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1. Einleitung

1.1. Entdeckung - Historie

Eine endokrine Funktion des Herzens wurde nach der Identifikation von Speichergranula
in den atrialen Myozyten, &hnlich denen, welche man in den endokrinen Organen findet,
angenommen [91, 110, 220]. Im Jahre 1956 wurde in der Studie von Henry et al.
beschrieben, dass eine atriale Dehnung diuretische und natriuretische Effekte fir die
Homdoostase des Blutvolumens hat [52, 84], und in der Studie von De Bold et al., dass die
intravendse Injektion von Extrakten aus atrialen Myozyten in Laborméausen zur
Hypotension, Diurese und Natriurese fuhrt [19, 52]. In den folgenden Jahren konnten
mehrere Arbeitsgruppen die Existenz von ANP (atrial natriuretic peptide) beschreiben
[20, 52, 62, 96, 97, 99, 166, 245] und einige Jahre spater konnten das BNP (brain-type
natriuretic peptide, B-type natriuretic peptide) [236] und das CNP (C-type natriuretic
peptide) [237] identifiziert werden [98].

1.2. Familie der natriuretischen Peptide

Zu den natriuretischen Peptiden (NPs) gehdren das ANP, das BNP und das CNP [142].
Eine biochemische Ringstruktur von 17 Aminosauren und eine Disulfidbricke finden
sich in allen drei Peptiden [79, 198]. Ein spezifischer Amino-Terminus und Carboxy-
Terminus sind bei ANP und BNP zu finden. Im Gegensatz zu diesen beiden existiert bei
CNP kein spezifischer Carboxy-Terminus [169, 214, 220]. Die aktive Form der Peptide
ergibt sich nach der Spaltung der sekretierten Pro-Hormonen durch Proteasen [199]. Das
Urodilatin und das DNP (Dendroaspis natriutretic peptide) gehdren auch zur Familie der
natriuretischen Peptide. Bis dato sind ihre Wirkungen noch nicht weitergehend aufgeklart
[220] [85].

1.2.1. ANP (atrial natriuretic peptide)

Das humane ANP wird vom NPPA-Gen auf dem Chromosom 1 (Lokalisation: 1p36.21)
kodiert [201, 242]. Der Hauptproduktionsort von ANP ist das atriale Myokardium, in dem
man einen hohen Spiegel seiner mMRNA nachweisen kann. In den kardialen Ventrikeln ist
die Produktion ca. 250-1000mal geringer. Die ventrikuldre Expression spielt vor der
Geburt und postpartal nur in pathologischen Situationen eine Rolle [160, 174].
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Extrakardial, wie in Niere, Lunge, Nebenniere, Hoden, Hypophyse, Hypothylamus, wird
das ANP in deutlich geringeren Mengen produziert [71, 150, 184, 192, 212]. Des
Weiteren konnte Uberraschenderweise auch eine Expression im Fettgewebe identifiziert
werden [72]. Das initial produzierte Praprohormon (preproANP), ein 151-Aminosauren-
Peptid, wird durch Spaltung zu proANP (Pro-atrial natriuretic peptide) verkurzt, ein
Peptid mit 126-Aminosauren. Dieses wird intrazellular in Granula gespeichert [34, 161,
179, 201, 220]. Nach seiner Freisetzung aus den Granula wird das Prohormon durch
Corin, ein Serinprotease des Herzens [268], in NT-proANP (N-terminal pro-atrial
natriuretic peptide) und die biologisch aktive Form von ANP gespalten [79]. Das NT-
proANP ist ein Peptid mit 98 Aminoséuren und das ANP-Molekdl ein Peptid mit 28
Aminosduren [3, 34, 157, 160, 198, 220, 232, 261]. Das NT-proANP findet sich in
vierfach hdherer Konzentration in Plasma, ist ein stabileres Molekil [76] und hat eine ca.
zehnmal langere Halbwertszeit im Vergleich zu ANP [122, 246]. Das -ANP, ein ANP-
Dimer, welches im Rahmen einer Herzinsuffizienz detektiert werden kann, hat eine noch
nicht vollstandig geklarte Wirkung [160]. Das produzierte ANP erreicht die Zielorgane
durch die Zirkulation [201] und bindet an kein plasmatisches Protein [76]. ANP weist nur

geringfugige Unterschiede zwischen den verschiedenen Spezies auf [201].
1.2.2. BNP (B-type natriuretic peptide)

Da das BNP erstmals im Schweinegehirn entdeckt wurde, wurde es initial als ~"Brain-
type natriuretic peptide™ bezeichnet [236]. Im Verlauf konnte aber das ventrikuldre
Myokardium als Hauptsekretionsort identifiziert werden [155, 156, 211, 220].
Extrakardial wird es in Gehirn, Lunge, Niere, Aorta, Nebenniere [142] und Fettgewebe
[168], allerdings in geringeren Konzentrationen, exprimiert. Das humane BNP wird vom
NPPB-Gen auf dem Chromosom 1 (1p36.2) kodiert [201]. Das produzierte Praprohormon
(preproBNP), ein 134-Aminoséuren-Peptid, wird zuerst zu proBNP, ein Peptid mit 108-
Aminosaduren, und dann durch die Wirkung von Serinproteasen Furin und Corin in die
aktive BNP-Form prozessiert, das 32 Aminosauren enthalt [79, 164, 201, 219, 220]. Im
Gegensatz zu proANP wird BNP nicht in Granula gespeichert, sondern wird nach
entsprechender Stimulation direkt sezerniert [46, 160, 198]. Dieses Molekil weist

groRere Unterschiede zwischen den Spezies auf [136, 142, 199].



1.2.3. CNP (C-type natriuretic peptide)

Die erste Identifikation von CNP erfolgte ebenfalls im Schweinegehirn [237]. Im Verlauf
konnte gezeigt werden, dass es hauptsachlich im vaskularen Endothelium und im ZNS
produziert wird [79, 86, 116, 211, 239]. Ebenfalls befindet es sich in den Chondrozyten
und scheint eine bedeutsame Rolle bei der endochondralen Ossifikation zu spielen [36,
123]. Das humane CNP wird vom NPPC-Gen auf dem Chromosom 2 kodiert [176, 177,
201]. Das CNP ist ein 22-Aminosduren-Peptid ohne spezifischen Carboxy-Terminus
[169, 220] und wird aus preproCNP, einem 126-Aminosauren-Peptid, und proCNP,
einem 103-Aminosduren-Peptid, abgeleitet [244]. Das CNP weist keine Unterschiede

zwischen den Spezies auf [201].

1.3. Rezeptoren

Es gibt bislang drei identifizierte Rezeptoren, NPR-A (Natriuretic Peptide Receptor Type
A), NPR-B (Natriuretic Peptide Receptor Type B) und NPR-C (Natriuretic Peptide
Receptor Type C) [142, 160]. Bei NPR-A und NPR-B handelt es sich um homologe,
transmembranése, homodimere Rezeptoren, die intrazellular mit einer Guanylylcyclase
(GC) verbunden sind, welche nach der Bindung des Liganden am extrazellularen
Ligandenbindungsbereich aktiviert wird. Als Folge kommt es zur vermehrten
intrazelluldaren Produktion des Signalmolekiils cGMP (cyclic guanosine monophosphate)
[79, 198, 220, 231, 254] und zur cGMP-abhangigen Aktivierung von Proteinkinasen,
Phosphodiesterasen und lonenkanélen [119, 190]. Die Wirkung von ANP und BNP
erfolgt hauptséchlich durch die Bindung an NPR-A [161, 220]. Dieser Rezeptor hat eine
hohere Affinitat fir ANP als fiir BNP [79]. Expressionsorte von NPR-A sind die glatten
GefaBmuskelfasern, das Endothelium, das Fettgewebe, die Niere, die Nebenniere, die
Leber, das Gehirn sowie das Myokard [24, 199, 215, 220]. Das Gen, welches den
humanen NPR-A kodiert, befindet sich auf dem Chromosom 1 [135]. Als Expressionsorte
von NPR-B konnten die Chondrozyten, das Gehirn, die Lunge, das Herz, die Ovarien, die
glatten GefaBmuskelfasern [220, 223, 264] und das Fettgewebe [221] identifiziert
werden. Das Gen fiir das humane NPR-B befindet sich auf dem Chromosom 9 [135]. Der
NPR-B wird hauptsachlich parakrin durch CNP aktiviert [115, 220, 238]. Der
extrazellulére Teil von NPR-C ist homolog zu den extrazelluldaren Doméanen von NPR-A
und NPR-B. Intrazelluldr besitzt dieser Rezeptor hingegen nur 37 Aminoséuren und hat
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keine GC-Wirkung [66, 198, 201]. Der NPR-C wird durch ein Gen auf dem Chromosom
5 kodiert [13]. Der NPR-C spielt eine Rolle beim Abbau der natriuretischen Peptide [79,
137, 220]. Der Rezeptor wird hauptsachlich im Fettgewebe und in der Niere exprimiert
[158, 220]. Der NPR-C bindet alle natriuretischen Peptide, aber er weist eine héhere
Affinitat fur ANP auf [13, 220, 238]. Lange Exposition der Rezeptoren NPR-A und NPR-
B gegenuber NPs fihrt zur Dephosphorylierung und vermindert ihre Aktivitat [136, 137,
199]. Ihre Aktivitat wird auch durch Proliferations- und Wachstumsfaktoren gehemmt
[199].

1.4. Sekretion

Die Sekretion der NPs wird hauptséchlich durch mechanische atriale und ventrikulare
Dehnung stimuliert [21, 79, 136, 144, 160, 199]. Humorale Faktoren beeinflussen
ebenfalls ihre Transkription und Sekretion. Als solche konnten das Endothelin, das
Angiotensin 1, adrenerge Agonisten und einige Zytokine identifiziert werden [51, 63, 64,
79, 102, 159, 160, 203, 208, 230]. Kortikoide stimulieren gleichfalls die Sekretion [45,
229]. Eine Stimulation durch das GLP-1 wurde bereits in der Literatur beschrieben [107].
Die Sekretion von ANP wird auch bei Hypoxie und Ischdmie durch verschiedene
Faktoren stimuliert [31, 32, 52, 129]. Das NO (nitric oxid) konnte als hemmender Faktor
fir die ANP-Sekretion identifiziert werden [52, 128, 213, 230]. Die cGMP-Erhéhung
hemmt die ANP-Sekretion [127]. Ostrogene wirken stimulierend und Androgene
hemmend auf die NPs-Sekretion [43, 79].

1.5. Abbau

Der Abbau der natriuretischen Peptide erfolgt durch die Bindung am NPR-C und durch
die Wirkung von extrazelluldren Proteasen [104, 198, 220]. Das ANP hat in gesunden
Menschen eine Halbwertszeit von ca. 2-3 Minuten [162, 220, 262]. Das CNP weist eine
gleichfalls kurze Halbwertszeit von 2,6 min auf [89]. Die Halbwertszeit von BNP ist
deutlich langer (ca. 20 Minuten) [155, 156, 220]. Der rezeptorabhangige Abbau der
natriuretischen Peptide wurde im Jahr 1987 erstmals beschrieben [137]. Nach der
Bindung der Liganden werden sie durch Endozytose in die Zelle transportiert und dort
lysosomal degradiert [79, 173, 198]. Extrazelluldr werden die natriuretischen Peptide
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durch Proteasen abgebaut [198]. Die ,,neural endopeptidase neprilysin® (NEP) ist ein
extrazellulares membrangebundenes Enzym, welches die natriuretischen Peptide bindet
und degradiert [44, 198]. Das ANP wird an sieben Stellen gespalten. Die initiale Spaltung,
welche zur Inaktivierung des Peptides fiihrt, erfolgt an der Ringstruktur zwischen Cys7
und Phe8 [198, 260]. Das CNP wird ebenfalls an mehreren Stellen gespalten. Die initiale
Spaltung erfolgt analog zu der Spaltung von ANP, zwischen Cys7 und Phe8 an der
Ringstruktur [198, 260]. Fir BNP hat Neprilysin eine niedrigere Affinitat und kann die
Bindung zwischen Cys7 und Phe8 nicht spalten [198, 260]. Eine Spaltung durch das
Neprilysin ist erst nach der Spaltung von BNP in der Niere durch die Metalloprotease
Meprin A moglich [193, 201]. NT-proANP und NT-proBNP scheinen aufgrund ihrer
biochemischen Struktur nicht durch NPR-C abgebaut zu werden [47, 148, 220]. In vitro
Daten legen weitere Abbaumechanismen der natriuretischen Peptide, wie eine mdgliche
Rolle von Dipeptidylpeptidase 4 (DPPIV) und Insulysin (IDE), einer
Zinkmetalloprotease, [44] nahe. Diese Mechanismen sind aber noch nicht im Detail
aufgeklart.

1.6. Wirkung

Es konnten bisher pleiotrope Wirkungen der natriuretischen Peptide identifiziert werden.
Am besten untersucht sind die kardiovaskularen und renalen Wirkungen [220], die

metabolischen Effekte sind Gegenstand aktueller Forschung.
1.6.1. Renale Wirkung

Die NPs fuhren zur Diurese mit konsekutiver Erhéhung der GFR (glomerular filtration
rate), renaler Vasodilatation und Natriurese. Es wurde auch die Hemmung des RAAS-
Systems (Renin-Aldosteron-Angiotensin-System) durch ihre Wirkung beschrieben [188,
189, 199, 220, 253].

1.6.2. Kardiovaskulare Wirkung

Durch die NPR-A-Aktivierung und die nachfolgende Natriurese, Diurese, Vasodilatation,
erhohte endotheliale Permeabilitdat und RAAS-Hemmung spielen die NPs eine wichtige
Rolle in der Blutdruckregulation [25, 111, 220, 222, 228, 265, 266, 160, 170, 188-190,
201, 202, 210]. Der NPR-B scheint im Gegenteil keine wichtige Rolle zu spielen, da bei



Méusen das Fehlen von CNP oder NPR-B keinen Einfluss auf die Blutdruckwerte hat
[36, 136, 201]. Bei Mdusen zeigte sich eine negative Korrelation zwischen ANP und
Blutdruck [203]. In diesen Modellen zeigten sich beim Fehlen von ANP oder NPR-A
hohere [94, 95, 133, 181] und bei gesteigerter Expression von NPs niedrigere
Blutdruckwerte [52, 175, 235]. Diese Korrelation konnte auch bei Menschen beobachtet
werden. Das Fehlen von NPR-A war mit Hypertonie assoziiert [165]. Die Aktivierung
von NPR-A weist eine protektive Wirkung fiur die kardiale Hypertrophie auf. Beim
Fehlen von NPR-A im Mausen kam es zu einer signifikanten, von der Hypertonie
unabhéngigen kardialen Hypertrophie [48, 112, 114, 120, 132, 133, 136, 181, 201]. Das
Fehlen von NPR-A war auch in Menschen mit kardialer Hypertrophie assoziiert [165,
249]. Die Aktivierung von NPR-A durch das BNP scheint zusétzlich die kardiale Fibrose
zu hemmen [136, 201, 241]. Fir das Remodeling des Myokards scheint die Aktivierung
von NPR-B durch das CNP eine Rolle zu spielen [124, 201, 259].

1.6.3. Knochenmetabolismus

Die Aktivierung von NPR-B durch CNP fiihrt zu Knochenwachstum. Erhéhte CNP-
Spiegel flhrten in M&usen zu UbermaRigem Skelett-Wachstum [92, 201, 263]. Im
Gegenteil wurde bei fehlendem CNP oder NPR-B in Ma&usen eine Storung der
endochondrialen Ossifikation beobachtet [36, 136, 201, 247]. Auch in Menschen konnte
eine Assoziation mit dem Knochenwachstum gezeigt werden. Bei Personen mit
homologen NPR-B-Mutationen und nicht-funktionellem NPR-B zeigte sich vermindertes
Skelett-Wachstum und die seltene ,,acromesomelic dysplasia, type Maroteaux“ [10].

Heterozygote Mutationen waren mit signifikant niedrigerer Koérpergrol3e assoziiert [182].
1.6.4. Metabolische Effekte

Die lipolytische Wirkung der NPs wurde erst im Jahre 2000 in der Arbeitsgruppe von
Sengenés publiziert [226]. Bis zu diesem Zeitpunkt wurden die Katecholamine als die
Hauptregulatoren der Lipolyse angesehen [136, 220, 226]. Die katecholamininduzierte
Lipolyse setzt die Aktivierung der b3-adrenergen Rezeptoren voraus. Als Antwort kommt
es zur Erhéhung von cAMP und Aktivierung von HSL (hormone sensitive lipase) und
Perilipin [123, 220]. Die katecholaminabh&ngige Lipolyse kann durch Insulin gehemmt
werden [93, 152, 220]. Die NP-induzierte Lipolyse erfolgt durch die Aktivierung von
NPR-A und folgende cGMP-Erhéhung, welche zur Aktivierung von PKG (Protein
Kinase G) fuhrt. Als Folge werden Perilipin A und HSL aktiviert [16, 136, 152, 199, 203,
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220, 225, 226]. Die NP-abhangige Lipolyse wird durch das Insulin nicht direkt gehemmt
[136, 151, 152]. Eine indirekte Hemmung durch die Reduktion der NP-Spiegeln und die
Expression von NPR-A und Erhéhung von NPR-C wurde schon diskutiert [163, 196,
220]. Die lipolytischen Effekte konnten bei allen drei NPs beobachtet werden, aber sie
waren bei ANP im Vergleich zu BNP und CNP stérker ausgepragt [226]. Dieser Effekt
konnte nur in Primaten beobachtet werden. In anderen Spezies sowie aufgrund der
hoheren Expression von NPR-C und niedrigerer Expression von NPR-A konnte dies nicht
beschrieben werden [220, 227]. Beim Fehlen von NPR-C in Mausmodellen konnten die
NPs wiederum die Lipolyse induzieren [22]. Die katecholamin- und die NP-induzierte
Lipolyse sind zwei an sich unabhéngige Mechanismen, welche aber eine additive
Wirkung aufweisen kénnen [68, 151, 203].

Es wurde beschrieben, dass die NPs zur Lipidoxidation sowohl in vitro als auch in vivo
fihren kénnen [17, 18, 57, 149, 203]. In den Muskelzellen steigt die Mitochondrien-
Anzahl und die mitochondriale Respiration wird stimuliert [149, 220]. Es konnte auch
beobachtet werden, dass die NPs den weil3en Adipozyten einige Charakteristika der
braunen Adipozyten verleihen [22, 220] und den Energieverbrauch steigern [220]. In
zahlreichen Studien konnte eine Forderung der Insulinsekretion aus den B-Zellen und
eine Hemmung der Glukagonsekretion durch die Wirkung der NPs gezeigt werden [18,
79, 207, 214, 220]. Diskutiert wurden eine Stimulation der B-Zellen-Funktion und eine
Steigerung ihrer GroRe [207, 220]. Die NPs scheinen durch mehrere mdgliche
Mechanismen eine protektive Rolle fir die Entwicklung von Adipositas und
Insulinresistenz zu haben [149, 154, 203, 220]. Die genaue Wirkung der NPs auf
verschiedenen Adipokine ist noch nicht klar, trotzdem konnten einige Assoziationen
bereits beschrieben werden [79, 105, 220, 248, 252]. Auf die Sekretion von Adiponektin
wirken sie stimulierend [15, 220, 243], die Leptin-Sekretion wird dagegen gehemmt [58].

1.7. Natriuretische Peptide und Adipositas

Bei Adipositas werden in einer groen Anzahl von Studien signifikant niedrigere Spiegel
von NPs beobachtet [47, 143, 148, 214, 220, 240, 257]. Auch bei Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz, welche insgesamt hohere NP-Spiegel aufweisen, konnte
diese negative Assoziation der NPs mit dem Korpergewicht beobachtet werden [234]. Als
Grinde wurden mehrere Mechanismen diskutiert: erhohter Abbau durch NEP und NPR-
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C [203, 257], welche bei Adipositas erhoht exprimiert werden [203], sowie eine primar
verminderte NP-Sekretion [47]. Es konnte festgestellt werden, dass Adipositas bei einer
Mutation von NPR-C, welche vermutlich zu reduzierter NPR-C-Aktivitat und
reduziertem Abbau der NPs fuhrt, vermindert auftritt [218, 220]. Das Fehlen einer
Korrelation oder eine positive Assoziation der NPs mit dem Gewicht wurde allerdings in
einer kleinen Anzahl von Studien beobachtet [78, 220]. In adipdsen Probanden wurde
nach korperlicher Aktivitat und nach Gewichtsabnahme eine gesteigerte ANP Sekretion
beschrieben [2, 26, 28, 30, 141, 153, 214]. Die Rolle der niedrigen Insulinspiegel auf
diesen Effekt wurde schon diskutiert [26, 220]. Das Wachstum von viszeralen
Préadipozyten wird durch die Wirkung von NPs gehemmt [33, 216]. Eine hemmende
Wirkung auf die Organverfettung konnte auch beschrieben werden [167, 220]. Das
Fettgewebe scheint eine wichtige Rolle in der Regulation der NPs zu spielen. Die
Rezeptoren NPR-A und NPR-C werden signifikant im menschlichen Fettgewebe
exprimiert [49, 203, 215].

1.8. Fibroblast growth factors (FGFs)

Zu der Familie der FGFs gehoren insgesamt 22 strukturell &hnliche Proteine, aufgeteilt in
7 Subgruppen; FGF1, FGF4, FGF7, FGF8, FGF9, FGF11 und FGF19 [6, 53, 267]. Die
Proteine FGF19, FGF21 und FGF23 gehéren zur Gruppe FGF19 und haben endokrine
Funktionen [53]. Sie binden an die Rezeptoren FGFR mit der Hilfe der
Transmembranproteine der Familie Klotho, welche als Korezeptoren fungieren [6]. Die
FGF19 und FGF21 Proteine binden an b-Klotho, welches in der Leber und im Fettgewebe
exprimiert wird, und y-Klotho, welche in den Augen, in der Niere und im Bindegewebe
nachgewiesen wurde [53]. Das humane FGF19 ist ein Protein mit 216 Aminoséuren.
Obwohl es im Jahr 1999 im embryonalen Gehirn erstmals entdeckt wurde [172], zeigt es
bei Erwachsenen keine neuronale Aktivitdt [6]. Das humane FGF21 ist ein Protein von
209 Aminoséduren [6, 53, 171]. Seine Hauptsekretionsorte sind die Leber und das
Fettgewebe. Eine Sekretion in den Muskeln, im Herz, in der Niere, im Pankreas und in
den Hoden wurde auch beschrieben [6, 53]. Die Proteine der FGF19-Subgruppe
regulieren die Produktion wvon Gallensdauren und weisen eine Rolle im
Glukosestoffwechsel, im Lipidmetabolismus und in der Regulation von Vitamin D3 und
Phosphat auf [53, 65, 267]. Das FGF19 stimuliert die Glykogen-Synthese und die



Insulinsensitivitat, hemmt die Glukoneogenese und fordert die Produktion von braunen
Adipozyten [6, 53, 109]. Das FGF21 wirkt positiv auf die Lipolyse und die Lipidoxidation
und fordert die Transformation der weilRen zu braunen Adipozyten [53]. FGF19 weist
eine negative und FGF21 eine positive Korrelation mit dem Gewicht auf [53, 69, 267].
Daher ist eine molekulare Verschaltung von FGF-21/-19 mit dem Lipolyse-Pathway der
NPs denkbar.



2. Zielsetzung der Arbeit

In den letzten Jahrzehnten wurden die natriuretischen Peptide und ihre pleiotropen
Wirkungen untersucht. Allerdings sind noch viele Mechanismen nicht vollstandig
aufgeklart. Eine Assoziation der natriuretischen Peptide und ihrer Rezeptoren mit der
Adipositas wurde beschrieben, ist aber noch unvollstandig aufgeklart. Ziel dieser Arbeit
ist die Bestimmung der Konzentration von NT-proANP im Serum von adipdsen
Probanden mittels ELISA-Technik und die Untersuchung der Assoziation mit
demographischen Charakteristika, dem BMI und der Lipid-Konzentration im Serum der
Probanden. Weiterer Bestandteil dieser Arbeit ist die Bestimmung der Konzentration von
NT-proANP im Serum mittels ELISA nach Gewichtsabnahme durch konservative und
operative Maltnahmen. Anhand der Ergebnisse und der Veranderung der Konzentration
nach Zeitpunkt, Ausmall der Gewichtsreduktion und Therapiemethode k&nnen
Rickschlisse auf potenzielle Assoziationen gezogen werden. Des Weiteren soll die
Expression des NPR-A in gepaarten Proben von subkutanem und viszeralem Fettgewebe
adiposer Probanden bestimmt und ihre Assoziation mit der Konzentration von NT-
proANP im Serum, mit dem Gewicht der Probanden und der erreichten

Gewichtsreduktion nach Therapie Uberpruft werden.

In einer friheren Arbeit unserer Arbeitsgruppe [221] konnte gezeigt werden, dass die
Konzentration von NT-proANP im Serum eine Korrelation mit der Konzentration von
FGF19 und FGF21 im Serum aufweist. Dies sollte in dieser Arbeit in einem groRen
Kollektiv adiptser Patienten weiter untersucht werden.
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3. Material und Methoden
3.1. Verwendete Materialien
3.1.1. Gerate

In der folgenden Tabelle werden die verwendeten Geréate aufgelistet:

Gerat Hersteller

Accu-Jet pro BRAND GmbH
Flussigstickstoffanlage ESPACE 600 AIR Liquide Karyotechnik
Gefrierschrank GP4013 Liebherr
GentleMACS-Dissociator Miltenyi Biotec
Magnetrihrer IKA RH basic 2 IKA

Microplate Spectrophotometer
Micro-Volume Plate Take 3
Mikrozentrifuge, LLG-uniCFUGE 2
Mikroliterzentrifuge Mikro 200 R
PCR Cycler T-Gradient
Thermocycler,CFX Connect Real-Time
System

Plattformschittler Rotamax 120
Schittelgerat ELISA Platten, MKR 13
T100 Thermal Cycler

Tischzentrifuge Mikro 120

Vortex VTX-3000L

Waage ACJ 220-4M

Waage, EMB 500-1I

Zentrifuge Rotina 380

-80°C-Schrank HFU600TV

Epoch, BIO-TEK

BIO-TEK Instruments GmbH
Lab Logistics Group GmbH
Hettich

BIO-RAD

Heidolph
Ditabis
BIO-RAD
Hettich
LMS
KERN
KERN
Hettich

Thermo Fisher

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Geréte (Geratetyp und Hersteller)
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3.1.2. Verbrauchsmaterial

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien werden in der folgenden Tabelle aufgelistet:

Material Hersteller
Combitips (0,2ml, 0,5ml, 1ml, 5ml, Eppendorf
10ml)

CryoPure Gefal 1,6ml Sarstedt
ELISA-Platte (96 Loch) Corning Coster
Filtertips (10ul, 20ul, 1200ul, 200ul) Nerbe-plus
Filtertips (1250pul) Biosphere
Gentle MACS M Tubes Miltenyi Biotec
Hard-Shell 96-Well PCR Plates BIO-RAD
Microplatte 96-Well Greiner Bio-one
Multipette M4 Eppendorf
Multipette plus Eppendorf
Multipette stream Eppendorf
Multiply Pro 0,2ml Sarstedt
Pipettenspitzen Sarstedt
Pipettensatz Eppendorf
ReaktionsgefaRe (1,5ml, 2,0 ml) Eppendorf
Serologische Einwegpipetten Greiner Bio-one
Skalpell pfmmedical
S-Monovette Sarstedt

Tubes 50ml Greiner Bio-one

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien (Materialtyp und

Hersteller)



3.1.3. Chemikalien und Reagenzien

In der folgenden Tabelle finden sich aufgelistet die verwendeten Chemikalien:

Chemikalien Hersteller

Ethanol absolut Chemsolut

Bovine Serum Albumin Sigma-Aldrich

Freka NOL AF Dr. Schumacher GmbH
Nuklease free water Quiagen

PBS Dulbecco Biochrom
Schwefelsdure 95-97% Merck
Trichlormethan/Chloroform Carl Roth GmbH
Trizol Reagent Ambion

TWEEN 20

Carl Roth GmbH

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Chemikalien (Chemikalientyp und Hersteller)

3.1.4. Kit-Systeme

In der folgenden Tabelle werden die verwendeten Kit-Systeme présentiert:

Kit-Systeme Hersteller
Human NT-proANP Duoset ELISA R&D Systems
Human FGF19 Duoset ELISA R&D Systems
Human FGF21 Duoset ELISA R&D Systems
iTag Universal SYBR Green Supermix Bio-Rad
Reverse Transcription Kit QuantiTect, Quiagen
RNase-Free DNase Set Qiagen
RNeasy Mini Kit (RNeasy MinElute Spin  Qiagen
Columns, Collection Tubes, RNase-Free

DNase I, Carrier RNA, RNase-Free

Reagents and Buffers)

Substrate Reagent Pack R&D Systems

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Kit-Systeme (Kitsystem und Hersteller)
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3.1.5. Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide fiir die quantitative PCR werden in der folgenden

Tabelle aufgelistet:

NPR-A (human)

forward 5 -GGAGATTGCCCTGAGGAGTG-3"
reverse 5-TTGCTGCTGTTCTCCCTGTTA-3
GAPDH (human)

forward 5 -GAGTCCACTGGCGTCTTCAC-3

reverse 5-CCAGGGGTGCTAAGCAGTT-3

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Primer-Paare fir NPR-A (human) und GAPDH

(human)

3.1.6. Puffer und Ldésungen

In der folgenden Tabelle werden die verwendeten Puffer und Losungen prasentiert:

ELISA Wash Buffer 0,05% Tween 20 in PBS
ELISA Reagent Diluent 1% BSA in PBS
ELISA Stop Solution 2N H2S04

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Puffer und Ldsungen

3.1.7. Software

Die verwendeten Software-Programme werden in der folgenden Tabelle aufgelistet:

Bio-Rad CFX Manager
Gen 5 2.05
SPSS (IBM Statistics; Version 26.0)

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Software-Programme
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3.2. ROBS Kohorte

Bei dem ROBS-Kaollektiv (Research in Obesity and Bariatric Surgery) [23] handelt es
sich um adip0dse Patienten, welche sich in der interdisziplindren Adipositassprechstunde
des Adipositaszentrums Mittelhessen, Standord Giessen (UAZM), vorgestellt haben. Es
handelt sich um eine unizentrische, nicht randomisierte, observative und longitudinale
Studie, der Patienteneinschluss begann Anfang 2015. Den Patienten wurde, je nach
Indikation und Patientenwunsch, die Teilnahme an dem
Langzeitadipositastherapieprogramm mittels strukturierter Formula-Diéat (ber einen
Zeitraum von 52 Wochen (Arm der konservativen Therapie) oder eine bariatrische
Operation im Sinne von Roux-en-Y Magenbypass (RYGB) oder Schlauchmagen (vertical
sleeve gastrectomy - VSG) (Arm der operativen Therapie) angeboten. Die Patienten
wurden nach entsprechender Information und ausfuhrlicher Aufklarung inklusive
schriftlicher Einwilligungserklarung in die Studie eingeschlossen. Es besteht ein positives
Ethikvotum an der Universitdat GieRen (Aktenzeichen 101/14). Die Teilnehmer waren
Erwachsene (>18 Jahren) mit BMI>30 kg/m2. Als Ausschlusskriterien galten das
Nichterfullen der Kriterien der Adipositas sowie Erkrankungen, welche die vorgesehenen
TherapiemalRnahmen nicht erlaubten, z.B. instabile psychopathologische Zusténde,
aktive  Substanzabhangigkeit, unbehandelte Bulimia nervosa, konsumierende
Grunderkrankungen, Neoplasien, chronische Erkrankungen wie Leberzirrhose oder
andere gesundheitlich einschrankende Erkrankungen. Zu dieser Kohorte gehorten 284
Probanden, 121 davon im Arm der konservativen Therapie und 163 davon im Arm der
operativen Therapie. Es erfolgte eine Pseudonymisierung und die Probanden erhielten
eine fortlaufende Nummer. Bei der ersten Vorstellung wurden anthropometrische Daten
erhoben und eine Venenblutabnahme durchgefiihrt. Bei den bariatrisch operierten
Patienten wurde subkutanes und viszerales Fettgewebe intraoperativ entnommen und in
flissigem Stickstoff noch im Operationssaal schockgefroren. Aus einem Teil des vends
entnommenen Blutes wurde Blutserum durch Zentrifugation (4000 rpm, 15 min)
gewonnen und anschlieBend bei -20°C aufbewahrt. Es erfolgten regelmaRige
Nachuntersuchungen mit Venenblutentnahmen und die Erhebung anthropometrischer
Daten. Die asservierten Fettgewebsproben wurden bei -80°C gelagert. Die
Labormessungen erfolgten im Forschungslabor der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med.
Schaffler (Medizinische Klinik und Poliklinik 111, Universitatsklinik GieRen). Die

klinisch-chemischen Routine-Parameter im Blut wurden vom Zentrallabor des
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Universitatsklinikums GieRen gemessen. Die gesamten Daten wurden anonymisiert in

einer SPSS 26.0 Datenbank eingetragen.

Im Ergebnisteil (s. u.) wird zu jeder Tabelle/Grafik die Anzahl der Probanden angegeben,

da nicht alle Parameter fur ausnahmslos jeden Probanden dokumentiert werden konnten.

Arm der konservativen Therapie (strukturierte Formula-Diét)

Visite Zeitpunkt

VO Programmstart +/-2 Wochen
V3 Nach 3 Monaten +/-2 Wochen
V12 Nach 12 Monaten +/-2 Wochen

Tabelle 8: Zeitpunkte der Untersuchungen der Probanden (in Monaten) im Arm der

konservativen Therapie

Arm der operativen Therapie (Roux-en-Y gastric bypass, VSG)

Visite Zeitpunkt

VO Einschluss praoperativ 0-6 Wochen
V1 4.-7. Postoperativer Tag

V12 Nach 12 Monaten +/-2 Wochen

Tabelle 9: Zeitpunkte der Untersuchungen der Probanden (in Monaten) im Arm der

operativen Therapie
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3.3. Invitro Methoden
3.3.1. Messung von NT-proANP, FGF19 und FGF21 in humanem Blutserum

Die Messung von NT-proANP, FGF19 und FGF21 im Serum erfolgte mittels ELISA

durch Anwendung von humanen Antikorpern. Jede Probe wurde im Duplikat gemessen.
3.3.1.1. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Der ELISA ist ein antikorperbasiertes Verfahren. Zum Nachweis des untersuchten
Antigens benutzten wir das ,,Sandwich Prinzip“. Die ELISA-Mikrotiterplatte wurde mit
dem spezifischen Capture-Antikdrper Uber Nacht bei Raumtemperatur beschichtet. Die
Losung vom Capture-Antikorper erfolgte in 0,5 ml PBS. In jedes Well einer ELISA-
Mikrotiterplatte wurden 50 pl vom verdinnten Antikdrper gegeben. Der tberschussige
Antikorper wurde am néachsten Tag durch Waschschritte mit Waschpuffer (PBS +
0.05%Tween) entfernt und unspezifische Bindungsstellen mittels 1% BSA in PBS
einfach blockiert. Nach einstiindiger Inkubation unter Rotationsbewegungen und bei
Raumtemperatur und erneutem Waschschritt wurden die Serumproben und die Standards,
welche das nachzuweisende Antigen beinhalteten, als Duplikate auf die Mikrotiterplatte
pipettiert. Die Lésung von Proteinstandard erfolgte mit 0,5 ml 1% BSA in PBS. Davon
erfolgten weitere Verdiinnungen mit einem Faktor von 0,4 in 1% BSA in PBS. Die
Serumproben wurden in 1% BSA in PBS verdlnnt eingesetzt. Die Verdinnung der
Proben wurde abhédngig von der Konzentration des Zielparameters sowie vom
Messbereich des jeweiligen ELISA-Kits vorgenommen. Das untersuchte Antigen wurde
vom Capture-Antikorper spezifisch gebunden. Nach zweistlindiger Inkubation unter
Rotationsbewegungen und einem anschlieenden nochmaligen Waschschritt zur
Entfernung des ungebundenen Materials wurde der spezifische biotinylierte
Detektionsantikorper ~ zugegeben und  fir  weitere zwei  Stunden unter
Rotationsbewegungen  bei  Raumtemperatur  inkubiert. Die  Losung  des
Detektionsantikdrpers erfolgte mit 1 ml von 1% BSA in PBS. In jedes Well wurden 50
pl des verdlinnten Antikorpers gegeben. Durch erneutes Waschen wurde der
uberschussige Detektionsantikorper entfernt. Streptavidin-Horseradish Peroxidase 1:200
wurde dazugegeben und mit dem Antikorper gekoppelt. Nach 20-minutiger Inkubation
(lichtgeschiitzt) unter Rotationsbewegungen bei Raumtemperatur erfolgte die Zugabe des
chromogenen Substrats (1:1 Mischung von Chromogene A (H202) und B

(Tetramethylbenzidin)). Das HRP katalysierte die enzymatische Farbreaktion. Nach ca.
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30-60 Minuten lichtgeschitzter Inkubation wurde die Enzymreaktion mit H>SO4
gestoppt. Zur Quantifizierung der Konzentration des untersuchenden Antigens in jeder
Probe wurde die Optische Dichte photometrisch bei 450 nm und 540 nm gemessen. Mit
Hilfe der Standardreine mit bekannten Antigenkonzentrationen wurde aus der
gemessenen optischen Dichte die Protein-Konzentration abgeleitet. Die Konzentrationen
von NT-proANP und FGF19 konnten — den verwendeten Standardkurven entsprechend
— zwischen 15,6 und 1000 pg/ml gemessen werden. Fir FGF21 waren die
Konzentrationsmessungsgrenzen 31,2 und 2000 pg/ml. Innerhalb der gemessenen
Duplikate wurde ein Varianzkoeffizient <20% akzeptiert, bei grofierer Abweichung
wurde die Messung wiederholt.

3.3.2. Expressionsanalyse von NPR-A

Die mRNA-Expression des Rezeptors NPR-A wurde in allen subkutanen und viszeralen
Fettgewebsproben der Probanden des Arms der operativen Therapie, welche intraoperativ
asserviert wurden, durch RNA-Isolation, Reverse Transkription und real-time PCR

bestimmt.
3.3.2.1. RNA-Isolierung aus Fettgewebsproben

Die Fettgewebsproben wurden von -80°C, wo sie gelagert waren, auf Trockeneis
genommen. In ein Miltenyi Gentle MACS Tube wurden ca. 90 mg Fettgewebsprobe
eingewogen und mit 1 ml Trizol bedeckt. Die Probe wurde zerkleinert und homogenisiert
mit Hilfe des GentleMACS-Dissociator (Programm RNA 2.1). Nach 5-minutiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurde das M-Tube bei 2000 rpm fiir 10 Minuten bei 4°C
zentrifugiert. Die Suspension wurde unter Zuriicklassung des aufschwimmenden Fetts in
ein Rnase-freies Reaktionsgefal3 uberfuhrt. Dazu wurden 200 pl Chloroform gegeben.
Das Gemisch wurde fir 15 Sekunden kréftig geschittelt und fur drei Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt fir 15
Minuten bei 11200 rpm bei 4°C wurde die entstandene klare obere Phase in ein neues
RNase-freies Reaktionsgefal} uberfihrt und 1:1 mit 70% EtOH gut vermischt. Fur die
weiteren Schritte der RNA-Isolation wurde das Qiagen Rneasy Mini Kit benutzt. Das
RNA-haltige Gemisch wurde in RNeasy Columns gegeben und fir 30 Sekunden bei

10000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Nach
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Zugabe von 350 pl RW1 folgte eine Zentrifugation fir 30 Sekunden bei 10000 rpm bei
Raumtemperatur. Dann wurden 10 pl DNAse und 70 pl RDD auf die Membran pipettiert.
Nach 15-minutiger Inkubation erfolgte die Zugabe von 350 pl RW1 und die
Zentrifugation fiir 30 Sekunden bei 10000 rpm bei Raumtemperatur. Folgend wurden 500
pl RPE dazugegeben und es erfolgte erneute Zentrifugation fur 30 Sekunden bei 10000
rpm bei RT und anschlieend 500 pl RPE und es fand eine Zentrifugation fiir 2 Minuten
bei 10000 rpm bei Raumtemperatur statt. Jedes Mal wurde nach der Zentrifugation das
Flow Through verworfen. Der RNeasy Column wurde in einem neuen RNase freien
Reaktionsgefal gesetzt und 40 pl RNase freies Wasser wurde in die Mitte der Membran
pipettiert. Nach 1-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Zentrifugation
fir 1 Minute bei 10000 rpm. Das Eluat wurde erneut auf die Sdule gegeben und fur 1
Minute bei 10000 rpm nochmals zentrifugiert. Die RNA wurde bis zur spéteren
Verwendung auf -80°C gelagert. Das RNA Gehalt wurde mittels Biotek Take3 Platte
ermittelt.

3.3.2.2. Reverse Transkription

Fur die reverse Transkription wurden 300 ng der isolierten RNA benutzt und auf 12 pl
mit Nuklease freiem Wasser aufgefiillt. Dazu wurden 2 pul gDNA Wipeout Buffer 7x zur
Elimination des genomischen DNA gegeben. Der Ansatz wurde fur 5 Minuten auf 42°C
erhitzt und anschlieBend wieder auf Eis abgeklhlt. Dann wurden 6 pl Reverse
Transcription master mix (1 pl Quantiscript Reverse Transcriptase, 4 pl Quantiscript RT
Buffer 5x, 1 pl RT Primer Mix) dazugegeben und der Ansatz fir 15 Minuten auf 42°C
zur Aktivierung der Transkription und fir 3 Minuten auf 95°C zur Inaktivierung des
Prozesses erhitzt. AnschlieBend wurde das synthetisierte cDNA wieder abgekiihlt und bis
zur spateren Verwendung bei -20°C eingefroren. Die Temperaturschritte der reversen
Transkription erfolgten in einem T100™ Thermal Cycler BIO-RAD.

3.3.2.3. Quantitative Real-time PCR (QPCR)

Die PCR erlaubt die Vervielfachung der nachzuweisende DNA-Sequenz. Jeder Zyklus
besteht aus der Denaturierung- (Denaturation), der Hybridisierung- (Annealing) und der
Kettenverlangerung- (Elongation) Phase. Die qPCR wurde mit dem iTaq Universal
SYBR Green Supermix, welcher Puffer, DNA-Polymerase, dNTPs und SYBR Green
enthélt, und einem Real-Time-PCR-Gerét durchgefiihrt. Zu 4 pl synthetisiertem cDNA
wurden 5 pl SYBR Green Supermix und 1 pl Primer Mix flr das nachzuweisende Gen
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dazugegeben. Der Ansatz wurde dann zur spezifischen Amplifikation der mRNA von
humanem NPR-A wie folgend inkubiert:

- 95°C, 10 sec
- 62 °C, 30sec
- 72°C, 20 sec

Durch dieses Protokoll wurden die cDNA zu Einzelstrangen denaturiert, die Primer
hybridisiert und die Kettenverlangerung in Gang gesetzt. Wahrend der Reaktion wurde
am Ende jedes Zyklus die Fluoreszenz der Probe gemessen. Das Fluoreszensignal war
analog zur DNA-Menge. Als Referenz-Gen wurde die GAPDH (,,housekeeping gene®)
gemessen. Es erfolgte dann ein Mengenvergleich mit dem Referenz-Gen und damit eine

relative Quantifizierung der zu untersuchenden Sequenz.

3.4. Statistische Methoden

Alle Berechnungen wurden mit Hilfe des Programms SPSS (IBM Statistics; Version
26.0) durchgefuhrt. Nicht normalverteilte numerische Parameter wurden unter
Verwendung des Mann-Whitney-U-Tests (zum Vergleich 2er unabhangiger Variablen),
des Kruskal-Wallis-Tests (> 2 unabhangige Variablen), des Wilcoxon-Tests (2 abhéngige
Variablen) oder des Friedman-Tests (> 2 abhangige Variablen) untersucht. Unterschiede
mit einem p-Wert < 0,05 (zwei-seitig) wurden als statistisch signifikant angesehen.
Korrelationsanalysen nicht normalverteilter Variablen wurden unter Verwendung des
Spearman-rho-Tests und eines Signifikanzniveaus von 0,05 durchgefiihrt. Bei multiplen

Testen mehrerer Subgruppen wurde auf die sog. Bonferroni-Korrektur geachtet.
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4. Ergebnisse
4.1. ROBS Kohorte

Zu dieser Kohorte gehorten 284 Probanden, 121 davon im Arm der konservativen

Therapie und 163 im Arm der operativen Therapie.

Die Probanden der konservativen Therapie waren 39 Maénner und 82 Frauen, mit
mittlerem Alter von 41,8 Jahren und einer Standardabweichung von 12,1 Jahren. Der BMI
lag im Mittel bei 43,41 + 5,89 kg/m?. Zu Beginn der Therapie betrug der Serumspiegel
von NT-proANP im Mittel 1452 + 2681 pg/ml, von FGF19 135,3 + 287,9 pg/ml und von
FGF21 319,8 + 418,0 pg/ml. Die Werte der Serumkonzentration von FGF19 und FGF21

waren in 118 und 119 Probanden entsprechend messbar.

Arm der konservativen Therapie (n=121)

n(%o) Mean + SD Range
Alter (Jahre) 121 (100) 418+12,1 19 - 67
Mannlich 39 (32,2)
Weiblich 82 (67,8)
BMI (kg/m?) 121 4341+589  29,65-62,11
Gewicht VO (kg) 121 1285+221  857-1854
NT-proANP VO (pg/ml) 121 1452 + 2681 69 — 18789
FGF19 VO (pg/ml) 118 135,3+287,9  3,3-2545,2
FGF21 VO (pg/ml) 119 319,8+418,0 14,7-3252,3

Tabelle 10: Charakteristika der Probanden des ROBS-Kollektivs (konservative

Therapie). n=121, Zeitpunkt V0.
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Im Arm der operativen Therapie waren 33 Manner und 130 Frauen, mit mittlerem Alter

von 39,9 Jahren und einer Standardabweichung von 11,2 Jahren. Der Mittelwert fiir den

BMI lag vor der bariatrischen Operation bei 53,21 + 6,99 kg/m? und war somit héher als

im konservativen Arm. Zum Zeitpunkt der ersten Vorstellung betrug der Mittelwert der
Serumkonzentration fur NT-proANP 1891 + 4345 pg/ml, fur FGF19 105,7 + 142,7 pg/ml
und fur FGF21 422,3 + 406,1 pg/ml. Die Werte der Serumkonzentration fir FGF19 und

FGF21 waren in 159 bzw. 158 Probanden entsprechend messbar.

Arm der operativen Therapie (n=163)

n(%o) Mean £ SD  Range
Alter (Jahre) 163 (100) 39,9+11,2 19-73
Mannlich 33(20,2)
Weiblich 130 (79,8)
BMI (kg/m?) 163 53,21+6,99 40,16 — 83,68
Gewicht VO (kg) 163 153,1+26,2 104,1-244,0
NTproANP VO (pg/ml) 163 1891 + 4345 103 -—35331
FGF19 VO (pg/ml) 159 105,7 £ 142,7 5,7 -925,3
FGF21 VO (pg/ml) 158 422,3 +406,1 17,3 -2356,1

Tabelle 11: Charakteristika der Probanden des ROBS-Kollektivs (Bariatrische

Operation). n=163, Zeitpunkt V0.
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4.2. Serum NT-proANP im Zeitpunkt VO

Zum Zeitpunkt der ersten Vorstellung zeigte sich kein signifikanter Unterschied des
Mittelwertes der Serumspiegel von NT-proANP zwischen den Geschlechtern in beiden
Armen der ROBS Kohorte (Tabelle 12).

NT-proANP und Geschlecht

n p
Arm der konservativen Therapie
(82 Frauen, 39 Manner)

121 0,126
Arm der operativen Therapie
(130 Frauen, 33 Ménner)

163 0,124

Tabelle 12: Kein Unterschied im Mittelwert von NT-proANP im Serum zwischen beiden

Geschlechtern (Konservative Therapie und operative Therapie). Mann-Whitney-U-Test.

Bei der ersten Vorstellung zeigte sich zwischen der Serumkonzentration von NT-proANP
und dem Alter der Probanden, auch nach Bereinigung fur den BMI, eine zwar schwache,

aber signifikante positive Korrelation in beiden Armen der ROBS Kohorte (Tabelle 13).

NT-proANP und Alter (korrigiert fir BMI)

n rho p
Arm der konservativen Therapie

121 0,189 0,039
Arm der operativen Therapie

163 0,235 0,003

Tabelle 13: Korrelation des Mittelwerts von NT-proANP im Serum mit dem Alter
(korrigiert fir BMI) (Konservative Therapie und operative Therapie). Spearman-Test und

partielle Korrelationsanalyse.
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Zur Beurteilung einer Korrelation der Serumspiegel von NT-proANP mit dem BMI
unterteilten wir die Probanden je nach BMI in Gruppen. Hier konnte keine signifikante

Korrelation gezeigt werden. Dies galt fur die Probanden beider Armen (Abb. 1 und 2).
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Abbildung 1: Mittelwert-Vergleich der NT-proANP-Spiegel (pg/ml) im Serum nach

BMI (kg/m?) im Arm der konservativen Therapie. n=121. Kruskal-Wallis-Test, mean
+SEM.
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Abbildung 2: Fehlender Zusammenhang von NT proANP (pg/ml) im Serum mit dem
BMI (kg/m2) im Arm der operativen Theraple 'n=163. Kruskal-Wallis-Test, mean
+SEM.
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Die Abbildungen 3 und 4 zeigen die Korrelation von NT-proANP mit den Serum-

Triglyzeriden. Hier fand sich eine signifikante, schwach negative Korrelation im Arm der

operativen Therapie (rho=-0,179, p=0,031) (Abb. 4). Im Arm der konservativen Therapie

wurde keine signifikante Assoziation festgestellt (Abb. 3).
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Abbildung 3: Fehlende Korrelation zwischen NT-proANP (pg/ml) im Serum und

Triglyzeride (mg/dl) im Arm der konservativen Therapie. n=121. Spearman-Test.
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Abbildung 4: Korrelation zwischen NT-proANP (pg/ml) im Serum und Triglyzeriden

(mg/dl) im Arm der operativen Therapie. n=146. Spearman-Test.

25



4.3. NPR-A Expression im Fettgewebe

Die NPR-A-Expression wurde in den gepaarten subkutanen und viszeralen
Fettgewebsproben der Probanden des operativen Arms der ROBS-Kohorte untersucht,
welche intraoperativ asserviert wurden. Hier war die Anzahl der gepaarten
Fettgewebsproben 157, da nicht bei allen Probanden auswertbare Fettgewebsproben oder
komplette Datensétze vorhanden waren. Dennoch ist die Anzahl der Fettgewebsproben
im Vergleich zur Literatur als sehr hoch einzuschatzen.

Die Expression von NPR-A im subkutanen Fettgewebe zeigte keine Korrelation mit dem
BMI der Probanden zu Zeitpunkt der Visite VO (Abb. 5).
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Abbildung 5: Fehlende Korrelation der Expression von NPR-A im subkutanen
Fettgewebe mit dem BMI (kg/m?) der Probanden zu Zeitpunkt V0. n=157. Spearman-
Test.

Keine Assoziation fand sich auch zwischen der NPR-A-Expression im viszeralen

Fettgewebe und dem BMI der Probanden préoperativ (Abb. 6).
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Abbildung 6: Fehlende Korrelation der Expression von NPR-A im viszeralen

Fettgewebe mit dem BMI (kg/m?) der Probanden zu Zeitpunkt V0. n=157. Spearman-

Test. NPR-A/GAPDH, rel. Genexpression, x10°.

Wichtigerweise konnte gezeigt werden, dass in den Fettgewebsproben die Expression von
NPR-A im viszeralen Fettgewebe signifikant hoher war als im subkutanen Fettgewebe
(p<0,001) (Abb. 7).
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Abbildung 7: Expression von NPR-A im subkutanen und im viszeralen Fettgewebe.
n=157. Wilcoxon-Test. NPR-A/GAPDH, rel. Genexpression, x103.
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Es besteht keine signifikante Korrelation zwischen der Expression von NPR-A im

subkutanen und viszeralen Fettgewebe in den gepaarten Fettgewebsproben (Abb. 8).
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Abbildung 8: Fehlende Korrelation zwischen der Expression von NPR-A im subkutanen

und viszeralen Fettgewebe. n=157. Spearman-Test. NPR-A/GAPDH, rel. Genexpression,

x103.

Des Weiteren bestand keine signifikante Korrelation zwischen dem Serumspiegel von

NT-proANP und der NPR-A-Expression im subkutanen und viszeralen Fettgewebe (Abb.

9
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Abbildung 9: Fehlende Korrelation von NT-proANP im Serum mit der Expression von
NPR-A im subkutanen Fettgewebe. n=157. Spearman-Test. NPR-A/GAPDH, rel.

Genexpression, X102,
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Abbildung 10: Fehlende Korrelation von NT-proANP im Serum mit der Expression von
NPR-A im viszeralen Fettgewebe. n=157. Spearman-Test. NPR-A/GAPDH, rel.
Genexpression, x102,
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4.4. Serum NT-proANP im Arm der konservativen Therapie

Die Serumspiegel von NT-proANP zum Zeitpunkt VO wurden mit denjenigen zum
Zeitpunkt V3 und V12 verglichen. Dies konnte bei 57 Probanden untersucht werden, da
diese die konservative Therapie planméRig beendet hatten und fur alle 3
Visitenzeitpunkte Serumproben vorhanden waren. Der Serumspiegel von NT-proANP
zum Zeitpunkt V12 war signifikant erhdht im Vergleich zu Zeitpunkt VO (p=0,004) sowie
im Vergleich zu Zeitpunkt V3 (p=0,015) (Abb. 11).
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Abbildung 11: NT-proANP im Serum zu den Zeitpunkten VO, V3 und V12 bei den
Probanden der konservativen Therapie. n=57. Friedman-Test flir die Subgruppen,
Mean+SEM.
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Die basalen Serumspiegel von NT-proANP zeigten keine signifikante Korrelation mit der
Gewichtsabnahme zwischen VO und V12 (Abb. 12). Dies konnte bei 91 Probanden
untersucht werden, da diese zum Zeitpunkt der Datenauswertung die konservative

Therapie planmaRig beendet hatten .
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Abbildung 12: Fehlende Korrelation der basalen NT-proANP-Serumspiegel mit dem
Ausmald der Gewichtsabnahme (kg) zwischen den Zeitpunkten VO und V12 in der Gruppe

der konservativen Therapie. n=91. Spearman-Test.
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Die Verénderung der NT-proANP-Serumspiegel zeigte auch keine signifikante
Korrelation mit dem Ausmal} der Gewichtsabnahme zwischen den Zeitpunkten VO und
V12 (Abb. 13). Dies konnte bei 56 Probanden untersucht werden, da diese die
konservative Therapie planméRig beendet hatten und fir beide Visitenzeitpunkte

Serumproben und Daten (ber das Gewicht der Probanden vorhanden waren.
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Abbildung 13: Fehlende Korrelation der Verédnderung der NT-proANP-Serumspiegel
mit dem Ausmal} der Gewichtsabnahme (kg) zwischen den Zeitpunkten VO und V12 in

der Gruppe der konservativen Therapie. n=56. Spearman-Test.
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4.5. Serum NT-proANP und NPR-A-Expression im Arm der operativen Therapie

Es wurden Serumproben von 73 operierten Patienten untersucht, von denen
Probenmaterial aus samtlichen Visitenzeitpunkten VO, V1, V3 und V12 vorlag. Hierbei
zeigte sich eine signifikante Reduktion der NT-proANP-Serumspiegel in den ersten
Tagen (Visite V1) nach der bariatrischen Operation (p<0,001). Zu den Zeitpunkten V3
(p=0,029) und V12 (p=0,002) waren die Spiegel hingegen signifikant erhdht gegentber
dem basalen Niveau (Abb. 14).
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Abbildung 14: NT-proANP-Serumspiegel zu den Zeitpunkten VO, V1, V3 und V12 in
der Gruppe der bariatrisch operierten Patienten. n=73. Friedman-Test.
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Die basalen Serumspiegel von NT-proANP waren auch bei den Probanden des operativen
Armes der Kohorte nicht signifikant korreliert mit der Gewichtsabnahme zwischen den
Zeitpunkten VO und V12 (Abb. 15). Dies konnte bei 124 operierten Probanden untersucht

werden, da fur beide Visitenzeitpunkte Daten vorhanden waren.
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Abbildung 15: Fehlende Korrelation der basalen NT-proANP-Serumspiegel mit dem
Ausmal’ der Gewichtsabnahme (kg) zwischen den Zeitpunkten VO und V12 in der Gruppe

der operativen Therapie. n=124. Spearman-Test.

Die Veranderung der NT-proANP-Serumspiegel zeigte keine signifikante Korrelation mit
dem Ausmal der Gewichtsabnahme zwischen den Zeitpunkten VO und V12 (Abb. 16).
Dies konnte bei 71 Probanden untersucht werden, da flr beide Visitenzeitpunkte

Serumproben und Daten ber das Gewicht der Probanden vorhanden waren.
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Abbildung 16: Fehlende Korrelation der Verédnderung der NT-proANP-Serumspiegel
mit dem Ausmal} der Gewichtsabnahme (kg) zwischen den Zeitpunkten VO und V12 in

der Gruppe der operativen Therapie. n=71. Spearman-Test.

Es zeigte sich keine Korrelation zwischen der NPR-A-Expression im subkutanen und
viszeralen Fettgewebe mit dem Ausmal} der Gewichtsabnahme zwischen den Zeitpunkten
VO und V12 (Abb. 17 und 18). Dies konnte bei 116 Probanden untersucht werden, da
diese zum Zeitpunkt der Auswertung den Zeitpunkt V12 erreicht hatten und

Fettgewebsproben initial vorhanden waren.
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Abbildung 17: Fehlende Korrelation der NPR-A-Expression im subkutanen Fettgewebe

mit dem Ausmal} der Gewichtsabnahme (kg) zwischen den Zeitpunkten VO und V12 in
der Gruppe der operativen Therapie. n=116. Spearman-Test. NPR-A/GAPDH, rel.

Genexpression, x102,
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Abbildung 18: Fehlende Korrelation der NPR-A-Expression im viszeralen Fettgewebe

mit dem Ausmal’ der Gewichtsabnahme (kg)zwischen den Zeitpunkten VO und V12 in
der Gruppe der operativen Therapie. n=116. Spearman-Test. NPR-A/GAPDH, rel.

Genexpression, X102,
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4.6. Kaorrelation der NT-proANP-Spiegel mit FGF19 und FGF21

Der Serumspiegel von NT-proANP zeigte eine positive Korrelation mit dem
Serumspiegel von FGF19 und FGF21, gemessen zum Zeitpunkt VO bei den Probanden

der konservativen Therapie (Abb. 19 und 20).
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Abbildung 19: Korrelation von NT-proANP im Serum mit FGF19 im Serum im Arm der

konservativen Therapie zum Zeitpunkt V0. n=118. Spearman-Test.
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Abbildung 20: Korrelation von NT-proANP im Serum mit FGF21 im Serum im Arm der

konservativen Therapie zum Zeitpunkt V0. n=119. Spearman-Test.
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Positiv assoziiert waren auch die Serumspiegel von FGF19 und FGF21 zum Zeitpunkt
VO im konservativen Arm der Kohorte (Abb. 21).
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Abbildung 21: Korrelation von FGF19 mit FGF21 im Serum im Arm der konservativen
Therapie zum Zeitpunkt V0. Spearman-Test.

Auch bei den Probanden der operativen Therapie besteht eine positive Korrelation
zwischen den Serumspiegel von NT-proANP und FGF19 und FGF21, gemessen zum
Zeitpunkt VO (Abb. 22 und 23). Auch in diesem Arm der Kohorte war die Assoziation
von FGF19 und FGF21 im Serum zu diesem Zeitpunkt positiv (Abb. 24).
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Abbildung 22: Korrelation von NT-proANP mit FGF19 im Serum im Arm der
operativen Therapie zu Zeitpunkt VVO. Spearman-Test.
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Abbildung 23: Korrelation von NT-proANP mit FGF21 im Serum im Arm der

operativen Therapie zu Zeitpunkt VVO. Spearman-Test.
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Abbildung 24: Korrelation von FGF19 mit FGF21 im Serum im Arm der operativen
Therapie zu Zeitpunkt VVO. Spearman-Test.
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5. Diskussion
5.1. Allgemeine Diskussion

Die natriuretischen Peptide weisen zahlreiche metabolische Wirkungen auf. Sie scheinen
eine wichtige Rolle im Metabolismus, wie in der Lipolyse [226], der Lipidoxidation [17,
18, 57, 149, 203], dem Glucosestoffwechsel [18, 79, 207, 214, 220], zu spielen. lhre
Funktion und Regulation werden intensiv erforscht. Die genaue Wirkung und Assoziation
mit der Adipositas [47, 143, 148, 214, 220, 240, 257] sind aber bisher nicht vollig
aufgeklart und weitere Untersuchungen, um diese Mechanismen zu verstehen, sind von

groRem Interesse.

In dieser Arbeit konnte diese Assoziation in einem grofRRen, gut charakterisierten Kollektiv
von adipdsen Probanden untersucht werden. Vorteile dieser Kohorte sind die grofe
Anzahl der Probanden und die langzeitige Beobachtungsdauer sowohl nach bariatrischer
Operation als auch wahrend des konservativen Therapieprogramms. Besonderer Vorteil
ist auch die Asservierung gepaarter Fettgewebsproben aus subkutanem und viszeralem
Fett bei den Probanden des operativen Arms, in welchen schon gezeigt wurde, dass die

Rezeptoren der natriuretischen Peptide signifikant exprimiert werden [49, 203, 215].

Es wurden die Konzentration von NT-proANP im Serum und bei den Probanden des
operativen Arms parallel die Expression von NPR-A im Fettgewebe, sowohl subkutan als
auch viszeral, bestimmt und beurteilt. Diese konnten mit demographischen
Charakteristika und dem BMI der Probanden untersucht werden. Ein mdglicher
Zusammenhang der Serumspiegel von NT-proANP mit der Expression von NPR-A im
Fettgewebe wurde ebenfalls beforscht. AuBerdem wurde der Verlauf nach
Gewichtsabnahme sowohl nach konservativer Therapie als auch nach bariatrischer
Operation beobachtet. Des Weiteren wurde eine mdgliche Assoziation von NT-proANP
mit FGF19 und FGF21 geprift. Durch diese Daten und die erhaltenen Erkenntnisse
konnten Riickschlusse auf die Regulationsmechanischen der natriuretischen Peptide bei

Adipositas gezogen werden.

Die Mehrheit der Probanden in beiden Armen waren Frauen - 67,8% im Arm der
konservativen Therapie und 79,8% im Arm der operativen Therapie -, was bei der
Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit zu beachten ist. Bei vielen anderen
veroffentlichten Studien liegt auch eine Mehrheit weiblicher Probanden vor [11, 47, 56,
73, 106, 195, 206, 258]. Das Alter der Probanden war 41,8 + 12,1 bzw. 39,9 £ 11,2 Jahre
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alt im konservativen und im operativen Arm und somit insgesamt jiinger als bei vielen
friheren Studien [9, 38, 87, 118, 143, 145]. Die Probanden wiesen sehr hohe BMI-Werte
auf, im Mittel 43,41 + 5,89 kg/m? bzw. 53,21 + 6,99 kg/m? fiir den konservativen und den
operativen Arm. In der Literatur liegen in den meisten Studien geringere BMI-Werte vor
[256-258] . Dieses soll bei dem Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit anderen
Studien ebenfalls berlicksichtigt werden.

In dieser Arbeit wurde das NT-proANP als Vertreter der natriuretischen Peptide
gemessen, ein zuverlassiger Parameter mit langerer Halbwertszeit und Stabilitat [76]. In
den verschiedenen veroffentlichten Studien wurden aber unterschiedliche natriuretische
Peptide untersucht; ANP [37, 56], BNP [204, 224], NT-proBNP [9, 269]. Aufgrund der
heterogenen Charakteristika sind direkte Vergleiche nicht immer mdglich.
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5.2. Spezielle Diskussion
5.2.1. NT-proANP im Serum

Die Konzentration von NT-proANP war zum Zeitpunkt VO in allen Serumproben
messbar. Diese konnte daher zusammen mit verschiedenen Charakteristika der Probanden

untersucht werden.
5.2.1.1. NT-proANP und Geschlecht

In dem untersuchten Studienkollektiv konnte keine signifikante Korrelation der
Serumkonzentration von NT-proANP mit dem Geschlecht der Probanden nachgewiesen
werden, weder im Arm der konservativen noch der operativen Therapie. Wichtig zu
erwahnen ist, dass die deutliche Mehrheit der Probanden in der ROBS-Kohorte aus

Frauen bestand - 67,8% im konservativen und 79,8% im operativen Arm.

In mehreren Studien wurde der Zusammenhang der natriuretischen Peptide mit dem
Geschlecht untersucht. In der Studie von Emdin et al. zeigten sich bei 239 Patienten mit
Herzinsuffizienz (Alter von 64.7 + 11.6 Jahre) signifikant héhere ANP-Spiegel bei
Mannern [56]. In einer anderen Studie mit gesunden Probanden in einem mittleren Alter
von 55 Jahren konnte im Gegenteil eine hohere Konzentration von NT-proANP bei
Frauen nachgewiesen werden [258]. NT-proANP-Spiegel waren auch héher bei den
weiblichen Probanden in der Arbeit von Zhu et al. [269]. In einer dlteren, kleineren Studie
fanden sich héhere Konzentration von ANP bei pramenopausalen Frauen im Vergleich
zu jungen Mannern [37]. Postmenopausal konnte dieser Unterschied aber nicht mehr
nachgewiesen werden [37]. Die Arbeitsgruppe von Clerico et al. beschrieb bei gesunden
Probanden mit Alter 43.2 + 14.8 Jahren eine positive Korrelation des weiblichen
Geschlechts mit ANP und BNP [41]. In einem groRen Kollektiv von gesunden Probanden
wurden ebenfalls hohere Spiegel von ANP und BNP bei den Frauen nachgewiesen [80].
In einer friheren Arbeit von Schmid et al. wurde bei gesunden Probanden keine
Assoziation von NT-proANP und NT-proBNP mit dem Geschlecht der Probanden
festgestellt [221]. Eine Mausmodell-Studie ergab, dass die weiblichen
Geschlechtshormone die Expression von ANP stimulieren [88].

Basierend auf Daten von mehreren Autoren erscheint es maglich, dass die weiblichen
Sexual-Steroide einen positiven Effekt und die Androgene einen negativen Effekt auf die
natriuretischen Peptide ausiben [27, 39, 40, 103, 139]. Somit konnten die
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unterschiedlichen Ergebnisse auch durch die Einnahme von Hormonpréparaten oder der
,Pille* erklart sein. In dieser Kohorte war die Einnahme der ,,Pille” kein signifikanter

Faktor fur die Serumspiegel von NT-proANP (Daten nicht gezeigt).

5.2.1.2. NT-proANP und Alter

In der vorliegenden Studie wurde eine schwache, positive Korrelation der NT-proANP-
Serumkonzentration mit dem Alter der Probanden (nach Bereinigung fir BMI) fur beide
Arme der ROBS Kohorte festgestellt. In dieser Arbeit waren die Probanden 41,8 + 12,1
bzw. 39,9 + 11,2 Jahre alt im konservativen und im operativen Arm, somit insgesamt

junger als bei den meisten bisher durchgefuhrten Studien.

In mehreren frilheren Studien wurde Uberwiegend ein ahnlicher Zusammenhang
beschrieben. In der Studie von Kato et al. zeigte sich eine positive Korrelation von ANP
mit dem Alter in gesunden Probanden im Alter von 56.3 £ 10.7 Jahren [101]. Eine positive
Korrelation von NT-proANP mit dem Alter zeigte sich auch in der Studie von Wang et
al. bei 911 Probanden der Framingham Heart Study mit einem mittleren Alter von 55
Jahren (62% Frauen) [258]. In der Studie von Hogenhuis et al. zeigten sich bei 311
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz im Alter von 68 + 8 Jahren hdohere
Konzentrationen von NT-proANP und ANP bei hoherem Alter [87]. 76% der
Untersuchten waren Manner und es gab eine signifikante Altersdifferenz im Vergleich zu
den weiblichen Probanden [87]. In einer kleinen Studie wurde dieser Zusammenhang bei
gesunden Mannern in unterschiedlichem Alter untersucht [178]. Hier war die
Konzentration von ANP signifikant héher in den alteren im Vergleich zu den jlngeren
Mannern [178]. In einer Kleinen &lteren Studie war die ANP Konzentration bei gesunden
normalgewichtigen Probanden untersucht. Auch hier war die Konzentration von ANP
signifikant hoher bei hoherem Alter. Nach ANP Infusion war die Halbwertszeit von ANP
langer bei den alteren Probanden [38]. Einen Anstieg der NT-proBNP-Spiegel mit dem
Alter fanden auch die Studie von Zhu et al. und die Arbeitsgruppe von Bao et al. [9, 269].
Auch BNP zeigte eine positive Korrelation mit dem Alter [204, 224]. Im Gegensatz zu
diesen Daten korrelierte in einer Studie bei 216 gesunden Probanden mit mittlerem Alter
von 43,2 + 14,8 Jahren nur leicht das ANP mit dem Alter [41]. In der Arbeit von Dutka
et al. fand sich sogar eine negative Assoziation von ANP mit dem Alter bei Probanden

mit Herzinsuffizienz [55]. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe ergab sich keine
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signifikante Korrelation von NT-proANP und NT-proBNP mit dem Geschlecht in zwei
unterschiedlichen Studienkollektiven mit jungen, gesunden Probanden [221].

Die Autoren diskutierten als mogliche Erklarung der hoheren Konzentrationen der NPs
bei dlteren Probanden eine reduzierte Aktivitat im Alter [178] sowie einen reduzierten
Abbau [38] als Folge der reduzierten Expression des Clearing-Rezeptors NPR-C im Alter
[75]. Weitere Faktoren, welche zu diesem Anstieg der NPs im Alter beitragen kénnen,
sind eine schlechtere kardiale Funktion sowie eine Verringerung der Ausscheidung der
NPs ber die Niere mit dem Alter [269].

5.2.1.3. NT-proANP und BMI

Die Korrelation von NPs mit dem Gewicht und dem BMI haben schon mehrere
Arbeitsgruppen in verschiedenen Kollektiven untersucht. In mehreren Studien waren die
NPs negativ korreliert mit dem BMI [8, 11, 143, 145, 195, 206, 240, 256, 257, 12, 47, 73,
90, 106, 118, 126, 138]. In diesen Studien untersuchten die Autoren verschiedene NPs
und die Kollektive sowie die genaue Fragestellung waren sehr unterschiedlich. Wang et
al. beschrieb bei 3389 Probanden der Framingham Study signifikant niedrigere Spiegel
fur BNP und NT-proANP bei adiptsen und tibergewichtigen Probanden im Vergleich zu
normalgewichtigen Probanden flr beide Geschlechter [257]. Auch in einer weiteren
Studie dieser Arbeitsgruppe konnte diese negative Korrelation nachgewiesen werden
[256]. Auch die NT-proBNP Konzentration wurde als signifikant niedriger bei
ubergewichtigen und adipsen im Vergleich zu normalgewichtigen Probanden
beschrieben, unabhéangig vom Bestehen einer Herzinsuffizienz [11]. Das et al. zeigten
ahnliche Ergebnisse fir die Konzentration von BNP und NT-proBNP [47]. Auch bei nicht
adipdsen Probanden ohne Hypertension fand sich eine negative Assoziation von BNP und
NT-proANP mit dem BMI [258]. Bei Probanden mit akutem myokardischdmischem
Ereignis fanden sich auch signifikant niedrigere NT-proBNP Konzentration bei
vorliegender Adipositas oder Ubergewicht im Vergleich zu Normalgewichtigen [134,
145]. Eine andere Arbeitsgruppe zeigte hingegen hohere NT-proBNP-Spiegel bei
adipdsen Probanden im Vergleich zu Normalgewichtigen [81]. Eine fehlende Korrelation
fand sich in anderen Studien [117]. Auch unsere Arbeitsgruppe fand bei gesunden und
hauptsachlich normalgewichtigen Probanden keine Korrelation mit dem BMI fur NT-
proANP und NT-proBNP [221]. In der Arbeit von Pandey et al. zeigte die Korrelation
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der natriuretischen Peptide mit dem BMI eine U-formige Kurve mit erhohten
Konzentrationen bei sehr niedrigen und sehr hohen BMI-Werten bei Probanden mit
chronischer stabiler Herzinsuffizienz. Die niedrigsten Konzentrationen konnten bei
einem BMI von 35 kg/m? nachgewiesen werden [187]. In einer weiteren Arbeit stellten
die Autoren bei normalgewichtigen Probanden mit Insulinresistenz niedrige Spiegel von
natriuretischen Peptide wie bei adipdsen insulinresistenten Probanden fest und folgerten
daraus eine negative Assoziation der natriuretischen Peptide mit der Insulinresistenz auch
unabhéngig von BMI [7, 106]. Ein interessantes Ergebnis war auch, dass die negative
Korrelation von NT-proBNP mit dem Gewicht nach Anpassung fur den HOMA-Index
schwécher ausgepréagt war [8, 106]. Eine negative Assoziation von BNP und NT-proBNP
mit der Fettmasse, welche unabhangig vom Bestehen einer Adipositas beobachtet wurde,

ist auch erwahnenswert [167].

Als mogliche Griinde fir die negative Korrelation der NPs mit dem BMI wurden mehrere
Mechanismen diskutiert. Als mogliche Erklarung dieser negativen Korrelation wurde die
Rolle des NPR-C, welcher auch im Fettgewebe exprimiert wird und den Abbau der
natriuretischen Peptiden induziert, diskutiert [50, 215, 257]. Die Expression von NPR-C
im Fettgewebe wird auch bei erhdhtem Insulinspiegel gefordert [196]. Daher kénnte auch
die Insulinresistenz [8] eine Rolle in diesem Mechanismus spielen. Neprilysin wird auch
von den Adipozyten produziert, in Adipositas in vermehrtem MaRe. Der Abbau der NPs
durch Neprilysin ist eine weitere mogliche Ursache der niedrigen NP-Konzentration bei
Adipositas [185]. Die gleichzeitig bestehende negative Korrelation von BNP und NT-
proBNP und die negative Korrelation bei NT-proANP sprechen allerdings eher gegen
einen erhohten Abbau als einzigen Faktor, da das NT-proBNP und das NT-proANP nicht
uber NPR-C und durch Neprilysin abgebaut werden. Zuséatzlich existiert die Hypothese
einer primadr verminderten NP-Sekretion [42, 47, 257]. Weitere Faktoren wie die
Einnahme von Medikamenten wurden auch diskutiert [40]. Die Glykosylierung von
proBNP an Threonin 71, welche vermehrt bei adipdsen Patienten gefunden wurde, hat
eine Reduktion der Spaltung von proBNP in BNP und NT-proBNP zur Folge [130, 194,
197]. Dieser Mechanismus konnte ein moglicher Mechanismus der beobachteten
negativen Korrelation der N-terminalen Prohormone der natriuretischen Peptide mit dem
Gewicht sein. Des Weiteren ist nicht geklart, ob die niedrigeren Spiegel der NPs Folge
der Adipositas sind oder ob die niedrigeren Spiegel vorbestehen und zur Adipositas
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fuhren [8]. Die nachgewiesene lipolytische Wirkung der NPs [226] konnte eine
mechanistische Verbindung mit der Fettmasse darstellen.

In der ROBS-Kohorte bestand kein statistisch signifikanter Zusammenhang der
Serumkonzentration von NT-proANP mit dem BMI der Probanden. Allerdings waren die
Probanden stark adipds mit einem BMI von 43,41 + 5,89 kg/m? bzw. 53,21 + 6,99 kg/m?
fir die konservative und die operative Gruppe, was nicht der Zusammensetzung der
Kollektive anderer Studien entspricht. Zum Beispiel waren im Kollektiv von 3389
Probanden in der Studie von Wang et al. nur 28% der Probanden adipds und nur 3%
hatten ein BMI > 40 kg/m? [257]. Eine mogliche Schlussfolgerung kann darin bestehen,
dass ab einem bestimmten BMI keine weiteren Unterschiede erkennbar sind. Auch der
hohere Anteil an Frauen in dieser Studie kénnte Einfluss auf die Ergebnisse haben. Des
Weiteren waren die Probanden dieser Kohorte relativ gesund, was auch eine Rolle spielen
konnte. Das Vorliegen eines Diabetes mellitus war kein signifikanter Faktor fur die

Serumspiegel von NT.proANP.

5.2.1.4. NT-proANP und Triglyzeride

Laut einem Review aus dem Jahr 2019 wurde die Korrelation von NPs mit zirkulierenden
Triglyzeriden in 39 Studien untersucht [233]. In Zusammenschau der Studien zeigte sich
eine negative Korrelation [233]. Wang et al. fanden eine negative Assoziation zwischen
NT-proANP und Triglyzerid-Konzentration [256]. Auch zwischen NT-proBNP und
Triglyzeriden ergab sich eine negative Korrelation [9, 183, 255, 269]. Auch die Spiegel
von BNP [83, 206] und NT-proANP [77] korrelierten negativ mit den Triglyzeriden.
Keine Korrelation zwischen Triglyzeriden und ANP fand sich in einem Kollektiv mit
PCOS-Patientinnen [125]. GleichermaRen keine Korrelation mit dem BNP wurde in einer
Studie aus der Turkei festgestellt [100]. Eine hingegen positive Korrelation von NT-pro-
BNP mit den Triglyzeriden wurde in einem Kollektiv von Patienten mit akutem
Schlaganfall [131] und HIV [180] gefunden.

Die Autoren diskutierten einige mogliche Mechanismen, welche die Korrelation der NPs
mit den Triglyzeriden erkléren konnten. Durch die Wirkung der NPs auf die weil3en
Adipozyten, womit sie diesen einige Charakteristika der braunen Adipozyten verleihen,

steigt die Aufnahme von Triglyzeriden [233]. Die NPs fiihren auch zur Degradation der
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Triglyzeride [233]. Ein negativer Ruckkopplungsmechanismus konnte gleichfalls

vorliegen [221].

In dem untersuchten Studienkollektiv ergab sich nur im Arm der operativen Therapie eine
signifikante, schwach negative Korrelation, welche im Arm der konservativen Therapie

keine Entsprechung hatte.

5.2.2. NPR-A Expression im Fettgewebe

Die Expression von NPR-A wurde in den 157 vorhandenen gepaarten Fettgewebsproben
aus subkutanem und viszeralem Fettgewebe der Probanden des operativen Arms

untersucht.

Als Hauptergebnis der Studie konnte nicht nur eine starke mMRNA Expression des NPR-
A im humanen Fettgewebe festgestellt werden, sondern auch eine hochsignifikante

Dominanz dieser Expression im viszeralen versus dem subkutanen Fettgewebe.

In dieser Arbeit fand sich eine signifikant hohere Expression von NPR-A im viszeralen
im Vergleich zum subkutanen Fettgewebe bei adipdsen Probanden. Die NPR-A-
Expressionen im subkutanen und viszeralen Fettgewebe waren nicht signifikant

miteinander korreliert.

Die Arbeitsgruppe von Pivovarova zeigte im Jahr 2012 zum ersten Mal bei Menschen
ebenfalls eine signifikant héhere NPR-A Expression in viszeralem im Vergleich zu
subkutanem Fettgewebe in einer Untersuchung von 157 Probanden [196]. Die NPR-A-
Expression in beiden Fettgewebesorten korrelierte schwach positiv [196]. Die Autoren
diskutierten als mogliche Interpretation dieses Ergebnisses eine wichtigere Rolle des
viszeralen Fettgewebes als Zielorgan fiir die NPs [196]. Bei adipdsen, ausschlieBlich
méannlichen Probanden mit Diabetes mellitus fand sich ebenfalls eine héhere NPR-A-
Expression im viszeralen im Vergleich zum subkutanen Fettgewebe [250]. Auch bei
adiposen Probanden ohne Diabetes mellitus zeigte sich eine entsprechende Tendenz,

welche aber nicht signifikant war [250].

Weitere Studien zur Aufklarung der genaueren Mechanismen der Expression von NPR-
A im subkutanen und viszeralen Fettgewebe sind erforderlich. Basierend auf den

vorliegenden Daten ist eine sichere Schlussfolgerung nicht méglich. Da die NPs ihre
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Wirkungen Gber den Rezeptor NPR-A induzieren und die Lipolyse ein wichtiges Ziel
dieser ist, konnte eine starkere Lipolyse im viszeralen Fettgewebe, wo die NPR-A-
Expression erhoht ist, vermutet und diskutiert werden. Allerdings gibt es Daten, welche
dieser Hypothese widersprechen. Die NP-induzierte Lipolyse war bei normalgewichtigen
Probanden im viszeralen Fettgewebe reduziert im Vergleich zu subkutanem Fettgewebe
[250]. Bei adipdsen Probanden zeigte sich keine Differenz zwischen dem viszeralen und
subkutanen Fettgewebe [250]. Die Autoren diskutierten basierend auf diesen Ergebnissen
eine  ANP-Resistenz im subkutanen Fettgewebe bei Adipositas [250]. Ob die
Unterschiede bezuglich der metabolischen Funktionen der beiden Fettgewebesorten eine
Rolle spielen, ist auf Basis der bisher vorliegenden Daten nicht zu beurteilen.

In der hier untersuchten Studienpopulation lieR sich jedoch keine Korrelation der NPR-
A-Expression im subkutanen und viszeralen Fettgewebe mit dem jeweiligen BMI der

Probanden nachweisen.

In der Literatur gibt es nicht viele Daten bezlglich dieser Fragestellung. In 32 gesunden
mannlichen Probanden mit einem mittleren Alter von 36,06 + 7,36 Jahren und mit einem
mittleren BMI von 27,60 + 4,63 kg/m? zeigte sich eine negative Assoziation zwischen der
Expression von NPR-A im subkutanen Fettgewebe und dem BMI [61]. Die Anzahl der
Probanden war gering und es handelte sich ausschlieRlich um Manner [61]. In einer
weiteren Arbeit von Kovacova et al. zeigte sich eine signifikant niedrigere NPR-A-
Expression im subkutanen Fettgewebe bei adipésen im Vergleich zu normalgewichtigen
Probanden [117]. Der mittlere BMI der Probanden war 30,4+ 1,3 kg/m? [117]. Eine
niedrigere NPR-A-Expression in subkutanem und viszeralem Fettgewebe von adipdsen
Probanden mit einem mittleren BMI von 46,5 kg/m? fanden auch Gentili et al. [73].
Niedrigere Expression von NPR-A in Fettgewebe bei adipdsen Probanden zeigten auch
die Arbeit von Coué [43] und die Arbeitsgruppe von Rydén [209]. Im Gegensatz zu diesen
Ergebnissen wurde eine Reduktion der NPR-A-Expression im subkutanen Fett nach
Gewichtsabnahme durch eine kalorienarme Diét nach 10 Wochen beschrieben [196, 251].
Dies spricht eher fur eine positive Assoziation von NPR-A und BMI. Die von anderen
Arbeitsgruppen beschriebene negative Assoziation der NPR-A-Expression und des BMI
wurde in diesem Kollektiv nicht gezeigt. Das Kollektiv dieser Arbeit bestand allerdings

aus Probanden mit einem deutlich hoheren mittleren BMI. Die Arbeitsgruppe von
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Kovacova fand keine Abhéngigkeit der Expression von NPR-A vom Geschlecht der
Probanden oder vom Alter [117], sodass diese spezifischen Charakteristika des ROBS-

Kollektivs womdglich keine wesentliche Rolle spielten.

Die Mechanismen der Korrelation der NPR-A-Expression mit dem BMI sind nicht
aufgeklart. Es gibt aber Hinweise, dass mehrere Faktoren in Kombination mit dem
Gewicht eine Rolle spielen. In Mausmodellen hat Insulin die Expression von NPR-A
reduziert [163]. Eine Studie an Menschen ergab eine negative Korrelation mit Parametern
des Glukosestoffwechsels [117]. Die Expression von NPR-A war auller mit dem BMI
auch mit dem Fettgehalt negativ assoziiert [61]. Die durch NP induzierte Lipolyse und
Steigerung des Energieverbrauchs - Effekte, welche durch die Bindung der NPs mit dem

NPR-A erfolgen -, kdnnten eine weitere mdgliche Verbindung darstellen [61].

Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist der fehlende Zusammenhang der
Serumkonzentration von NT-proANP mit der Expression von NPR-A in beiden
Fettgewebsdepots. Die genaueren mdglichen Regulationsmechanismen der NPR-A-
Expression, besonders in Assoziation mit den Serum-NPs, sind nicht geklart. Die in dieser
Arbeit fehlende Korrelation lasst das Fehlen eines direkten Riickkopplungsmechanismus
der NPR-A-Expression im Fettgewebe durch NPs vermuten. Zudem scheinen also andere
zellulére Sekretionsorte/-organe fur die Serumkonzentrationen verantwortlich zu sein.
Somit hat die adipozytdre Sekretion von ANP womdglich eher eine autokrine oder

parakrine Rolle als eine endokrine.

In der Literatur wurden einige Mechanismen vorgeschlagen. Normalerweise ist der NPR-
A an sechs Stellen phosphoryliert. Jede Dephosphorylierung flihrt zur Reduktion seiner
Aktivitdt und ab einer Dephosphorylierung von 4 Stellen wird der Rezeptor deaktiviert
[200]. Die chronische Exposition von NPR-A gegeniber NPs fihrt zu
Dephosphorylierung des Rezeptors mit Folge seiner Desensibilisierung gegentber NPs
[199, 200]. Zur Desensibilisierung kommt es auch durch Angiotensin, Endothelin und
Arginin-Vasopressin [200].

Andere Arbeiten zeigten unter einer verlangerten Exposition von NPR-A gegeniiber ANP
sogar eine Reduktion der mRNA-Spiegel von NPR-A [191]. Ein Degradations-

Mechanismus durch die Bindung von ANP wurde auch diskutiert [60].
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Es sollte betont werden, dass in dieser Arbeit nur die Expression und nicht die Aktivitat
von NPR-A gemessen wurde. Weitere Studien zur Abklarung der zugrundeliegenden

Mechanismen sind erforderlich.

5.2.3. NT-proANP und Gewichtsabnahme

Bestandteil dieser Arbeit war die weitere Bestimmung der Serumspiegel von NT-proANP
wahrend und nach Beendigung eines Langzeitadipositastherapieprogramms mittels Didat
sowie nach einer bariatrischen Operation und die Uberpriifung der bestehenden

Korrelationen.

Ein Jahr nach dem Beginn des Langzeitadipositastherapieprogramms fanden sich
signifikant hohere  Serumspiegel fiir NT-proANP (p=0.004). Die basale
Serumkonzentration von NT-proANP sowie deren Veranderung wéhrend des
Therapieprogramms hatten keine signifikante Assoziation mit dem AusmaR der
Gewichtsabnahme wéhrend der konservativen Therapie.

Die vorliegenden Daten aus friiheren Studien sind teilweise kontrovers. In einer kleinen
Studie mit 12 Ubergewichtigen und adipdsen Probanden mit arterieller Hypertonie zeigte
sich nach einer hypokalorischen Diét eine signifikante Senkung von ANP und BNP nach
3 Wochen [147]. In diesem Zeitraum war eine signifikante, aber nur leichte
Gewichtsabnahme zu dokumentieren [147]. Bei 12 adipdsen Probanden waren ANP und
NT-proANP signifikant reduziert nach 8 Tagen von niedrigkalorischer und
natriumreduzierter Didt [146]. Dieser Effekt war laut den Autoren am ehesten im Rahmen
des niedrigeren intravasalen VVolumens zu interpretieren [146]. Nach einer dreiwtchigen
niedrigkalorischen Diat und korperlicher Aktivitat bei 14 adipdsen Probanden stiegen die
Spiegel von NT-proBNP signifikant [59]. Der Anstieg korrelierte nicht signifikant mit
dem Ausmal} der Gewichtsabnahme [59]. In einer Arbeit mit 131 adipdsen Probanden
ergab sich nach Lebensstilverdnderung eine signifikante BNP-Erhéhung in 3 Monaten,
welche hingegen abhangig vom AusmaR der Gewichtsabnahme war [26]. Bei adipdsen
Probanden kam es nach Gewichtsabnahme von ca. 20% bei einem intensiven
Gewichtsreduktionprogramm Uber 52 Wochen zu einem signifikanten Anstieg von NT-
proBNP und NT-proANP [113]. Dieser Anstieg war nicht korreliert mit dem Ausmal3 der
Gewichtsabnahme [113]. In einem Kollektiv mit Ubergewichtigen und adiptsen
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Probanden mit Diabetes mellitus waren die Spiegel von NT-proBNP ein Jahr nach dem
Beginn einer intensiven Lebensstilintervention signifikant erhoht [14]. Der Anstieg

korrelierte in dieser Studie mit der Gewichtsabnahme der Probanden [14].

In Arm der operativen Therapie waren die Serumspiegel von NT-proANP nach den ersten
postoperativen Tagen signifikant erniedrigt (p<0.001) und nach 3 (p=0.029) und 12
Monaten (p=0.002) signifikant erhoht im Vergleich zu den préoperativen Spiegeln. Es
lag keine signifikante Assoziation der basalen Serumkonzentration sowie deren

Veranderung mit dem Ausmal der Gewichtsabnahme im Zeitraum der 12 Monate vor.

Mehrere Arbeitsgruppen untersuchten die Verdnderung der NPs nach bariatrischer
Operation [1, 2, 195, 28, 30, 67, 70, 108, 121, 140, 141]. Laut einem Review vom Jahr
2020 ergab sich in 12 Studien mit insgesamt 622 Probanden, welche eine bariatrische
Operation bekamen, eine signifikante Erhdhung der Spiegel von BNP 6 Monate und von
NT-proBNP 6 und 12 Monate postoperativ [4]. Auch fir ANP [5, 74] und NT-proANP
[5] fand sich eine signifikante Erhéhung der Konzentrationen 6 Monate postoperativ. Der
Anstieg von NT-proANP nach Gewichtsabnahme ein Jahr nach bariatrischer OP war
grolRer im Vergleich zu dem Anstieg nach Lebensstilmodifikation [67]. In einigen
Studienkollektiven korrelierte der Anstieg der Konzentration der NPs mit dem Ausmaf
der Gewichtsabnahme [28, 30]. Diese Korrelation bestétigte sich aber nicht in anderen
Studien. Die Arbeitsgruppe von Hanusch-Enserer fand eine signifikante Senkung der
Konzentration von NT-proBNP nach Gewichtsabnahme ein Jahr nach Magenband.
Allerdings waren in diesem Kollektiv die NT-proBNP-Konzentrationen deutlich héher
bei den adipdsen Probanden im Vergleich zu der Kontrollgruppe [81]. Eine Reduktion
der Spiegel von NT-proBNP nach bariatrischer Operation (Magenbypass,
Schlauchmagen, Magenband) fand auch die Arbeitsgruppe von Donnellan [54].

Die negative Assoziation der NPs mit dem Gewicht ist schon beschrieben und kann als
Grund der Erhohung der NPs nach der erfolgten Didt bzw. nach der bariatrischen
Operation diskutiert werden. Allerdings waren die NP-Spiegel in einer Studie schon
kurzfristig nach Beginn der Diat und nach nur leichter Gewichtsabnahme angestiegen
[147]. Der Zusammenhang des Anstieges mit dem AusmaR der Gewichtsabnahme wurde
nicht von allen Arbeitsgruppen untersucht und bei einigen lag keine signifikante
Korrelation vor [59, 113, 200]. Daher scheint die Gewichtsabnahme nicht der einzige
Faktor, welcher die NPs nach der bariatrischen Operation und der Durchfihrung einer
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Diat beeinflusst. Dieser Anstieg konnte auch im Rahmen der Verbesserung der
kardiometabolischen Faktoren, wie des Blutdrucks [147], der Glukosespiegel [1, 113]
und des Fettgehalts [1, 113] auftreten. Ein Zusammenhang mit der Nieren-
Hyperfiltration, welche bei Adipositas beobachtet wird und nach Gewichtsabnahme
nachlasst, kann diskutiert werden. Allerdings kommt es bereits zur Anderung von NPs
noch bevor diese nachweisbar ist [30]. Eine Assoziation der hoheren Konzentrationen der
NPs nach bariatrischer Operation mit dem Anstieg von GLP-1 nach Gewichtsabnahme
wurde auch diskutiert [82, 186] und kdnnte eine weitere Verknupfung darstellen. Nach
bariatrischer Operation fand sich eine Reduktion der Neprilysin Konzentration [74] und
durch Fasten bei Mdausen wurde eine reduzierte NPR-C-Expression im Fettgewebe
bewirkt [217], so dass ein verminderter Abbau von NPs sich denken lasst. Basierend auf
der fehlenden Korrelation des basalen Serumspiegels von NT-proANP mit dem Ausmaf
der Gewichtsabnahme kann vermutet werden, dass dieser basale Spiegel keinen
prognostischen Wert und Einfluss auf die Entwicklung des Gewichts hat, zumindest nicht

unabhéngig von anderen Faktoren.

Im operativen Arm dieser Kohorte fand sich eine signifikante Reduktion von NT-proANP
in den ersten postoperativen Tagen (p<0.001), was ja noch nicht durch eine
Gewichtsreduktion erklarbar ist. Welche Faktoren hierbei eine Rolle spielen kénnen, ist
unklar. Dieser Effekt so kurzfristig nach Durchfiihrung der bariatrischen Operation bedarf
weiterer  Aufklarung, konnte aber durch den Anstieg der systemischen
Gallenséurenkonzentration bedingt sein. Die Arbeitsgruppe von Gentili fand eine
negative Korrelation von BNP mit IL-6 [73]. Beschrieben wurde auch eine negative
Assoziation von NT-proBNP mit dem Akutphasenprotein CRP [29]. Somit ist eine
Senkung der NPs assoziiert mit der Entziindungsreaktion postoperativ denkbar. Weitere
Faktoren wie die Medikamenteneinnahme perioperativ, die Erndhrung wéhrend der ersten
postoperativen Tage, die Volumenlast oder eine Anderung der GFR wurden nicht
untersucht. Mogliche Kurzzeit-Mediatoren dieser Effekte konnten auch GLP-1/GIP,

Gallensduren sein, welche sich kurz nach bariatrischer Operation verandern.

In dieser Studie wurde keine Korrelation der Expression von NPR-A im subkutanen und
viszeralen Fettgewebe mit der Gewichtsabnahme postoperativ beobachtet. In der
Literatur gibt es keine Daten zu dieser Fragestellung. Es gibt somit keine bekannten

Anhaltspunkte dafiir, dass die prdoperative Expression von NPR-A einen regulativen
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Einfluss auf den Verlauf der Gewichtsabnahme hat. Ein Zusammenhang mit dem
Gewicht ist eher unwahrscheinlich.

5.2.4. NT-proANP und FGF19 und FGF21

Weiterer Bestandteil dieser Arbeit war die Untersuchung einer moglichen Assoziation
von NT-proANP mit FGF19 und FGF21, um einen moglichen ,,cross-talk mit diesen
metabolisch relevanten Faktoren zu untersuchen. Im vorliegenden Studienkollektiv
wurde eine signifikant positive Korrelation der Serumkonzentration von NT-proANP mit
der Serumkonzentration von FGF19 und FGF21 festgestellt.

Auch in einer friiheren Studie unserer Arbeitsgruppe bei gesunden Probanden zeigte sich
eine signifikant positive Korrelation von NT-proANP mit FGF19 und FGF21 [221]. Bei
Probanden mit kardiovaskuldaren Vorerkrankungen wurde ebenfalls eine positive
Korrelation zwischen FGF21 und NT-proBNP festgestellt [35]. In einer weiteren Studie,
welche die Rolle von FGF21 in kardiovaskuldren Erkrankungen und kardialer Kachexie

untersuchte, fand sich kein Zusammenhang zwischen FGF-21 und NT-proBNP [205].

Die aus diesem Studienkollektiv gewonnenen Daten lassen einen mdglichen cross-talk
zwischen den natriuretischen Peptiden und der FGF-Gruppe vermuten. Es ist bekannt,
dass FGF19 und FGF21 wie die NPs eine essentielle Rolle im Glukose- und
Lipidstoffwechsel spielen [53]. Dies konnte eine mdgliche Verbindung darstellen.
Allerdings sind weitere mechanistische Studien erforderlich, um diese Assoziation und

die genaueren Mechanismen zu untersuchen und zu verstehen.
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5.2.5. Fazit

Die vorliegende Arbeit konnte folgende Hauptergebnisse erzielen:

a) NPR-A wird stark im humanen Fettgewebe in einer sehr grof3en Kohorte adipdser
Probanden exprimiert. Die Expression ist signifikant hoéher im viszeralen
Fettgewebe versus dem subkutanen Fettgewebe. Daher stellt sich die Frage, welche
Rolle der NPR-A im Rahmen der sogenannten ,,Adipose Inflammation* beim
metabolischen Syndrom (“Metaflammation”) spielt.

b) Die NPR-A-Expression Kkorreliert nicht mit den systemischen NT-proANP-
Spiegeln. Daher ist diese Expression vermutlich eher von parakriner/autokriner
Bedeutung als von endokriner Bedeutung.

¢) Die Veranderung der Serumspiegel von NT-proANP nach bariatrischer Operation
geschieht schnell innerhalb weniger Tage, ist daher unabhéngig von den
langfristigen Gewichtsentwicklungen. Daher kommen mdglicherweise schnell
reagible Systeme wie Inkretine und Gallensdauren in den Focus einer schnellen,
postoperativen, inhibitorischen Regulation des NT-proANP.

d) Im langfristigen Verlauf steigen sowohl nach Di&t als auch nach bariatrischer
Operation die Serum NT-proANP-Spiegel an, was im Gegensatz zu c) eher
langfristige ~ Gewichtseffekte nahelegt (z.B.  Stoffwechselnormalisierung,

Adipokinmuster).

Die Betrachtung der Ergebnisse dieser Arbeit und der Vergleich bzw. die
Gegenuberstellung dieser mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen lassen
Riickschlisse auf die Funktion und die Regulation der natriuretischen Peptide bei der

Adipositas ziehen.

Das NT-proANP zeigte in diesem Kollektiv einen positiven Zusammenhang mit dem
Alter der Probanden. Eine Korrelation mit weiteren anthropometrischen Parametern wie
Geschlecht und BMI wurde nicht festgestellt. Dies widerspricht zum Teil den
Ergebnissen von Studien anderer Arbeitsgruppen. Allerdings sollte bei der Interpretation
das unterschiedliche Setting dieser Kohorte bedacht werden. Insbesondere sollte der im
Vergleich zu anderen Kollektiven stark erhdhte BMI dieser Probanden berucksichtigt
werden. Die von anderen Arbeitsgruppen beschriebene Korrelation der natriuretischen
Peptide mit dem Geschlecht und dem BMI sind Beobachtungen, die als Ausgangspunkt

einiger Hypothesen fungieren konnen. Letztendlich sind aber die genauen
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zugrundeliegenden Mechanismen hierfiir noch nicht aufgeklért.

Auch die beobachtete Korrelation mit den Triglyzeriden, welche allerdings in dieser
Kohorte nur im Arm der operativen Therapie festgestellt wurde, I&sst vermuten, dass ein
Regulationsmechanismus zwischen der Wirkung der natriuretischen Peptide und der
Lipide vorliegt. Eine lipolytische Wirkung der natriuretischen Peptide wurde bereits
nachgewiesen. Die genauen Regulationsmechanismen bleiben aber noch unklar. Hier

waére die Analyse der sogenannten gesamt-Fettsduren im Serum aufschlussreich.

Die Untersuchung der Expression von NPR-A im Fettgewebe, durch welchen die
natriuretischen Peptide lokal ihre Wirkung entfalten, kann das Verstandnis der Funktion
der natriuretischen Peptide im Fettgewebe und die Zusammenhange mit der Adipositas
fordern. Basierend auf die bisherigen Untersuchungen scheint der Mechanismus sehr
komplex zu sein und ein Zusammenhang scheint nicht nur mit dem Gewicht, sondern

auch mit anderen Stoffwechselkreisen zu bestehen.

Inwieweit die Regulation der adipozytaren Expression von NPR-A durch die
natriuretischen Peptide relevant ist, bleibt bisher noch nicht vollstandig geklart. Die in
dieser Studie nicht beobachtete Korrelation der Serumkonzentration von NT-proANP
mit der Expression von NPR-A ist entscheidend, weil sie vermuten l&sst, dass eher kein
direkter und exklusiver Rickkopplungsmechanismus durch die natriuretischen Peptide
besteht.

Von groRer Bedeutung sind die Ergebnisse der Serumspiegel von NT-proANP nach
Langzeit-Adipositastherapieprogramm und bariatrischer Operation. Der Anstieg der
Konzentration scheint, auch basierend auf den Riickschlissen anderer Arbeitsgruppen,
nicht nur in Zusammenhang mit dem Gewicht, sondern auch mit der Verbesserung

weiterer Stoffwechselparameter zu stehen.

Die Korrelation von NT-proANP mit FGF19 und FGF21 starkt weiter die Hypothese,
dass die natriuretischen Peptide in ihrer metabolischen Rolle mit diesen Faktoren
interagieren.

AbschlieBend sind die genauen Mechanismen noch unklar, aber es ist weitgehend
akzeptiert, dass die natriuretischen Peptide eine bedeutende Rolle im Kohlehydrat- und
Lipid-Metabolismus spielen und ein entscheidendes Bindeglied zwischen den
verschiedenen Systemen darstellen. Die vielen noch offenen Fragen sollten durch weitere
kinftige Studien erforscht werden. Die Daten aus dieser Arbeit bieten hierflr eine valide
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Grundlage. Das Verstandnis der Wirkungs- und Regulationsmechanismen der
natriuretischen Peptide konnte helfen, einen besseren Uberblick der metabolischen Pfade
im menschlichen Kérper zu bekommen und zukinftig Ansatzpunkte zur Behandlung
metabolischer Dysfunktionen und Erkrankungen zu finden.
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6. Zusammenfassung

Die zahlreichen metabolischen Wirkungen der atrialen natriuretischen Peptide sind
Gegenstand intensiver Forschung. Die genaue Wirkung und Assoziation mit der
Adipositas sind aber bisher nicht voéllig abgekléart. In dieser Arbeit wurde diese
Assoziation longitudinal, sowohl in einem konservativen Adipositastherapieprogramm
mittels strukturierter Formuladiat als auch nach bariatrischer Operation, in einem
grolRen, gut charakterisierten Kollektiv von adipdsen Probanden untersucht. Dafir
wurden die Serumkonzentration von NT-proANP und die Expression von NPR-A in
gepaarten Fettgewebsproben aus subkutanem und viszeralem Fett bestimmt und

beurteilt.

Die Serumkonzentration von NT-proANP zeigte in beiden Armen dieses Kollektivs
einen positiven Zusammenhang mit dem Alter, aber nicht mit dem Geschlecht oder
dem BMI der Probanden. Die Triglyzeride waren bei den Probanden des operativen
Arms mit dem Serumspiegel von NT-proANP negativ Kkorreliert. Die NPR-A-
Expression war signifikant hoher im viszeralen als im subkutanen Fettgewebe. ES
wurde jedoch keine Korrelation der NPR-A-Expression weder im subkutanen noch im
viszeralen Fettgewebe mit dem BMI oder mit dem Serumspiegel von NT-proANP
beobachtet. Die NT-proANP-Serumspiegel stiegen signifikant wéhrend der
Langzeitadipositastherapie mittels strukturierter Formuladiat. Nach einer bariatrischen
Operation kam es nach einer signifikanten Absenkung in den ersten postoperativen
Tagen zu einem anschlieBenden signifikanten Anstieg von NT-proANP innerhalb eines
Jahres. Die basalen NT-proANP-Spiegel in beiden Armen der Kohorte, deren
Veranderung wéhrend des Beobachtungszeitraums sowie die Expression von NPR-A
im Fettgewebe Kkorrelierten nicht mit dem AusmaR der Gewichtsabnahme. Die
Serumkonzentration von NT-proANP war in beiden Amen der Kohorte mit den

Serumkonzentrationen von FGF19 und FGF21 statistisch signifikant assoziiert.

Obwohl die genauen Mechanismen noch unklar sind, ist die pleiotrope Rolle der
natriuretischen Peptide im Metabolismus schon weitgehend akzeptiert. Kinftige
weitere Studien sollen die noch offenen Fragen erforschen. Die Daten aus dieser Arbeit
bieten hierfir eine valide Grundlage. Durch das Verstandnis der Wirkungs- und
Regulationsmechanismen der natriuretischen Peptide kdnnten die metabolischen Pfade

im menschlichen Korper aufgeklart werden und Ansatzpunkte zur Behandlung der
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metabolischen Erkrankungen gefunden werden.
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6. Summary

The numerous metabolic effects of the natriuretic peptides have been investigated for
decades. However, their association with obesity is not fully clarified. In this study, the
aforementioned association was investigated prospectively in a large, well-characterized
obese patients” cohort, who either participated in a conservative obesity-therapy-program
(diet) or underwent bariatric surgery. For this purpose, the serum concentration of NT-
proANP and the expression of NPR-A in paired adipose tissue samples from

subcutaneous and visceral adipose tissue were quantified.

The serum concentration of NT-proANP was (in both arms of the study) correlated
positively with age, but not with gender or BMI of the patients. The systemic triglyceride
levels were negatively correlated with the serum levels of NT-proANP in patients
undergoing surgery. The expression of NPR-A was significantly higher in visceral
adipose tissue when compared to subcutaneous adipose tissue. No correlation was shown
between the expression of NPR-A (in both visceral and subcutaneous adipose tissue) and
BMI, as well as between the expression of NPR-A and the serum levels of NT-proANP.
The NT-proANP serum levels increased significantly during a long-term obesity therapy
program with formula diet. Immediately after bariatric surgery, a significant decrease was
observed, followed by a significant increase in NT-proANP after one year. The initial
level of NT-proANP in both arms of the study, the alteration of the level of NT-proANP
during the observation period and the expression of NPR-A in adipose tissue did not
correlate with the extent of the weight loss. The serum concentration of NT-proANP in
both arms of the study was significantly and positively associated with the serum
concentrations of FGF19 and FGF21.

Although the exact mechanisms remain unclear, it is already widely accepted that the
natriuretic peptides play a significant pleiotropic metabolic role and represent a crucial
link between the various systems. Remaining open questions should be addressed by
further studies. The results derived from this study offer a valid basis for further
elaboration. Understanding the mechanisms of action and regulation of the natriuretic
peptides could provide a better understanding of the metabolic pathways and provide

perspectives for future treatment options in metabolic diseases.
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7. Verzeichnisse

7.1. Abklrzungsverzeichnis

ANP atrial natriuretic peptide

BMI body mass index

BNP brain-type natriuretic peptide,
B-type natriuretic peptide

BSA bovine serum albumin

CAMP cyclic adenosine monophosphate cGMP

cDNA complementary DNA

cGMP cyclic guanosine monophosphate

CNP C-type natriuretic peptide

CRP C-reaktives Protein

DNP Dendroaspis natriutretic peptide

DPPIV Dipeptidylpeptidase 4

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

EtOH Ethylalkohol

FGF Fibroblast growth factor

FGFRs FGF receptors

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

GC Guanylylcyclase

GFR glomerular filtration rate

GLP-1 Glucagon-like Peptid 1

H2S04 Schwefelsdure

HSL hormone sensitive lipase

IL-6 Interleukin-6

IDE Insulysin

MRNA messenger-RNA

NEP neural endopeptidase neprilysin

NO nitric oxid

NPs natriuretic peptides

NPR-A Natriuretic Peptide Receptor Type A

NPR-B Natriuretic Peptide Receptor Type B

NPR-C Natriuretic Peptide Receptor Type C
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NT-proANP
NT-proBNP
PBS

PKG
proANP
gPCR

RAAS-System

N-terminal proatrial natriuretic peptide
N-terminal probrain natriuretic peptide
phosphat-buffered-saline

Protein kinase G

Pro-atrial natriuretic peptide
Quantitative Real-time PCR (polymerase
chain reaction)

Renin-Aldosterone-Angiotensin System
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