma Adrich, St. Louis, Missouri, USA

B-Mercaptoethanol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Ponceau S Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Milchpulver Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
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BSA

Sigma Adrich, St. Louis, Missouri, USA

Ponceau-S

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

GE Healthcare Amersham™
ECL Prime Western Blotting

Detection Reagent

GE Healthcare, Chicago, USA

TriReagent

Sigma Adrich, St. Louis, Missouri, USA

Chloroform

Merck, Darmstadt, Deutschland

DNase-|-Puffer

Promega, Mannheim, Deutschland

RNase-free DNase

Promega, Mannheim, Deutschland

EDTA

Sigma Adrich, St. Louis, Missouri, USA

Reverse Transkriptase

Promega, Mannheim, Deutschland

Oligo-dt-Primer

Eurofins MWG, Ebersberg, Deutschland

Random Primer

Promega, Mannheim, Deutschland

RNase-Inhibitor

Promega, Mannheim, Deutschland

dNTP-Mix

Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA

M-MLV-Puffer

Promega, Mannheim, Deutschland

GoTaq Mastermix

Promega, Mannheim, DeutschlandE
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3.1.3. Stammldsungen und Puffer

Tabelle 3: Verwendete Stammlésungen und Puffer

Name Zusammensetzung

RIPA-Puffer 50 mM Tris-Hcl, 150 mM NaCl, 1 % Igepal, 0,25 %
Natriumdesoxycholat

RIPA-Puffer 1 mg/ml Leupetin, 5 mg/ml Aprotinin, 1,5 mg/ml Pepstatin A, 200

Modifikator mM PMSF, 200 mM NasVO4 und 200 mM NaF

Trenngel 6 %

je 10 ml: 53 ml dH20, 2 ml 30 % Acrylamid Mix, 2,5 ml
Trenngelpuffer (1,5 M Tris pH 8,8), 0,1 ml 10 % SDS, 0,1 ml 10 %
APS, 0,008 ml TEMED

Trenngel 10 %

je 10 ml: 4 ml dH.0, 3,3 ml 30 % Acrylamid Mix, 2,5 ml
Trenngelpuffer (1,5 M Tris pH 8,8), 0,1 ml 10 % SDS, 0,1 ml 10 %
APS, 0,004 ml TEMED

Sammelgel 4 %

je 10 ml: 6,8 ml dH.O, 1,7 ml 30 % Acrylamid Mix, 1,3 ml
Sammelgelpuffer (0,5 M Tris pH 6,8), 0,1 ml 10 % SDS, 0,1 ml
10 % APS, 0,01 ml TEMED

Probenpuffer 5x

0,082 M Sammelgelpuffer, 10 % SDS, 0,005 % Bromphenolblau,
50 % Glycerin, 25 % [-Mercaptoethanol, 625 mM Tris

Laufpuffer (Lammli-
Puffer) 10x

0,25 M Tris, 2 M Glycin, 1 % SDS

Transferpuffer

10 % Towbin-Puffer, 10 % Methanol und 80 % dH-0O

Towbinpuffer 10x

0,25 M Tris, 2 M Glycin

27



Blocking Solution 5 % Milch, 2 % BSA in TBS-Tween

TBS-Tween NaCl 10 mM, Tris 1 mM, 0,05 % Tween-20

3.1.4. Mausmodell

Zur Untersuchung der metabolischen Interventionen Ubergewicht und Sport wurden
mannliche BL/6J Wildtyp-Mause zufallig auf drei Gruppen aufgeteilt. Die erste Gruppe erhielt
eine Standarddiat (SD-Gruppe, fir Zusammensetzung der SD siehe Tabelle 4), die zweite
Gruppe erhielt ebenfalls die Standarddiat und hatte zusatzlich vom postnatalen Tag P42 bis
P70 ein Laufrad im Kafig, auf welchem sie nach Belieben ein freiwilliges Laufradtraining
absolvieren konnten (RUN-Gruppe), die letzte Gruppe erhielt eine Western-Style-Diat, welche
bei den Tieren eine Diat-induzierte Adipositas bewirkte (diet-induced obesity, DIO-Gruppe, flr
Zusammensetzung der Nahrung siehe Tabelle 4).

Alle zwei bis drei Tage wurden die aufgenommene Nahrung sowie die gelaufene Strecke und
Dauer des Trainings ausgelesen. Woéchentlich wurde das Gewicht der Tiere gemessen. An
Tag P56 wurden im Anschluss an eine 6-stiindige Fastenperiode Glukosetoleranztests (GTTs)
durchgefiihrt und dabei nach Verabreichung von 2g/kg Glukose die Glukosemenge in den
Minuten 0, 15, 30, 60 und 120 gemessen. An Tag P70 wurden die Tiere geopfert und die
Organe entnommen.

Alle Tierversuche entsprechen den ethischen Standards der einschlagigen nationalen
Leitfaden fur die Pflege und Verwendung von Versuchstieren (AZ81-02.04.2019.A130,
Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen, Disseldorf,
Deutschland) und wurden auRerdem vom Institutsausschuss (Universitatsklinikum Kaln,
Deutschland) genehmigt. Diese Arbeiten wurden im Vorfeld von Thorben Hoffmann
durchgeflhrt.
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Tabelle 4: Zusammensetzung Tiernahrung; SD = Standarddiét, DIO = Diet-induced obesity durch Western-Style
Diat

SD DIO
Fett kd % 9 45
Protein kd % 24 20
Kohlenhydrate | kJ % 67 35
Zucker kd % 8,8 19,1

3.1.5. Praparation

Das aus dem Nacken entnommene BAT entspricht dem interskapularen BAT (iBAT) der
Mause. Es wurde im Folgenden entweder direkt in flissigem Stickstoff eingefroren fir folgende
Protein- und RNA-Extraktionen, oder in Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound (Sakura Finetek)
eingebettet und in stickstoffgekihltem Isopentan eingefroren, oder flr 24 Stunden in 4 % PFA
und anschlieRend mindestens 24 Stunden und maximal eine Woche in 70 % Isopropanol
eingelegt und mit dem Leica ASP300S Fully Enclosed Tissue Processor (CMMC Tissue

Embedding and Histology Facility der Universitat KéIn) entwassert und eingebettet.
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3.2. Histologische Methoden

3.2.1. Einbetten und Schneiden

Die bei 4°C gelagerten Paraffinblécke wurden mithilfe eines Mikrotoms (Shandon Finesse
ME+ Mikrotom, Thermo Fisher Scientific) zu je 5 ym dicken Schnitten verarbeitet und im
Wasserbad (Paraffin Streckbad 1052, GFL) gestreckt. AnschlieRend wurden je 4 Schnitte auf
einen Objekttrager gebracht, diese Uber Nacht bei 37°C getrocknet und anschlieRend bei

Raumtemperatur (RT) gelagert.

3.2.2. H&E-Farbung

Fiur die Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurden die Schnitte zunachst fir drei Mal 5 Minuten in
Neo-Clear entparaffiniert und anschliefend mithilfe einer absteigenden Alkoholreihe (100 %,
96 %, 80 % und 70 % EtOH je 1 Minute) entwassert. Nach einem Waschschritt von 1 Minute
mit destilliertem Wasser (dH20) wurden sie zur Farbung der basophilen Zellkerne flir 5 Minuten
in einer sauren Hamalaunlésung nach Mayer (Carl Roth GmbH + Co. KG) inkubiert. Es folgte
ein kurzer Waschschritt in dH20, ein anschlielendes 6-minttiges Blauen unter flieRendem
Leitungswasser und ein erneutes kurzes Waschen in dH>O. Nun erfolgte eine Inkubation in
0,5 % wassrigem Eosin G (Carl Roth GmbH + Co. KG) fur 3 Minuten zur Farbung der
azidophilen Gewebestrukturen. Nach einem erneuten kurzen Waschschritt in dH2O wurden
die Schnitte mittels aufsteigender Alkoholreihe (70 %, 80 %, 96 %, 100 % EtOH je 1 Minute)
entwassert, mittels zwei Mal 5 Minuten Neo-Clear geklart und mit Neo-Mount (Anhydrous

mounting medium, Merck) eingedeckelt.

3.2.3. Picrosirius Red Farbung

Die Farbung der Schnitte mittels Picro-Sirius-Red-Lésung dient der Darstellung von
Kollagenfasern. Die hierfir verwendeten Reagenzien stammten allesamt von SkyTek
Laboratories. Es erfolgte zunachst wieder eine Entparaffinierung in drei Mal 5 Minuten Neo-
Clear, eine Entwasserung in absteigender Alkoholreihe (100 %, 96 %, 80 % und 70 % EtOH
je 1 Minute) und ein 1-minltiger Waschschritt in dH20. Die Schnitte wurden dann fur 3 Minuten
mit 0,2 % Phosphomolybdic Acid Solution bedeckt. AnschlieRend wurde die Picro-Sirius-Red
Solution auf das Gewebe gegeben und dieses fur 60 Minuten inkubiert. Es folgten ein
zweimaliges kurzes Spulen mit 0,5 % Acetic Acid Solution, eine Entwasserung mittels zwei
Mal 30 Sekunden 100 % EtOH und eine Klarung mittels zwei Mal 1 Minute Neo-Clear. Zum
Schluss erfolgte ein Eindeckeln der Schnitte mit Neo-Mount (Anhydrous mounting medium,
Merck).
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3.2.4. Immunfluoreszenzfarbung

Fur die Immunfluoreszenzfarbungen wurden kryokonservierte Schnitte verwendet. Diese
wurden nach einer 15-mindtigen Aufwarmphase zunachst 10 Minuten lang in 4 % PFA fixiert
und drei Mal 5 Minuten in PBS gewaschen. Dann wurden sie fiir je 30 Minuten in PBS-Tween
0,1 % und in 300 mM Glycin permeabilisiert. Im Anschluss erfolgte eine 1-stindige Blockung
mit 60 ul Sea Block (Thermo Fisher Scientific) pro Schnitt. Nun wurden die mit Antibody Diluent
(Dako) verdiinnten Primar-Antikérper (Verdiinnung siehe Tabelle 5) auf die Schnitte gegeben
und diese Uber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer gelagert. Am Tag darauf erfolgte ein
erneuter Waschschritt fur drei Mal 5 Minuten in PBS. AnschlieBend wurden die
entsprechenden Fluorophor-gekoppelten Sekundar-Antikérper auf die Schnitte gegeben
(ebenfalls in Antibody Diluent verdinnt, Verdinnung siehe Tabelle 6) und diese fur eine
Stunde bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS fir drei
Mal 5 Minuten erfolgte eine Gegenfarbung mit DAPI (Verdinnung 1:1000 in PBS), welche
nach 15 Minuten Einwirkzeit bei RT erneut durch drei Mal 5 Minuten PBS ausgewaschen
wurde. Zum Schluss erfolgte ein 2-minltiger Waschschritt mit dH>O und ein Eindeckeln mit
Fluoromount (Aqueous mounting medium, Sigma-Aldrich). Die Schnitte wurden dann bei 4 °C
gelagert. Eine Negativkontrolle wurde durch Weglassen der jeweiligen Primar-Antikorper

erreicht.

Tabelle 5: Verdiinnung Primér-Antikérper Immunfluoreszenzfarbungen

Name Host Verdiinnung | Hersteller Bestellnummer
Asprosin | Kaninchen 1:100 MyBiosource MBS7607159
hergestellt im Labor der
Fibrillin-1 | Kaninchen 1:1000
Biochemie der Universitat Kéin
Maus
a-SMA 1:500 Sigma Aldrich C6198

Cy3-konjugiert

CD-31 Ratte 1:200 Novus Biologicals NB600-1475SS
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Tabelle 6: Verdiinnung Sekundér-Antikérper Immunfluoreszenzfarbungen

Name/Farbe | Eigenschaft | Verdiinnung | Hersteller Bestellnummer
donkey anti-

Alexa 647 1:500 Jackson Immuno Research 711-605-152
rabbit

Cy3 goat anti-rat | 1:500 Jackson Immuno Research 112-165-003
goat anti-

Cy3 1:500 Jackson Immuno Research 115-165-003
mouse

3.2.5. Auswertung Histologie

Die HE-Schnitte wurden mithilfe des Slidescanners NanoZoomer S360 digital slide scanner
(Hammatsu) der CECAD Imaging Facilitiy der Universitdt Kéln gescannt. Die Sirius-Red-
Schnitte  wurden mit dem Slidescanner VS200 (Olympus) aufgenommen. Die
Immunfluoreszenzschnitte wurden mithilfe des manuellen Systemmikroskop BX43 und der
Fluoreszenzlichtquelle U-HGLGPS (beide von Olympus) mikroskopiert und in einer
Vergrélierung von 10 x, 20 x und 40 x aufgenommen (DP80 dual CCD Kamera, Olympus).
Zur Quantitativen Auswertung wurde QuPath verwendet (v. 0.2.3). Fir die Auswertung der
GroRe der Fetttropfen wurde eigenstandig eine Methode entwickelt (siehe Abbildung 3), bei
der zunachst zufallig 8 gleich grofle Quadrate (regions of interest, ROIs) im ganzen Gewebe
ausgewahlt und anschlieBend in diesen mithilfe des Polygon-Werkzeuges die Fetttropfen
markiert wurden. Dabei wurde darauf geachtet, nur solche Fetttropfen zu verwenden, die
vollstéandig innerhalb der ROls lagen und zusétzlich deutlich abzugrenzen waren. Mithilfe des
Measure Tools wurden die Durchmesser der markierten Polygone gemessen und schlieBlich

der Mittelwert aus allen Durchmessern gebildet.
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Abbildung 3: Methode zur Auswertung der FetttropfengréBe im Gewebe des BAT mithilfe von QuPath. (A) Auswahl
von 8 gleich groBen Quadraten (ROIs) im gesamten Gewebeschnitt. (B) Markierung der Fetttropfen mithilfe des
Polygonwerkzeuges. Dabei wurden nur Polygone markiert, die deutlich abzugrenzen und vollsténdig innerhalb der
ROIs waren. Im Anschluss wurden mithilfe des Measure Tools die Durchmesser der markierten Polygone
gemessen und der Mittelwert aller Durchmesser gebildet.
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Zur quantitativen Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen wurde die Intensitat der
Fluoreszenzfarbung mittels Schwellenwert gemessen. Bei der Untersuchung der Gefalie
wurde diese sowohl in der Asprosinfarbung als auch in der Fibrillin-1-Farbung jeweils einmal
auf die Gesamtgefaliflache und einmal auf die Anzahl an Zellen im Gefall normiert. Bei der
Untersuchung der Fibrillin-1-Farbung in Lappchen und Gewebe wurden jeweils ROls
ausgewahlt und die Intensitdt der Farbung innerhalb der ROls auf die gemessene
Gesamtflache der ROIls bezogen. Bei der Untersuchung der Asprosinfarbung im Gewebe
wurde die Intensitat erneut sowohl auf die Gesamtflache als auch auf die Anzahl an Zellen
normiert, da Asprosin vor allem intrazellular vorzufinden war. Reprasentative Beispielbilder
wurden mithilfe von QuPath (v. 0.2.3) und ImagedJ (v. 1.53d) erstellt.
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3.3. Western Blot

3.3.1. Proteinisolation

Fir die |Isolation der Proteine wurde RIPA-Puffer mit RIPA-Puffer-Modifikator
(Zusammensetzungen siehe Tabelle 3) versetzt und anschlieRend pro Gewebe 100 pl dieses
modifizierten RIPA-Puffers hinzugefugt. Das Gewebe wurde nun zunachst zerkleinert und
mittels Ultraschalls fir je 20 Sekunden bei 50 % Energie homogenisiert (Ultraschall-
Homogenisator + GM2070 Stab SH 70G, Bandelin). Nach einer Stunde Inkubationszeit auf
Eis wurden die Proben bei 14.000 U/min und 4 °C fur 5 Minuten zentrifugiert (Centrifuge
5804R, Eppendorf). Es folgten eine Uberfihrung des Uberstandes in ein neues

Reaktionsgefall und das Einfrieren der Proteine bei -80 °C.

3.3.2. Messung der Konzentration

Fir die Messung der Proteinkonzentration wurde das Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific) verwendet. Entsprechend Herstelleranleitung wurden die Reagenzien
A und B im Verhaltnis 50:1 gemischt. Dann erfolgte die Zugabe von 200 pl dieses Gemischs
zu 10 pl Probe bzw. Standard. Fur die Messung der Konzentration an Proteinen wurde der
NanoQuant infinite M200 Pro (Tecan) mit der zugehdrigen Software iControl 2.0 verwendet.
Dabei wurde nach einer 30-minutigen Inkubation der Proben bei 37 °C die Absorption bei

562 nm gemessen und anschlieend in Bezug zur Standardreihe gesetzt.

3.3.3. SDS-PAGE

Fir die Analyse der Proteine mittels Western Blot missen diese zunachst entsprechend ihrer
Grolke aufgetrennt werden. Dies geschieht mithilfe einer Gelelektrophorese, der SDS-PAGE
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamid gel electrophoresis). Verwendet wurden je 20 ug
Proteinprobe, die mithilfe von dH.O auf ein einheitliches Volumen verdinnt wurden.
AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 3 pl 5x Probenpuffer. Das in ihm enthaltene
B-Mercaptoethanol sorgt fur eine Spaltung der Disulfidbricken der Proteinstruktur, das
enthaltene SDS bewirkt eine gleichmalige negative Ladung aller Proteine. Durch
anschliefendes Erhitzen der Proben fiur 10 Minuten bei 70 °C werden die
Wasserstoffbrickenbindungen geldst und damit auch die Sekundar- und Tertiarstruktur der
Proteine zerstort. Dadurch sind die Proteine nur noch von ihrer Molekilmasse abhangig.

In der Gelelektrophorese sollen sie entsprechend dieser Molekilmasse aufgetrennt werden.
Hierfur wird Uber dem Gel eine Spannung angelegt und die negativ geladenen Proben
wandern in Richtung der Anode. Das im Gel enthaltene Polyacrylamid wirkt dabei als eine Art
Sieb. Je kleiner ein Protein ist, desto leichter und damit weiter wandert es durch das Gel. Man

unterscheidet zwischen Sammelgel und Trenngel, welche sich wiederum in ihrem
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Polyacrylamid-Anteil unterscheiden. Die Proteine durchlaufen zunachst das Sammelgel. Hier
werden sie alle auf einen Bereich konzentriert, sodass im Folgenden saubere Banden
entstehen kdénnen. Im anschlieRenden Trenngel erfolgt dann die Auftrennung entsprechend
ihrer Moleklimasse. Neben den Proteinen Iasst man noch einen Proteinmarker durch das Gel
laufen, welcher Proteine bekannter GréRe enthalt und diese jeweils farbig darstellt.

In diesem Ansatz liefen die Proben fir 45 Minuten bei 80 V durch das Sammelgel und fir
3 Stunden bei 120 V durch das Trenngel (Zusammensetzung der Gele siehe Tabelle 3). Der
verwendete Proteinmarker war der PageRuler Prestained von Thermo Fisher Scientific. Als
Gelelektrophoresegerat diente das Doppelgel-Elektrophorese-System PerfectBlue™ Twin von

Peqglab.

3.3.4. Ablauf Western Blot
Im Anschluss folgt der eigentliche Vorgang des Blottens, bei dem die Proteinbanden mithilfe
eines elektrischen Feldes aus dem Gel auf eine Nitrocellulose-Membran Ubertragen werden.
Die Membran wurde hierfur zunachst mittels kaltem dH>O aktiviert und zusammen mit
Filterpapieren in kalten Transferpuffer bestehend aus 10 % Towbin-Puffer, 10 % Methanol und
80 % dH0O fur 10 Minuten inkubiert. Anschlie®end wurden Gel, Membran und Filterpapiere in
einer Blotting-Kammer (Semi-Dry-Elektroblotter PerfectBlue ™, Peglab) so ausgerichtet, dass
die Membran naher an der positiven und das Gel naher an der negativen Elektrode lagen.
Dann wurde fir 2 Stunden ein elektrisches Feld mit 1,3 mA/cm2 Stromdichte angelegt (Power
Supply EV231, Peqglab). Auf diese Weise konnten die negativ geladenen Proteine aus dem
Gel auf die Membran wandern. Das urspringliche Bandenmuster der Proteine aus der
Gelelektrophorese wurde dabei erhalten. Die hier verwendete Membran war die Nitrocellulose
Blotting Membrane Amersham Protran mit 0,45 ym Porengrélte von GE Healthcare Life
Science.
Nach dem Blotting-Vorgang wurde die Membran in eine Ponceau-Ldsung gegeben. Diese
bindet reversibel an positive Aminogruppen von Proteinen und dient so dem Nachweis, dass
die Ubertragung der Proteine auf die Membran erfolgreich war. Sie kann anschlieRend mit
dH>O komplett wieder ausgewaschen werden.
Nun folgte zunachst eine 90-minttige Inkubation der Membran mit Blocking Solution (5 %
Milch, 2 % BSA), die mdgliche Bindungsstellen auf der Membran blockiert und so eine
unspezifische Bindung der Antikérper verhindert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe der
jeweiligen Primar-Antikérper (Verdinnung jeweils in 5 % BSA/TBST oder 5 % Milch/TBST,
siehe Tabelle 7) und die Inkubation mit diesen Uber Nacht bei 4 °C auf dem Schuttler (Polymax
1040, Heidolph).
Am Folgetag wurden alle unspezifisch gebundenen Primar-Antikérper mittels drei Mal
10 Minuten TBST weggewaschen und anschlieBend die mit HRP-gekoppelten Sekundar-
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Antikérper zugegeben (Verdinnung siehe Tabelle 7, alle von cell signaling). Nach einer
1-stiindigen Inkubation bei RT unter permanentem Schitteln wurden auch die unspezifisch

gebundene Sekundar-Antikorper durch einen drei Mal 10-minitigen Waschschritt mit TBST

entfernt.

Tabelle 7: Verdiinnung Primér- und Sekundér-Antikérper Western Blot

Sekundar-
GrofRe Her- Bestell-
Name Host Verdiinnung | AK mit
kDa steller nummer
Verdiinnung
anti-
1:1000 in Kaninchen MyBio- MBS76071
Asprosin | 20 Kaninchen
BSA 1:1000 in source 59
Milch
anti-
Thermo
1:500 in Kaninchen
Fibrillin-1 | 285 Kaninchen Fisher PA5-99225
Milch 1:3000 in
Scientific
Milch
anti-
1:3000 in Kaninchen Cell
GAPDH 37 Kaninchen 2118
BSA 1:5000 in Signaling
Milch
anti-Maus
a- 1:5000 in Sigma
55 Maus 1:5000 in T9026
Tubulin Milch Aldrich
Milch

3.3.5. Auswertung Western Blot

Die Auswertung der Proteinbanden wurde mit dem ChemiDoc XRS+-System (Bio-Rad)
durchgefihrt. AnschlieRend wurde mithilfe der Image Lab Software (Version 4.0.1, Bio-Rad)
das Volumen der jeweiligen Banden gemessen und in Bezug zum Volumen der

Kontrollladungen GAPDH und a-Tubulin gesetzt.
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3.4. qRT-PCR

3.4.1. RNA-Isolation

Fir die RNA-Isolation wurden zunachst je 500 pl TriReagent (Sigma-Aldrich) zur
Gewebeprobe gegeben, was eine Lyse und Freisetzung der Zellbestandteile bewirken soll.
AnschlieRend wurden die Proben 40 Sekunden lang homogenisiert (Schwingmihle MM400,
Retsch) und 5 Minuten bei RT inkubiert. Es folgte die Zugabe von 100 pl Chloroform zur
Bindung der RNA und nach 15 Sekunden Mischen eine Inkubation bei RT fur 3 Minuten. Dann
wurden die Proben fur 15 Minuten bei 12.000U/min und 4 °C zentrifugiert (Zentrifuge Z 216
MK, Hermle), wodurch eine Phasentrennung der Proben in RNA (obere wassrige Phase), DNA
(weilde Interphase) und Proteine (untere phenolhaltige Phase) erfolgte. Die RNA wurde jeweils
abpipettiert und 250 pl Isopropanol hinzugegeben. Dies bewirkt im Folgenden ein Ausfallen
der RNA in Form eines Pellets. Nach erneutem Mischen wurden die Proben fur 20 Minuten bei
4°C inkubiert und bei 15.000 U/min und 4 °C erneut fur 15 Minuten zentrifugiert. Nun wurde
das Isopropanol abgekippt und das entstandene RNA-Pellet zweimalig mit 500 pl 75 % EtOH
gewaschen, invertiert und 5 Minuten bei 15.000 U/min und 4 °C. zentrifugiert. Im Anschluss
erfolgte die Trocknung der Pellets flr 45 Minuten und die Losung in 30 pl RNase-freiem
Wasser (DEPC-A.d.).

3.4.2. Messung der Reinheit und Konzentration

Die Messung der Reinheit und Konzentration der RNA erfolgte erneut durch das NanoDrop
Spektrometer (NanoQuant infinite M200 Pro, Tecan) und die zugehdrige Software iControl 2.0.
Das zugrundeliegende Prinzip ist die UV-Spektrophotometrie. Dabei wird die Absorption von
UV-Licht durch die RNA bei den Wellenlangen 260 und 280 nm gemessen und daraus die
optische Dichte (OD) bestimmt. RNA hat ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm, Proteine haben
ihres bei 280 nm. Um eine mdgliche Verunreinigung der RNA durch Proteine zu detektieren,
bildet man daher anschlieRend den Quotienten aus OD260/0D280. Dieser sollte bei reiner
RNA zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Die Konzentration kann man aus der OD260 berechnen.
Eine OD260 von 1 entspricht dabei einer Menge von 40 ug RNA pro ml DEPC Ad..

3.4.3. Umschreiben in cDNA

Da RNA fir eine Vervielfaltigung und Analyse mittels PCR zu instabil ist, muss diese zunachst
noch zu ihrer komplementaren DNA (cDNA) umgewandelt werden. Dafur wurde je 1 uyg RNA
pro Probe verwendet und mit DEPC A.d. auf ein einheitliches Volumen verdinnt.

Es folgte der Verdau von mdglichen Resten genomischer DNA durch 1 yl DNase-I-Puffer und
1 pl RNase-free DNase fur 15 Minuten bei RT. Zur Beendigung des DNAase-Verdaus wurde
anschlielend 1 yl 25 mM EDTA als Stop-Solution zu den Proben hinzugeflgt und diese fur
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15 Minuten bei 65 °C inkubiert. Das fur die Synthese der cDNA bendtigte Enzym ist die
Reverse Transkriptase. Diese kann einen DNA-Strang nur verlangern, nicht aber beginnen.
Daher werden zusatzlich Primer bendétigt, die der Reversen Transkriptase einen
Ausgangspunkt fur die Synthese der cDNA liefern. Man unterscheidet zwischen Oligo-dT-
Primern und Random Primern. Oligo-dT-Primer bestehen aus einer Sequenz von mehreren
Thymin-Basen. Diese sind komplementar zu den Adenin-Basen des Poly-A-Schwanzes, den
die RNA nach ihrer Transkription zum Schutz vor einem vorzeitigen Abbau durch RNasen
erhalt. Random Primer hingegen bestehen aus jeweils sechs zufalligen Basen; in der Summe
sind alle méglichen Kombinationen dieses Nukleotid-Hexamers vorhanden, wodurch sich an
jedem RNA-Strang Bindungsstellen ergeben. Durch Verwendung von sowohl Oligo-dT- als
auch Random Primern wird sichergestellt, dass wirklich die gesamte RNA zu cDNA
umgewandelt wird.

In diesem Ansatz wurden 0,4 pl Oligo-dT-Primer und 0,6 yl Random Primer verdinnt in 4 pl
DEPC A.d. zu den Proben gegeben und fur 5 Minuten bei 70 °C inkubiert. AnschlieRend
erfolgte die Zugabe von 1 ul Reverser Transkriptase (M-MLV, 200 U), 0,5 ul RNase-Inhibitor
(40 U), 1,25 pl ANTP-Mix (je 10 mM pro Nukleotid), 5 pl M-MLV-Puffer und 2,25 yl DEPC A.d.
und eine Inkubation der Proben fir 1 Stunde bei 37 °C. Die entstandene cDNA wurde zum
Schluss bei -20 °C eingefroren und gelagert. Die verwendeten Enzyme und Ldsungen

stammen bis auf den dNTP-Mix (Thermo Fisher Scientific) allesamt von Promega.

3.4.4. Ablauf der gRT-PCR
Zur Untersuchung der cDNA hinsichtlich der Expression verschiedener Gene wurde eine
quantitative Real-Time PCR im SYBR-Verfahren durchgefiihrt. Beim SYBR-Verfahren wird ein
SYBR-Green Fluoreszenzfarbstoff verwendet, der sich in doppelstrangige DNA interkaliert.
Dadurch erhoht sich die Menge an Fluoreszenzsignal mit zunehmender Amplifikation der DNA.
Um zu garantieren, dass eine spezifische Bindung an die zu untersuchenden Gene
stattgefunden hat, wird im Anschluss an die PCR eine Schmelzkurve erstellt. Hierflr wird die
amplifizierte DNA zu Einzelstrangen aufgeschmolzen, wodurch das Fluoreszenzsignal wieder
abnimmt. Spezifisch amplifizierte DNA hat dabei einen héheren Schmelzpunkt als unspezifisch
amplifizierte, was sich in der Schmelzkurve zeigt. Vergleichbar werden die entstehenden
Messkurven mithilfe des Ct-Werts. Dabei handelt es sich um den Amplifikationszyklus, bei dem
die exponentielle Phase erreicht ist und das Fluoreszenzsignal zum ersten Mal héher als die
Hintergrundfluoreszenz ist. Neben der Amplifizierung der zu untersuchenden Gene erfolgt
wahrend der PCR auch eine Quantifizierung der vorhandenen Menge an Genen (daher der
Name quantitative real-time PCR, gRT-PCR).
Far die Durchfihrung der PCRs wurden 10 yl GoTaq Mastermix (Promega), 0,5 pl Primer
forward (10 uM), 0,5 pl Primer reverse (10 uM), 1 pl der jeweiligen cDNA und 8 pl dH20
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gemischt. In dieser Arbeit wurden die Primer fir das Fibrillin-1-Gen (Fbn1) und als
Housekeeping-Gen das B-Actin-Gen (Actb) verwendet. Die entsprechenden Primersequenzen
finden sich in Tabelle 8, sie stammen allesamt von Eurofins Genomics.

Die Ansatze wurden auf eine 96-Well-Platte gegeben und anschliefiend flr 3 Minuten bei
1000 U/min zentrifugiert (Zentrifuge Rotina 420R, Hettich). Dann folgte die PCR nach dem
folgenden Schema: zunachst 2 Minuten bei 50 °C, dann 10 Minuten bei 95 °C, anschliefsend
40 Zyklen lang je 15 Sekunden bei 95 °C und 1 Minute bei 60 °. Im Anschluss erfolgte eine
erneute Erhitzung und dadurch Aufschmelzung der DNA bei 95 °C fir 15 Sekunden. Das
verwendete Gerat war das 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems), mit der
dazugehorigen Software 7500 Software v2.0.6 (Life Technologies).

Tabelle 8: Primer-Sequenzen qt-RT-PCR, ACTB = B-Actin, FBN1 = Fibrillin-1

ACTB for TGACAGGATGCAGAAGGAGATTACT

ACTBrev | GCCACCGATCCACACAGAGT

FBN1 for GGTCAATGCAACGATCGAAA

FBN1 rev AGTGTGACAAAGGCAGTAGAAGCTT

3.4.5. Auswertung qRT-PCR
Zur Auswertung wurden abschliefend die gemessenen Ct-Werte von Fbn-1 auf die Ct-Werte
des gleichmalig exprimierten Haushaltsgens B-Actin normiert. Mit dieser AA-Ct-Methode

wurde die relative Genexpression in Excel berechnet %4,
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3.5. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mithilfe der GraphPad Prism Software (v. 9.0) durchgefihrt.
Bei einer Probenanzahl von mehr als n = 8 wurde zunachst Uberprift, ob die Daten
normalverteilt waren. Hierfiir wurde der D’Agostinos K?-Test angewandt. Falls die Daten einer
Normalverteilung folgten, wurde im Folgenden eine einfaktorielle Varianzanalyse (one-way
ANOVA) durchgefihrt, und im Anschluss ein ungepaarter T-Test. Falls die Daten nicht
normalverteilt waren, wurde ein Kruskal-Wallis-Test angewandt, gefolgt von einem Mann-
Whitney-U-Test. Beim Vergleich von verschiedenen Zeitpunkten wurde eine zweifaktorielle
Varianzanalyse (two-way ANOVA) durchgefuhrt, an welche sich ein ungepaarter T-Test
anschloss.

Als statistisch signifikant wurden die Ergebnisse wie folgt definiert: * p < 0.05, ** p < 0.01,
***p < 0.001, *** p < 0.0001. Alle Daten sind dabei als Mittelwert £ Standardabweichung

angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1. Vorarbeiten: Mausmodell

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Arbeiten und Ergebnisse wurden im Rahmen der
Promotionsarbeit von Thorben Hoffmann durchgefihrt und sind nicht Teil der hier
beschriebenen Promotionsleistung. Zum besseren Verstdndnis der eigenen Ergebnisse

werden sie hier dennoch gezeigt.

Zur Untersuchung des Einflusses von Ubergewicht und Sport auf das BAT und die
Asprosinlokalisation und -expression wurde ein Mausmodell aus drei Gruppen entwickelt. Die
SD-Gruppe und die RUN-Gruppe bekamen eine Standarddiat mit 9 kd% Fett und 67 kd%
Kohlenhydraten, die DIO-Gruppe eine Western-Style-Diat mit 45 kJ% Fett und 35 kJ%
Kohlenhydraten. Die RUN-Gruppe hatte zusatzlich von Tag P42 bis P70 jederzeit Zugang zu
einem Laufrad im Kafig, auf welchem sie insgesamt eine durchschnittliche Laufrate von
8,75 km/Tag =zuricklegten. Es zeigte sich dabei Uber die Zeit eine signifikante
Gewichtszunahme in der DIO-Gruppe verglichen mit der SD-Gruppe und gegen Ende auch
ein signifikant geringeres Gewicht in der RUN-Gruppe verglichen mit der SD-Gruppe (siehe
Abbildung 4).
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Abbildung 4: Absolutes Kérpergewicht in Gramm abhéngig vom Alter in Wochen in den drei Gruppen SD, RUN
und DIO. Zur statistischen Auswertung wurden eine zweifaktorielle Varianzanalyse (two-way ANOVA) und im
Anschluss ein ungepaarter T-Test durchgefiihrt (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** P < 0,0001, ns = nicht
signifikant). Es zeigten sich ein signifikant vermindertes Gewicht ab Woche 10 in der RUN-Gruppe im Vergleich zur
SD-Gruppe sowie ein signifikant erh6htes Gewicht in der DIO-Gruppe ab Woche 4.
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Trotzdem war die Nahrungsaufnahme in der DIO-Gruppe vermindert. Die am letzten Tag (P70)
in Kilokalorien gemessene Nahrungsaufnahme war in der DIO-Gruppe tendenziell vermindert,

die in Gramm gemessene Nahrungsaufnahme sogar signifikant (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Nahrungsaufnahme in Gramm und in Kilokalorien in den drei Gruppen SD, RUN und DIO an Tag
P70. Zur statistischen Analyse wurden ein Kruskal-Wallis-Test und im Anschluss ein Mann-Whitney-U-Test
durchgefiihrt (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** P < 0,0001, ns = nicht signifikant). Es zeigte sich eine
signifikant geringere Nahrungsaufnahme in Gramm gemessen in der DIO-Gruppe verglichen mit der SD-Gruppe
sowie eine tendenziell ebenfalls verminderte Nahrungsaufnahme in Kilokalorien in der DIO-Gruppe im Vergleich
zur SD-Gruppe.

43



Ein an Tag P56 nach 6h Fasten durchgefiihrter Glukosetoleranztest ergab zudem signifikant
erhdhte Blutglukosewerte in der DIO-Gruppe 30 und 60 Minuten nach Start des Tests
verglichen mit der SD-Gruppe (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Glukosetoleranztests (GTT) mit den jeweiligen Blutglukosekonzentrationen (iber der Zeit in den drei
Gruppen SD, RUN und DIO. Hierfiir wurden an Tag P65 nach 6 h Fasten 2 g/kg Glukose verabreicht und die
Blutglukose in mg/dl nach 0, 15, 30, 60 und 120 Minuten gemessen. Zur statistischen Auswertung wurden eine
zweifaktorielle Varianzanalyse (two-way ANOVA) und im Anschluss ein ungepaarter T-Test durchgefiihrt
(*p <0,05 **p<0,01, ™ p<0,001, *** P <0,0001, ns = nicht signifikant). Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg
der Glukosekonzentration in der DIO-Gruppe 30 und 60 Minuten nach Verabreichung im Vergleich zur SD-Gruppe.
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4.2. Morphologie des BAT

Um einen Uberblick Uber die Struktur des BAT zu erhalten, wurde eine H&E-Farbung
durchgefiihrt. Fir eine zusatzliche Ubersichtweise Aussage Uber die Anordnung von
Kollagenfasern im BAT wurde diese noch durch eine Picrosirius Red-Farbung erganzt (siehe
Abbildung 7). Im Vergleich zeigten die beiden Farbungen morphologisch deutliche
Unterschiede zwischen den drei Mausmodell-Gruppen. Die Fetttropfchen der RUN-Gruppe
erschienen kleiner als die der SD und DIO-Gruppe. In der DIO-Gruppe wirkten die Trépfchen

insgesamt aufgelockerter, weniger strukturiert und mehr wie einzelne grof3e Tropfen.

Sirius Red

50 ym

Abbildung 7: Ubersicht iiber die BAT-Morphologie und die braunen Adipozyten anhand histologischer Féarbungen
(links H&E, rechts Sirius-Red) in 40-facher Vergré3erung. Reprasentative Beispielbilder der drei Gruppen SD, RUN
und DIO wurden mithilfe der QuPath und Imaged Software erstellt. Es zeigten sich morphologisch kleinere
Fetttropfen in der RUN-Gruppe und eine aufgelockerte Struktur mit eher univakuolér erscheinenden Fetttropfen in
der DIO-Gruppe. Die Sirius-Red-Farbung zeigte wenige bis keine Kollagenfasern rund um die braunen Adipozyten.
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Kollagenfasern prasentierten sich vor allem rund um die Blutgefalle, aullerdem waren sie in
den Lappengrenzen vorhanden. Zwischen den einzelnen Adipozyten selbst fanden sich eher

wenige bis keine Kollagenfasern (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Darstellung von Blutgefé3en innerhalb des BATs anhand histologischer Férbungen (links H&E, rechts
Sirius-Red) in 40-facher VergréBerung. Reprdsentative Beispielbilder der drei Gruppen SD, RUN und DIO wurden
mithilfe der QuPath und Imaged Software erstellt. In der Sirus-Red-Férbung zeigte sich eine Anférbung von
Kollagenfasern rund um die Blutgefé3e und entlang von Lappengrenzen.
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Die statistische Auswertung der GroRe der Fetttropfen bestatigte einen signifikanten
Unterschied zwischen der SD- und der RUN-Gruppe mit durchschnittlich 76.06 um + 0.079 in
SD und 64.44 ym £ 0.057 in RUN (p < 0.01) (siehe Abbildung 9). Zwischen der SD- und DIO-
Gruppe zeigte sich kein signifikanter Unterschied (76.06 um = 0.079 vs. 73.73 £ 0.064), es

blieb beim morphologisch erscheinenden Unterschied.
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Abbildung 9: Quantitative Auswertung der GroRe der Fetttropfen. Dargestellt ist die Fetttropfengréf3e in um in den
drei Gruppen SD, RUN und DIO. Zur statistischen Analyse wurden ein Kruskal-Wallis-Test und im Anschluss ein
Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** P < 0,0001, ns = nicht signifikant).
Es zeigte sich ein signifikant geringerer Durchmesser der Fetttropfen in der RUN-Gruppe verglichen mit der SD-
Gruppe (64.44 um + 0.057 vs. 76.06 um £ 0.079).

4.3. Lokalisation von Asprosin im BAT

Um das Vorkommen von Asprosin im BAT genauer zu klassifizieren und seine Lokalisation im
Gewebe zunachst morphologisch zu eruieren, wurden mehrere Immunfluoreszenzfarbungen
durchgefihrt. Hierbei zeigte sich zunachst, dass Asprosin vor allem rund um die Gefalle des
BAT vorhanden war. Auch im Gewebe zeigte sich eine leichte Farbung, jedoch im Vergleich

deutlich weniger intensiv als perivaskular.
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4.3.1. Lokalisation in den GefaRen

Asprosin zeigte eine primare Farbung rund um die Blutgefalie (siehe Abbildung 10). Zur
Quantifizierung der Intensitat der Farbung wurde diese vergleichend einmal in Relation zur
Anzahl an Zellkernen und einmal in Relation zur Flache des GefalRes gesetzt. Diese
Intensitaten wurden jeweils zwischen den drei Gruppen verglichen (siehe Abbildung 11).
Hierbei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede, jedoch eine tendenziell starkere
Intensitat in der DIO-Gruppe verglichen mit der SD-Gruppe und eine geringere Intensitat in der
RUN-Gruppe verglichen mit der SD-Gruppe. Beim Anzeigen dieser Tendenzen schien es auch
keinen Unterschied zu machen, ob die Farbeintensitat auf die Gefalkflache oder auf die Anzahl

an Zellkernen bezogen wurde.

SD

RUN

DIO

Abbildung 10: Immunfluoreszenzfdrbung von Asprosin in BlutgefdBen des BAT in 40-facher Vergré3erung.
Représentative Beispielbilder der drei Gruppen SD, RUN und DIO sowie Negativkontrollen wurden mithilfe der
QuPath und ImagedJ Software erstellt. Es zeigte sich eine primére Férbung rund um die Blutgefél3e im Vergleich
zum restlichen Gewebe.
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Abbildung 11: Quantitative Messung der Farbungsintensitét von Asprosin an den Blutgefé3en im BAT. Mithilfe von
QuPath wurde hierflir die Farbungsintensitét jeweils auf die Zellzahl und die Gesamitfldche der Gefél3e normiert.
Zur statistischen Analyse wurden ein Kruskal-Wallis-Test und im Anschluss ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt
(*p <0,05 *p<0,01, * p<0,001, “*P < 0,0001, ns = nicht signifikant). Es zeigten sich keine signifikanten
Verdnderungen zwischen den einzelnen Gruppen, jedoch leichte Tendenzen zu einer verminderten
Farbungsintensitat in der RUN-Gruppe und einer erhbhten Farbungsintensitét in der DIO-Gruppe verglichen mit der
SD-Gruppe.
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Da sich die deutlichste Farbung von Asprosin rund um die Gefale prasentierte, wurden zur
genaueren Lokalisation von Asprosin im Gefald Co-Farbungen mit vaskuldren Markern
durchgefiihrt. Diese waren zum einen der endotheliale Marker CD-31 und zum anderen der
mesenchymale Marker a-SMA (siehe Abbildung 12). Hierbei zeigte sich in der Co-Farbung mit
CD-31 eine deutliche Uberlappung mit Asprosin. In der Co-Farbung mit a-SMA zeigte sich
jedoch keine Uberlappung. Daraus folgerten wir eine Lage von Asprosin in der Tunica intima

des Gefalles und nicht in der Tunica media.

Abbildung 12: Immunfluoreszenzfdrbung von Asprosin in Blutgefal3 des BAT in 40-facher Vergré3erung und Co-
Farbung mit vaskuldren Markern. (A) Co-Farbung mit dem endothelialen Marker CD-31. (B) Co-Férbung mit dem
mesenchymalen Marker a-SMA. Die Bilder wurden mithilfe der QuPath und Imaged Software erstellt. Es zeigte sich
eine deutliche Uberlappung von Asprosin mit dem endothelialen Marker CD-31, jedoch keine Uberlappung mit dem
mesenchymalen Marker a-SMA. Asprosin ist somit in der Tunica intima des Gefél3es vorhanden und nicht in der
Tunica media.
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4.3.2. Lokalisation im Gewebe

Zuletzt wurde die Asprosin-Farbung im Gewebe ausgewertet. Morphologisch konnte man hier
eine im Vergleich zur Gefaldfarbung deutlich schwachere Intensitat der Farbung erkennen,
welche bei héherer VergréRerung jedoch ebenfalls deutlich sichtbar war (siehe Abbildung 13).
Auch hier wurde die Intensitat der Farbung sowonhl in Relation zur Flache als auch in Relation
zur Zellkernanzahl gesetzt (siehe Abbildung 14). Hierbei zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede. Es liel3 sich jedoch im Vergleich zur SD-Gruppe die Tendenz einer verstarkten

Intensitat sowohl in der RUN- als auch der DIO-Gruppe beobachten.

SD

RUN

Abbildung 13: Immunfluoreszenzférbung von Asprosin in BAT-Gewebe in 40-facher Vergréerung.
Représentative Beispielbilder der drei Gruppen SD, RUN und DIO sowie Negativkontrollen wurden mithilfe der
QuPath und ImageJ Software erstellt. Es zeigte sich eine primér intrazelluldre Farbung im Zytosol sowie
perinukleér.
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Abbildung 14: Quantitative Messung der Farbungsintensitét von Asprosin im BAT-Gewebe. Mithilfe von QuPath
wurde hierfiir die Farbungsintensitét jeweils auf die Zellzahl und die Gesamtflache des Gewebes normiert. Zur
statistischen Analyse wurden ein Kruskal-Wallis-Test und im Anschluss ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt
(*p <0,05 *p <001, * p<0,001, *** P <0,0001, ns = nicht signifikant). Es zeigten sich keine signifikanten
Verdnderungen zwischen den einzelnen Gruppen, jedoch leichte Tendenzen zu einer erhbhten Férbungsintensitét
sowohl in der RUN-Gruppe als auch in der DIO-Gruppe verglichen mit der SD-Gruppe.

4.4. Lokalisation von Fibrilliin-1 im BAT

Da Asprosin ein  Spaltprodukt von  Profibrillin-1 ist, wurden  zusatzlich
Immunfluoreszenzfarbungen von Fibrillin-1 durchgefihrt. Diese zeigten ebenfalls ein
Vorliegen von Fibrillin-1 rund um die Blutgefal’e des BAT. Zusatzlich war auch eine Farbung
des BAT selbst zu sehen, und zwar vor allem in Form langer gleichmaRiger Fasern, die sich

durch das gesamte Gewebe zogen.
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4.4.1. Lokalisation in den GefaRen

Bei Farbung der Gefalie war deutlich zu sehen, dass diese Uber die Tunica intima als innerste
Gefalschicht hinausging (siehe Abbildung 15). Auch in der Fibrillin-1-Farbung erfolgte eine
quantitative Auswertung der Farbeintensitat. Hierfir wurde diese erneut jeweils auf die
Gefalflache und auf die Anzahl an Zellkernen bezogen (siehe Abbildung 16). Es ergab sich
kein signifikanter Unterschied, jedoch wie schon bei Asprosin eine Tendenz zu einer
geringeren Farbeintensitat in der RUN-Gruppe verglichen mit der SD-Gruppe und einer

teilweise erhoéhten Intensitat in der DIO-Gruppe.
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Abbildung 15: Immunfluoreszenzférbung von Fibrillin-1 in BlutgefdRen des BAT in 40-facher Vergré3erung.
Représentative Beispielbilder der drei Gruppen SD, RUN und DIO sowie Negativkontrollen wurden mithilfe der
QuPath und Imaged Software erstellt. Es zeigte sich eine Farbung rund um die Gefdl3e, welche (ber die Tunica
intima hinausging.
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Abbildung 16: Quantitative Messung der Férbungsintensitét von Fibrillin-1 an den Blutgefd3en im BAT. Mithilfe
von QuPath wurde hierfiir die Farbungsintensitét jeweils auf die Zellzahl und die Gesamitfldche der Gefél3e normiert.
Zur statistischen Analyse wurden ein Kruskal-Weallis-Test und im Anschluss ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt
(*p <0,05 *™p <001, " p <0001, P < 0,0001, ns = nicht signifikant). Es zeigten sich keine signifikanten
Verdnderungen zwischen den einzelnen Gruppen, jedoch leichte Tendenzen zu einer verminderten
Farbungsintensitat in der RUN-Gruppe und einer erhbhten Farbungsintensitét in der DIO-Gruppe verglichen mit der
SD-Gruppe.
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4.4.2. Lokalisation im Gewebe

Bei Betrachtung der Farbung des Gewebes fielen zunachst die langen Fasern durch das
Gewebe, entlang von Lappchengrenzen und am Rande des BAT auf (siehe Abbildung 17).
Auch rund um die Adipozyten zeigte sich eine leichte Farbung (siehe Abbildung 19). Es erfolgte
erneut eine quantitative Auswertung dieser Farbungen. Zunachst wurde die Intensitat
ausgewahlter identisch groRRer ROIls entlang der Lappchenfarbung auf die gemessene
Gesamtflache der ROIs normiert (siehe Abbildung 18). Es ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede, jedoch erneut eine leichte Tendenz zu einer teilweise verminderten

Farbungsintensitat in der RUN- und einer erhdhten Intensitat in der DIO-Gruppe.
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Abbildung 17: Immunfluoreszenzfdrbung von Fibrillin-1 entlang von Lé&ppchengrenzen des BAT in 40-facher
VergréRerung. Reprdsentative Beispielbilder der drei Gruppen SD, RUN und DIO sowie Negativkontrollen wurden
mithilfe der QuPath und ImagedJ Software erstellt. Es zeigte sich eine Farbung in Form von langen Fasern durch
das Gewebe, am Rand des Gewebes und entlang von Léppchengrenzen.
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Fibrillin-1 pro Lappchengrenze
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Abbildung 18: Quantitative Messung der Férbungsintensitdt von Fibrillin-1 an den Ldppchengrenzen im BAT.
Mithilfe von QuPath wurde hierfiir die Farbungsintensitat zuféllig gesetzter ROIs an den Léppchen jeweils ins
Verhéltnis zur Gesamtflache der ROIs gesetzt. Zur statistischen Analyse wurden ein Kruskal-Wallis-Test und im
Anschluss ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt (* p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, **** P < 0,0001, ns = nicht
signifikant). Es zeigten sich keine signifikanten Verdnderungen zwischen den einzelnen Gruppen, jedoch leichte
Tendenzen zu einer verminderten Farbungsintensitét in der RUN-Gruppe und einer erh6hten Férbungsintensitét in
der DIO-Gruppe verglichen mit der SD-Gruppe.
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Im Folgenden wurde die Intensitat ausgewahlter identisch groBer ROIs im Gewebe auf die
gemessene Gesamtflache der ROIls bezogen und daraus eine quantitative Analyse der
Gewebsfarbung von Fibrillin-1 erstellt (siehe Abbildung 20). Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede, aber eine Tendenz zu einer verstarkten Farbung in der DIO-Gruppe verglichen
mit der SD- und RUN-Gruppe.
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Abbildung 19: Immunfluoreszenzfarbung von Fibrillin-1 im Gewebe des BAT in 40-facher VergréBerung.
Représentative Beispielbilder der drei Gruppen SD, RUN und DIO sowie Negativkontrollen wurden mithilfe der
QuPath und Imaged Software erstellt. Es zeigte sich primér eine Farbung extrazelluldr rund um die braunen
Adipozyten.
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Fibrillin-1 pro Gewebefliache
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Abbildung 20: Quantitative Messung der Farbungsintensitdt von Fibrillin-1 im Gewebe des BAT. Mithilfe von
QuPath wurde hierfiir die Farbungsintensitdt zuféllig gesetzter ROIs im Gewebe jeweils ins Verhéltnis zur
Gesamtflache der ROls gesetzt. Zur statistischen Analyse wurden ein Kruskal-Wallis-Test und im Anschluss ein
Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** P < 0,0001, ns = nicht signifikant).
Es zeigten sich keine signifikanten Verdnderungen zwischen den einzelnen Gruppen, jedoch eine tendenziell
erhéhte Farbungsintensitét in der DIO-Gruppe verglichen mit der SD-Gruppe.
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4.5. Vergleich Lokalisation von Asprosin und Fibrilliln-1 im BAT

Im direkten Vergleich der beiden Proteine Asprosin und Fibrillin-1 zeigten sich Unterschiede
sowohl in der Farbung der GefalRe als auch in der Farbung des Gewebes (siehe Abbildung 21).
Am Gefald war Asprosin wie bereits erwahnt vor allem in der Tunica intima vorhanden,
wohingegen Fibrillin-1 deutlich dartber hinausging. Auch imponierte die Form der Farbung
unterschiedlich, bei Asprosin eher ordentlich und sauber abgrenzbar, bei Fibrillin-1 mit etwas
weniger Struktur, weniger deutlich abgrenzbar und etwas faseriger. Ein Vergleich der
quantitativen Farbungsintensitat in den Gefallen bei Asprosin und Fibrillin-1 ergab bei beiden
zumindest eine tendenziell verminderte Farbung in der RUN-Gruppe und eine verstarkte
Farbung in der DIO-Gruppe verglichen mit der SD-Gruppe (siehe Abbildungen 11 und 16).
Schaute man sich die Farbung des Gewebes an, war Asprosin hier eher schwacher vertreten,
wahrend Fibrillin-1 deutlich als lange Fasern quer durch das gesamte Gewebe zog. Bei
genauerer Betrachtung des Gewebes und in hdherer Vergrdllerung sah man auch bei
Asprosin eine Farbung (siehe oben, Abbildung 13). Diese war am deutlichsten rund um die
Zellkerne und an einzelnen Stellen auch im Zytosol der braunen Adipozyten sichtbar. In dieser
Vergroflerung sah man auch bei Fibrillin-1 eine Farbung innerhalb des Gewebes (siehe oben,
Abbildung 19). Diese ahnelte von der Form sehr den einzelnen Adipozyten des BAT, umgab
diese also wie ein Gerlst. Im Vergleich der beiden Gewebsfarbungen von Asprosin und
Fibrillin-1 fiel bei beiden zumindest eine leichte Tendenz zu einer verstarkten Intensitat der
Farbung in der DIO-Gruppe auf (siehe oben, Abbildungen 14 und 20).
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Abbildung 21: Gegentberstellung der Imnmunfluoreszenzfarbungen von (A) Asprosin und (B) Fibrillin-1 im BAT mit
Fokus auf Gefél3e und Lappchengrenzen in 10- und 40-facher VergréRerung. Die Bilder wurden mithilfe der QuPath
und Imaged Software erstellt. Sowohl Asprosin als auch Fibirllin-1 zeigten eine deutliche Farbung rund um die
Blutgefél3e, Asprosin entlang der Tunica intima, Fibrillin-1 dartiber hinaus. Im Gewebe selbst zeigte Asprosin eine
schwéchere Farbung, welche primér intrazelluldr und perinukledr ausgeprégt war. Fibrillin-1 dagegen présentierte
sich in Form langer Fasern und extrazelluldr rund um die braunen Adipozyten.
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4.6. Expression von Asprosin auf Proteinebene

Um nicht nur morphologische und semiquantitative Aussagen zur Prasenz von Asprosin und
Fibrillin-1 im BAT zu erhalten, wurden im nachsten Schritt die Proteine isoliert und das Gewebe
mithilfe von Western Blots auch auf Proteinebene analysiert. Hier zeigte sich bei Asprosin eine
signifikant erhdhte Proteinexpression in der DIO-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe
(p < 0.01). Kein signifikanter Unterschied war zwischen der RUN- und der SD-Gruppe zu
beobachten, jedoch tendenziell eine leichte Erhéhung auch in der RUN-Gruppe verglichen mit
der SD-Gruppe (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 22: Asprosinexpression im Western Blot in den drei Gruppen SD, RUN und DIO. Als Ladungskontrolle
wurde GAPDH verwendet. Zur quantitativen Auswertung der relativen Proteinexpression von Asprosin wurde
mithilfe der ImageLab Software das Volumen der Banden von Asprosin auf das Volumen der Banden von GAPDH
normiert. Zur statistischen Analyse wurden ein Kruskal-Wallis-Test und im Anschluss ein Mann-Whitney-U-Test
durchgefihrt (*p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001, *** P < 0,0001, ns = nicht signifikant). Es zeigte sich eine
signifikant erhbhte Proteinexpression in der DIO-Gruppe verglichen mit der SD-Gruppe.
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4.7. Expression von Fibrillin-1 auf Proteinebene

In der Analyse von Fibrillin-1 gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
Gruppen. Tendenziell gab es eine Verminderung in der RUN- und DIO-Gruppe verglichen mit
der SD-Gruppe (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23: Fibrillin-1-Expression im Western Blot in den drei Gruppen SD, RUN und DIO. Als Ladungskontrolle
wurde a-Tubulin verwendet. Zur quantitativen Auswertung der relativen Proteinexpression von Asprosin wurde
mithilfe der ImageLab Software das Volumen der Banden von Fibrillin-1 auf das Volumen der Banden von a-Tubulin
normiert. Zur statistischen Analyse wurden ein Kruskal-Wallis-Test und im Anschluss ein Mann-Whitney-U-Test
durchgefihrt (*p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** P < 0,0001, ns = nicht signifikant). Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen, jedoch eine leichte Tendenz einer verminderten
Proteinexpression in der RUN- und DIO-Gruppe verglichen mit der SD-Gruppe.
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4.8. Expression von Fibrillin-1 auf Genebene
Da Asprosin als Spaltprodukt von Profibrillin-1 entsteht, wurde zuletzt noch die Expression auf
Genebene betrachtet und hierfiir das Fbn7-Gen untersucht. Hier zeigte sich kein signifikanter

Unterschied und auch keine Tendenz zwischen den drei Gruppen (siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24: Fibrillin-1-Expression in der gPCR in den drei Gruppen SD, RUN und DIO. Zur quantitativen
Auswertung der relativen Genexpression von Fibrillin-1 wurden die gemessenen Ct-Werte von Fibrillin-1 auf die
des Haushaltsgens B-Actin normiert und mithilfe der AA-Ct-Methode die relative Genexpression berechnet. Zur
statistischen Analyse wurden ein Kruskal-Wallis-Test und im Anschluss ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt
(*p <0,05 *p <001, " p<0,001, *** P <0,0001, ns = nicht signifikant). Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.
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5. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, den potenziellen Einfluss von Ubergewicht und Sport auf die
Lokalisation und Expression des neu entdeckten Adipokins Asprosin im BAT zu klaren. Hierflr
wurde ein Mausmodell entwickelt, das die entsprechenden metabolischen Interventionen
durch Nahrung und Sport bewirkte. Da Asprosin zusammen mit dem ECM-Protein Fibrillin-1
aus dem gemeinsamen Vorlauferprotein Profibrillin-1 entsteht %, betrachteten wir zur Klarung
der Frage nach Asprosin auch Fibrillin-1 auf Gen- und Proteinebene sowie im Gewebe. Der
Einfluss von Ubergewicht und Sport auf das BAT selbst wurde (bersichtsweise anhand von
Farbungen beleuchtet. Im Folgenden sollen die initial vorgestellten Fragestellungen der Reihe

nach beantwortet und diskutiert werden.

5.1. Lokalisation von Asprosin im BAT

Immunfluoreszenzfarbungen von Asprosin zeigten sowohl im BAT-Gewebe selbst als auch in
den BlutgefalRen des BAT ein Signal, wobei es in letzteren deutlich intensiver ausgepragt war.
Auch die direkte Messung der Gesamtmenge Asprosin in Western Blot Analysen ergab den
Nachweis von Asprosin. Daraus lasst sich zunachst einmal schlieBen, dass Asprosin
tatsachlich im BAT lokalisiert ist. Ob das BAT dabei selbst Asprosin produziert, oder ob es
Uber das Blut ins Gewebe transportiert wird, ist nicht ganz klar und erfordert weitere
Untersuchungen. Bei genauerer Betrachtung der Asprosinfarbung der Blutgefale durch Co-
Farbungen mit endothelialen und mesenchymalen Markern ergab sich jedoch zumindest, dass
Asprosin insbesondere im Endothel vorhanden ist. Ein vorherrschendes Auftreten von
Asprosin in Endothelzellen wurde zuvor bereits in Untersuchungen von Asprosin in der
Plazenta gezeigt *°. Eine gewisse endokrine Funktion ist daher moglich und passt auch zu
einer der Aufgaben des BAT als sekretorisches Organ %. Ahnlich wie das WAT als bekannter
Hauptproduktionsort von Asprosin 3% ist es also mdglich, dass auch das BAT dieser Aufgabe
der Produktion von Asprosin nachkommt. Dabei ware eine Moglichkeit, dass Asprosin im BAT
produziert und anschlie3end in den Endothelzellen gespeichert wird.

Es gilt jedoch zu bedenken, wie Asprosin entsteht, namlich zusammen mit Fibrillin-1 als
C-terminales Spaltprodukt von Profibrillin-1 3. Fibrillin-1 wiederum ist ein wichtiges Protein der
ECM. Durch die Bildung von 10-12 nm dicken Mikrofibrillen sorgt es fir Stabilitdt und
gleichzeitig Elastizitdt von Geweben *’. Die Herstellung der Mikrofibrillen erfordert dabei in
jedem Fall eine erfolgreiche Abspaltung des C-terminal gelegenen Asprosins, jedoch stellt sich
umgekehrt die Frage, ob fir die Herstellung von Asprosin auch immer die Herstellung von
Fibrillin-1 notwendig ist . Bisher war man der Ansicht, dass fiir jedes Asprosin auch ein

Fibrillin-1 produziert wird, da keine Mechanismen des alternativen Splicings bekannt sind 8.
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Prinzipiell ist es ist auch kein neues Phanomen, dass Spaltprodukte von ECM-Proteinen als
metabolisch aktive Proteine fungieren. Dieser Gruppe von Proteinhormonen wurde kurzlich
der Name Caudamine gegeben, vom lateinischen Begriff cauda fir Schwanz, denn sie alle
sind das C-terminale Spaltprodukt eines viel groReren Proteins, das keinerlei metabolische
Funktion austibt %°. Ein Beispiel ist Endotrophin, das C-terminale Spaltprodukt von Kollagen 6,
welches im Fettgewebe zu Inflammation, Fibrose und Insulinresistenz fihrt 8. Ein anderes
Beispiel ist das vom C-terminalen Ende von Kollagen 18 abgespaltene Endostatin, welches
durch die Erhéhung intrazellularen Stickstoffmonoxids (NO) vasodilatierend auf die
Endothelzellen von GefalRen wirkt ®'. All diesen Caudaminen wird eine groRe Bedeutung im
Verstandnis und der Behandlung von Krankheiten wie dem metabolischen Syndrom
zugeschrieben *°.

Jedoch warfen bereits Muthu et al. die Frage auf, wie genau die Produktion des starren ECM-
Proteins Fibrillin-1 mit der periodischen Freisetzung von Asprosin in Abhangigkeit von der
jeweiligen Stoffwechsellage zusammenpasse. Sie vermuteten daher intra- oder extrazellulare
Speicher, aus denen Asprosin bei Bedarf freigesetzt werden konne 8. Auch Summers et al.
sahen das Argument der taglichen Schwankungen in der Asprosinkonzentration und die
fasten-induzierte Freisetzung im Widerspruch . Sie stellten ebenfalls den berechtigten
Einwand, dass die Produktion eines Fibrillin-1 pro Asprosin eine grofl3e Verschwendung von
Ressourcen in der Zelle ware, wenn man bedenkt, dass die Umwandlung von Profibrillin-1 zu
fertigem Fibrillin-1 bis zu 20 Stunden dauert, und dabei bis zu 3000 Aminosduren produziert
werden, um letztlich das nur 140 Aminosauren lange Asprosin herzustellen °’. Sie nehmen
daher an, dass Asprosin unabhangig von der Synthese von Fibrillin-1 produziert oder
zumindest freigesetzt wird °’. Hierfiir sehen sie zwei Moglichkeiten — zum einen das Vorliegen
eines separaten Promotors auf der C-terminalen Seite des Fibrillin-1-Gens, zum anderen eine
Speicherung von Asprosin nach der Abspaltung in denjenigen Geweben, die es sezernieren,
und ein Abbau in allen anderen °’. Ein &hnliches Prinzip gibt es zum Beispiel bei Insulin,
welches in Granula in der Zelle gespeichert und erst bei Stimulation der Zelle freigesetzt
wird 62,

Dabei kdnnten vor allem metabolisch und endokrin aktive Organe als solcher Speicherort
fungieren. Ein solches kénnte das BAT sein. Hier stellte sich die Farbung von Asprosin im
Gewebe vor allem rund um die Zellkerne und zum Teil auch im Zytosol der braunen Adipozyten
dar. Dies korreliert mit den Ergebnissen anderer Farbungen, bei denen Asprosin in
metabolisch aktiven Organen wie der Leber ebenfalls eher intrazellular in vesikelahnlichen
Strukturen angesiedelt war %. In anderen Organen wie beispielsweise dem Herz oder der
Plazenta war es hingegen ahnlich wie Fibrillin-1 extrazellular und als lange Fasern

vorherrschend.
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In den durchgefihrten Immunfluoreszenzfarbungen von Fibrillin-1 hat sich eine gewisse Co-
Lokalisation am Endothel der Blutgefalte ergeben, jedoch ging die Farbung dariber hinaus.
Aulerdem zog sich Fibrillin-1 als Fasern durch das gesamte Gewebe. Rund um die Adipozyten
selbst war es wie ein Gerist entlang der Zellmembranen vorhanden. Das alles passt zu seiner
erwahnten Funktion als ECM-Protein und korreliert wie auch schon die Farbung von Asprosin
mit Ergebnissen anderer Immunfluoreszenzfarbungen ¢4, Es scheint also im BAT trotz des
gemeinsamen Ursprungs einen Unterschied zwischen dem ECM-Protein Fibrillin-1 und dem
metabolisch aktiven Asprosin zu geben. Erneut stellt sich die Frage, was nach der Spaltung
von Profibrillin-1 in Fibrillin-1 und Asprosin geschieht und ob sie gleichzeitig oder unabhangig

voneinander produziert und freigesetzt werden.

5.2. Auswirkungen von DIO auf Asprosin im BAT

Western-Blot-Analysen von Asprosin zeigten eine signifikant erhéhte Proteinmenge in der
DIO-Gruppe verglichen mit der SD-Gruppe. Dies ist im Einklang mit anderen Studien, bei
denen die Menge an Asprosin im Plasma bei Ubergewichtigen Erwachsenen und teilweise
auch Kindern erhéht war und positiv mit dem BMI korrelierte 3743, Wie bereits erwahnt fuhrt
Ubergewicht zu einem Zustand chronischer Inflammation im Fettgewebe 8. Auch Asprosin hat
nachweislich eine proinflammatorische Wirkung auf Gewebe wie den Skelettmuskel, das
Pankreas und das WAT ¥. Es ist also gut moglich, dass Asprosin auch im BAT einen
proinflammatorischen Effekt hat, moglicherweise ausgehend von den Endothelzellen. Im
Vergleich der drei Mausgruppen zeigte sich hier tendenziell eine starkere Farbungsintensitat
in der DIO-Gruppe. Endothelzellen sind bekannt dafir, eine wichtige Rolle in der Entstehung
von Inflammation in Geweben zu spielen. Bei Aktivierung werden Signalwege in Gang gesetzt,
die uber die Freisetzung von Chemokinen und Zytokinen zur Einwanderung von Leukozyten
fuhren 5. Im Fettgewebe stellen auch die von ihm produzierten Adipokine einen wichtigen Teil
in der Aktivierung der Endothelzellen dar . Eines dieser Adipokine ist das Leptin, ein
Proteinhormon, das von weillem Fettgewebe sezerniert wird und im Hypothalamus das
Hungergefiinl hemmt. Bei Ubergewicht und Adipositas liegen paradoxerweise erhohte
Leptinspiegel im Blut vor, weshalb man hier von einer Leptinresistenz spricht €. Neben seiner
metabolischen Wirkung ist Leptin auch als proinflammatorisches Adipokin bekannt und wirkt
zum Beispiel proinflammatorisch in Endothelzellen 7. Es ware maglich, dass Asprosin in einer
ahnlichen Weise wie Leptin bei Ubergewicht erhéht ist und regulatorisch und
proinflammatorisch auf das Endothel wirkt.

Ein proinflammatorischer Effekt von Asprosin auf das Endothel wurde kulrzlich von zwei
Studien gezeigt. Huang et al. konnten nachweisen, dass Asprosin ahnlich einer HFD zu einer
Inflammation des Endothels fuhrte und hier proinflammatorische Zytokine wie IL-6 erhohte.

Durch eine Neutralisierung mithilfe eines Asprosin-Antikdrpers konnte dieser Effekte wiederum
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rickgangig gemacht werden. Sie folgerten daraus eine proinflammatorische Wirkung von
Asprosin im Endothel und der mit Ubergewicht assoziierten endothelialen Dysfunktion ©8.
Ahnliche Ergebnisse ergaben sich bei Lu et al., auch sie fanden eine durch Asprosin verstarkte
endotheliale Dysfunktion bei HFD und konnten diese ebenfalls durch Neutralisierung mittels
eines entsprechenden Antikrpers vermindern °.

Sowohl Asprosin als auch Fibrillin-1 zeigten sich perivaskular und im BAT-Gewebe selbst in
der DIO-Gruppe tendenziell starker gefarbt, was bei Asprosin auch mit den Ergebnissen des
Western Blots und den hier signifikant erhéhten Proteinmengen an Asprosin Ubereinstimmte.
Es ist bekannt, dass es bei einer Gewichtszunahme zu einem starken Remodelling des
Fettgewebes kommt 58, Die ECM spielt dabei eine wichtige Rolle und ermdglicht es den
Adipozyten, sich auszudehnen. Fibrillin-1 ist in diesem Prozess ein wichtiges ECM-Protein 8,
daher erscheint es logisch, dass sich seine Prasenz in der DIO-Gruppe erhdht. Dazu passt
auch, dass es sich nicht nur rund um die Adipozyten selbst, sondern auch entlang der
Lappchen und rund um die GefalRe starker gefarbt zeigte. Allerdings war dieser Unterschied
allein in der Farbung zu sehen, auf Protein- und Genebene kamen keine Unterschiede zur
Darstellung. Mdglicherweise ist dies der Tatsache geschuldet, dass BAT wie bereits initial
erwahnt resistenter gegen Inflammation zu sein scheint als WAT " und sich daher die
Veranderungen erst spater auf Gen- und Proteinebene manifestieren. Im WAT hingegen gibt
es Studien, wo es sowohl zu histologischen Veranderungen der Adipozyten als auch zu einer
Hochregulation der Fbn1 mRNA kam . Es bleibt fraglich, inwieweit dies auch auf das BAT
zutrifft. Gleichzeitig verweist der deutliche Unterschied in der Proteinmenge an Asprosin im
Vergleich zum ausbleibenden Unterschied bei Fibrillin-1 erneut auf die unterschiedlichen
Funktionen der beiden im BAT.

Bei genauerer Betrachtung der Gewebefarbungen sowohl von Asprosin als auch von Fibrillin-1
fallen in der DIO-Gruppe starke interindividuelle Unterschiede auf. Eine mogliche Erklarung
hierfir ware, dass die einzelnen Tiere verschieden stark auf die HFD angesprochen haben.
Auch bei Leptin wurde bereits ein ahnlicher Effekt beobachtet. Bei Probanden, die eine Diat
mit verminderter Kalorienmenge bekamen, zeigte sich ein besseres Ansprechen auf die Diat
bei Vorliegen einer verminderten Methylierung des Leptinpromotors 7°. Auf der anderen Seite
bewirkte eine HFD eine erhohte Methylierung des Leptinpromotors bei Ratten 7'. Die
Methylierung der Promotorregion stellt dabei eine Art von epigenetischer Regulation dar und
verhindert eine Transkription des entsprechenden Gens 72. Epigenetische Mechanismen
stellen neben Ernahrung und Bewegung einen wichtigen Faktor dar, welcher zur Entstehung
von Ubergewicht beitragt und kénnen wiederum durch metabolische Interventionen und
Erndhrung beeinflusst werden 73. AuBerdem sind sie eine Erklarung dafiir, dass
interindividuelle Unterschiede bei Ubergewicht zustande kommen . In der hier vorliegenden

Arbeit kénnten die beobachteten interindividuellen Unterschiede der Mause der DIO-Gruppe
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also ebenfalls durch unterschiedliche Methylierung des Fbn1-Gens oder der vorgeschlagenen

maoglichen eigenen Promotorregion von Asprosin zustande kommen.

5.3. Auswirkungen von Sport auf Asprosin im BAT

In der RUN-Gruppe zeigten sich sowohl bei Asprosin als auch bei Fibrillin-1 tendenziell
verminderte Intensitaten der Farbungen an den Gefalien. Sport fihrt zum einen zu einer
Verringerung der Menge an WAT und der GroRRe der Adipozyten im Korper, zum anderen auch
zu einem Effekt auf die Sekretion von Adipokinen 7. Da im WAT ein Hauptanteil an im
Blutkreislauf zirkulierendem Asprosin produziert wird 3°, ist es mdglich, dass Sport diesen
verringert und dadurch auch weniger im Endothel des BAT ankommt. Auch die Endothelzellen
selbst werden durch Sport positiv beeinflusst. Regulares Training flhrt in ihnen zu einem
erhohten Blutfluss, erhohter Verfligbarkeit von NO und dadurch verbesserter Vasodilatation .
Falls die Endothelzellen wie zuvor vorgeschlagen ein Speicherort von Asprosin im BAT sind
und sich dieses bei Vorhandensein proinflammatorisch auf die Endothelzellen auswirkt, kann
Sport dem mdglicherweise entgegenwirken oder zumindest den proinflammatorischen Effekt
von Asprosin abschwachen.

Ein gunstiger Effekt von Sport auf das Gewebe zeigt sich auch in einer ebenfalls tendenziell
verminderten Farbungsintensitat von Fibrillin-1 entlang der Lappengrenzen des BAT und auch
der Proteinmenge im Western Blot. Das deckt sich mit der Sekretomanalyse brauner
Adipozyten von Ali Khan et al., bei der nach Noradrenalin-Stimulation die Sekretion von ECM-
Proteinen vermindert wurde, obwohl die braunen Adipozyten initial im unstimulierten Zustand
im Vergleich zu weilken Adipozyten deutlich héhere Mengen dieser Proteine sezernierten 6.
Gleichzeitig wurden auch Proteine in ihrer Anzahl verringert, die eine Rolle in der Angiogenese
spielen, was zur verminderten GefaRfarbung von Fibrillin-1 passt 6.

Interessanterweise war die Intensitat der Farbung von Asprosin im Gewebe in der RUN-
Gruppe tendenziell erhéht, was von der Tendenz mit den Ergebnissen der Proteinanalyse im
Western Blot tbereinstimmte. Sowohl fir die Effekte von Sport auf das BAT als auch fir die
Effekte auf die Menge an zirkulierendem Asprosin gibt es einige widersprichliche Angaben in
der Literatur 248, Erhohte Asprosinspiegel im Plasma wurden bisher bei Frauen nach
Fahrradsprints beobachtet 53, sowie bei Mannern nach akutem Lauftraining 6. Mogliche Wege,
wie Sport zu einem Anstieg der Asprosinspiegel fuhren konnte, sehen die Autoren der letzteren
Studie darin, dass es durch die mechanische Belastung einerseits zu einer anabolen Reaktion
und daraufhin Produktion von Asprosin kommt, andererseits zu einem Abbau von ECM-
Gewebe und dadurch Freisetzung von darin enthaltenem Asprosin ins Blut 6.

Inwieweit dies auch beim BAT eine Rolle spielt, bleibt fraglich und von der Rolle des Gewebes

wahrend und nach Sport abhangig. Messungen der Grof3e der Fetttropfen im BAT ergaben
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zumindest eine signifikante Verringerung der Durchmesser der Fetttropfen in der RUN-Gruppe

im Vergleich zur SD-Gruppe, was einen Einfluss von Sport auf das BAT impliziert.

5.4. Einfluss von Ubergewicht und Sport auf BAT

Die Analysen unseres Mausmodells zeigten eine signifikante Gewichtszunahme der DIO-
Gruppe mit zunehmendem Alter bei gleichzeitig geringerer Nahrungsaufnahme. Auf3erdem
ergab ein durchgefiihrter Glukosetoleranztest in der DIO-Gruppe signifikant erhdhte
Blutglukosewerte. In der RUN-Gruppe war hingegen eine Gewichtsabnahme zu beobachten.
All diese Ergebnisse lassen auf eine erfolgreiche Ubertragung der metabolischen
Interventionen auf das Tiermodell schlielen.

Im BAT selbst prasentierten sich morphologisch ebenfalls Unterschiede. Die Fetttropfen der
RUN-Gruppe waren signifikant kleiner als die der SD-Gruppe. Ahnliche Ergebnisse ergaben
sich auch schon in anderen histologischen Untersuchungen 7. In der DIO-Gruppe waren die
Fetttropfen zwar in der GroRe unverandert, jedoch imponierte ein deutlich sichtbarer
Unterschied. Im Vergleich zur SD-Gruppe zeigte sich das Gewebe insgesamt aufgelockerter
und die Fetttropfen erschienen eher univakuolar, geringer strukturiert und weniger deutlich
voneinander abzugrenzen. Dies stimmt mit der Tatsache Uberein, dass Ubergewicht zu einem
Zustand chronischer Inflammation im Fettgewebe fiihrt @ und wurde ebenfalls bereits in
anderen histologischen Analysen des BAT beobachtet 2.

Insgesamt scheint sich in unserem Modell also RUN eher positiv und DIO eher negativ auf das
Gewebe auszuwirken. Inwieweit sich dies auch in Veranderungen auf Genexpressions- und
Proteinebene niederschlagt und die von BAT sezernierten Batokine beeinflusst, erfordert

weitere Untersuchungen.

5.5. Diskussion der Limitation der genutzten Methodik

Bei kritischer Betrachtung der von uns angewandten Methodik, soll zunachst einmal der Blick
auf das Mausmodell gerichtet werden. Hier lasst sich anmerken, dass die von uns
verwendeten Mause relativ jung waren und bereits im Alter von 10 Wochen am postnatalen
Tag P70 geopfert wurden. Genanalysen im Zeitverlauf Gber insgesamt 24 Wochen zeigten
hingegen, dass einige molekulare Veranderungen im BAT durch eine HFD erst gegen Ende
dieser Zeitspanne auftraten ?*. Das betraf insbesondere die Genexpression von Immunzellen
und damit die Inflammation des Gewebes. Die Autoren schlussfolgern aus den Analysen, dass
Inflammation und Fibrose durch eine HFD im BAT erst bei Langzeittiermodellen nachzuweisen
sein konnten %*. Dies konnte eine Erklarung fir die ausgebliebenen Veranderungen von

Fibrillin-1 auf Genexpressions- und Proteineben in unserem Tiermodell gewesen sein.
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Beim Blick auf unsere Immunfluoreszenzfarbungen muss gesagt werden, dass es sich bei
diesen um eine semiquantitative Methode handelt und die gemessenen Werte unter
Umstanden vom Erfolg der jeweiligen Farbung bei den einzelnen Gewebeschnitten abhangt.
Aulerdem war die Stichprobenanzahl zum Teil aufgrund von Misserfolgen bei der Farbung
oder unebenem Gewebe der Schnitte gering. Asprosinfarbungen im Gewebe prasentierten
sich insbesondere perinuklear und im Zytosol der Zellen, wahrend Fibrillin-1-Farbungen im
Gewebe eher entlang der Zellmembran und entlang von Lappchen verliefen. Summers et al.
kritisierten, dass haufig unspezifische Antikdrper verwendet wirden und daher eine
intrazellulare Lokalisation von Asprosin schwierig sei °’. Haufig wirden diese zudem an
unpassenden Geweben getestet, welche keinerlei Fibrillin-1 produzierten. Daher wiirden die
Antikérper eher ein anderes intrazellulares Protein entdecken und anfarben, und nicht etwa
Asprosin oder Fibrillin-1 %, Der von uns verwendete Asprosin-Antikbrper wurde in
menschlichem Lungengewebe getestet, welches Fibrillin-1 enthalt 8. AuRerdem ergaben
Immunfluoreszenzfarbungen von Morcos et al. mit einem erfolgreich selbsthergestellten
hochspezifischen Antikérper gegen Asprosin ’® ganz ahnliche Ergebnisse. Abhangig vom
untersuchten Gewebe war Asprosin entweder extra- oder intrazellular prasent 3. In der Leber
zum Beispiel waren eher intrazellulare Ansammlungen in vesikeldhnlichen Strukturen zu
sehen, in Herz und Plazenta war Asprosin eher extrazellular in Form von Fasern vorhanden.
Die intrazelluldare Lokalisierung in der Leber sahen die Autoren in der schnellen
Verstoffwechselung in diesem metabolisch aktiven Organ begriindet 3. Dies konnte ebenfalls
auf das BAT zutreffen.

5.6. Ausblick

Diese Arbeit gibt einen wichtigen Uberblick tiber die Asprosinlokalisation und -expression im
BAT-Gewebe von Wildtyp-Mausen. Es lasst sich anhand der Immunfluoreszenzfarbungen und
der Ergebnisse der Western Blots sagen, dass Asprosin im BAT vorhanden ist und durch
Erndhrung und Sport beeinflusst wird. Dabei wird auch auf lageabhangige Unterschiede
hingewiesen, wodurch die Interventionen Ernahrung und Sport unterschiedliche Effekte auf
die einzelnen Teile des BAT-Gewebes haben. Aulierdem wird eine mdglicherweise wichtige
Rolle von Endothelzellen deutlich, vielleicht sogar in verschiedenen weiteren Geweben. Die
Versuche dieser Arbeit stellen daher einen wichtigen Beitrag zum besseren Verstandnis von
Asprosin und seiner Wirkung im BAT dar.

Offen bleibt aus den Versuchen die Frage, ob das BAT Asprosin dabei selbst produziert, oder
ob es nur als Speicherort fungiert. Die erhéhten Proteinmengen im Western Blot lassen auf
eine gewisse endogene Produktion schliefen. Um die Frage nach dem Ursprung von Asprosin
endglltig zu klaren, sind jedoch weitere Versuche ndétig. Hier ware zum Beispiel ein

Versuchsaufbau mit Zellkulturen brauner Adipozyten denkbar. Auch weitere Untersuchungen
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der Rolle von Endothelzellen in der Asprosinexpression und -prozessierung erscheint anhand
unserer Ergebnisse sinnvoll und vielversprechend.

Langfristig soll so ein immer besseres Verstandnis der Wirkung von Asprosin im Korper
geschaffen und somit ein méglicher Mechanismus in der Entstehung von Ubergewicht und
Adipositas identifiziert werden. Am Ende steht dann die Hoffnung auf erfolgreiche Therapien

dieser Krankheiten.
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