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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Adipositas und das Metabolische Syndrom

1.1.1 Das Metabolische Syndrom

Das gemeinsame Auftreten von Adipositas mit weitekdinischen Merkmalen wie
Glukoseintoleranz oder Insulinresistenz, Bluthodlerund atherogener Dyslipidamie, d.h.
hohem Triglyzeridspiegel und niedrigem HDL-CholesteSpiegel (HDL,High Density
Lipoprotein), wird als Metabolisches Syndrom bezeichnet uridfiis die betroffenen
Personen mit einem erhohten Risiko fir Typ 2 Diebet Atherosklerose und
kardiovaskulare Erkrankungen und damit einhergehemd einer erhthten Mortalitat
verbunden [1, 2]. Die weite Verbreitung des Met@umblen Syndroms ist auf die
zunehmende Préavalenz der Adipositas zuriickzufil2jeas Vorliegen einer Adipositas,
insbesondere einer viszeralen Adipositas, ist em ausreichend fur die Auspragung aller
Aspekte des Metabolischen Syndroms [1, 3]. Der gutlisiologische Zusammenhang
zwischen der viszeralen Adipositas und der Entstghmetabolischer Erkrankungen wird
daher seit etwa zehn Jahren intensiv untersuchs. Beitgewebe setzt eine Vielzahl
metabolisch aktiver Substanzen frei, welche auippere Organe und auch auf Zellen des
Immunsystems wirken. In der Adipositas werden di€Sebstanzen mit wenigen
Ausnahmen vermehrt synthetisiert und bewirken perigine chronische Entziindung und
eine verminderte Insulinsensitivitat [4]. Da dienvoviszeralen Fettgewebe freigesetzten
Substanzen Uber die Pfortader zunachst in die Lgdlangen, wird angenommen, dass die
erhohten Mengen der von diesem Gewebe abgegebeoiéa iS der Leber ursachlich fur

die metabolischen Komplikationen sind [5].

1.1.2 Die Adipositas

Adipositas wird als eine Uber das Normalmal3 hinalnsgde Vermehrung des Kérperfetts
definiert und durch die Berechnung des Korpermasssi (BMI, Body Mass Index
bestimmt. Der BMI stellt den Quotienten aus Gewiantd KorpergrofRe zum Quadrat
(kg/m2) dar. Gemall den Leitlinien der Weltgesunidloeganisation liegt ein
Normalgewicht bei einem BMI zwischen 18,5 und 24&§/m2 vor, wahrend ein
BMI 25 kg/m? als Ubergewicht und ein BMI30 kg/m? als Adipositas definiert wird [6].
In Deutschland nimmt die Pravalenz der Adipositastikuierlich zu. Derzeit gelten etwa
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50% der Manner und 35% der Frauen in Deutschlasdilargewichtig und ca. 18% der
Manner und 20% der Frauen als adip0s (Deutschell&sst fur Ernahrung, Adipositas-

Leitlinie: www.dge.de/leitlini¢. Die Ausbildung einer Adipositas kann verschiegen

Ursachen haben. Neben der genetischen Pradispokidmen auch Medikamente, Stress,
Essstorungen und endokrine Erkrankungen eine Gészichahme begunstigen. Als
Hauptursache fir die zunehmende Pravalenz der Adigsoin den Industrielandern wird
jedoch vor allem der moderne Lebensstil mit eineerinalligen Nahrungsaufnahme und
einer geringen korperlichen Aktivitat angesehen.ipAditas ist mit einem erhdhten
Gesundheitsrisiko fur metabolische und kardiovasi@uErkrankungen, wie Typ 2 Diabetes
und Atherosklerose, aber auch fir verschiedene damdn und Immunkrankheiten
verbunden [2, 7]. Daneben findet sich bei Patientd@h einer Adipositas bzw. einem
metabolischen Syndrom héaufig eine hepatische $tealie auch als Fettleber bezeichnete
hepatische Steatose wird als benigne eingestuftjistigt allerdings die Entstehung einer
nichtalkoholischen Steatohepatitis (NASKNon Alcoholic Steatohepatijiswelche bis zur
Leberzirrhose fortschreiten kann [8]. Entscheidaeen dem AusmaR des Ubergewichts,
das durch den BMI erfasst wird, ist aber vor alldimVerteilung der Fettgewebsmasse. Die
Menge des viszeralen Fettgewebes zeigt eine enigereslation mit metabolischen
Komplikationen und kardiovaskularen Risikofaktorals die Menge des Fettgewebes an
sich [9-11]. So lasst sich bei normalgewichtigerrsBeen mit einer erhdhten Menge
viszeralen Fettes ebenfalls ein erhdhtes Risikistigen [12]. Und wéahrend eine operative
Reduktion der viszeralen Fettmasse mit einer Vedresng des metabolischen Risikoprofils
einhergeht, ist dies bei einer Verminderung derkstdnen Fettmasse nicht nachweisbar
[13, 14]. Daher wird zur Abschatzung des Risikos rfietabolische und kardiovaskulare
Komplikationen auch die Menge des viszeralen Fettpes miteinbezogen. Hierfir wird
als Naherung der Bauchumfang gemessen bzw. dasitfesls von Bauch- zu Hiftumfang
(WHR, Waist To Hip Ratip bestimmt [6]. Der Bauchumfang sollte bei Manneumter
102 cm und bei Frauen unter 88 cm bzw. die WHRM@nern unter 1,0 und bei Frauen
unter 0,85 liegen. Werte dariiber deuten auf eimmelerte Menge viszeralen Fettgewebes

hin, auch viszerale, abdominale oder zentrale Aglipse genannt.
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1.2 Das Fettgewebe

1.2.1 Aufbau und Funktion des Fettgewebes

Das Fettgewebe umfasst zwei funktionell untersditleel Gewebe, das braune und das
weil3e Fettgewebe. Im Menschen spielt das braungdvetbe vor allem bei Neugeborenen
eine Rolle in der Regulation der Korpertemperaturdhrend beim Erwachsenen
Uberwiegend weil3es Fettgewebe zu finden ist. Nedmner Funktion als wichtigstes
Energiespeicherorgan schitzt das weil3e Fettgewebeargtren Organe vor mechanischem
Stress und vor Auskihlung. Dabei stellt das Fetedpaein sehr heterogenes Organ dar, das
in vielen Depots lUber den gesamten Korper veistiliNeben dem subkutanen Fettgewebe
und dem viszeralen Fettgewebe, welches das meisémtermentale und retroperitoneale
Fettgewebe einschliel3t, findet sich auch intratkeless Fettgewebe sowie Anhaufungen
von Adipozyten in bzw. um andere Organe wie Muskeid Lymphknoten [7, 15, 16]. Das
Fettgewebe setzt sich zudem aus einer Fille veadeher Zellen zusammen. Neben reifen
Adipozyten finden sich im Fettgewebe auch Praadiog Fibroblasten, Endothelzellen,
Muskelzellen, mesenchymale Stammzellen und Makrmggmawelche in ihrer Gesamtheit
als stromavaskulare Zellen bezeichnet werden. Demdé dieser Zellen ist sehr variabel
und kann bis zu 50% der Zellen im Fettgewebe betrdts, 17].

1.2.2 Die Rolle des Fettgewebes als endokrines Organ

Neben dem mechanischen Schutz anderer Organe urg#pdeherung und Mobilisierung
von Energie in Form von Triglyzeriden ist seit gigm Jahren auch eine endokrine Funktion
des Fettgewebes bekannt [4]. Als endokrines Orgarthstisiert und sezerniert das
Fettgewebe eine Reihe von physiologisch aktivenstunzen, Adipozytokine genannt,
welche systemische Prozesse wie Nahrungsaufnahipil- lund Glukosestoffwechsel,
Hamostase, Blutdruck, Entziindung und Angiogenesathessen [15, 18]. Adipozytokine
kénnen sowohl von den Adipozyten als auch von deEamavaskularen Zellen des
Fettgewebes exprimiert werden, wobei die Expressiont auf das Fettgewebe beschrankt
sein muss. Neben den peripheren Effekten, die dieésgteine ausiben, kdnnen
Adipozytokine auch autokrin und parakrin auf Zelldes Fettgewebes selbst wirken [17,
19]. Adipozytokine sind direkt mit der Entstehunglipositas assoziierter Erkrankungen
verbunden und werden vom subkutanen und viszefadgtyewebe als zwei funktionell
verschiedene Gewebe in unterschiedlichem Ausmaflhelysiert [5]. Da primar die

Zunahme des viszeralen Fettgewebes mit einem emhd@Gesundheitsrisiko einhergeht,
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sind die physiologischen Eigenheiten der Adipozytieeses Fettdepots von besonderem
Interesse [20].

1.2.3 Adipozytokine in der Adipositas

Mit zunehmender Fettgewebsmasse steigt die Serurektnation der Adipozytokine an.
Eine Ausnahmestellung nimmt in dieser Hinsicht Adigktin ein, dessen Konzentration im
Serum mit steigender Korperfettmasse abnimmt [Rig. Expression von Adiponektin ist
im viszeralen Fettgewebe hoher als im subkutan®h [Adiponektin wird wahrend der
Adipozytenreifung durchPeroxisome Proliferator-Activated Receptor gamiRPAR )
induziert und von reifen Adipozyten konstitutiv eeziert [22]. Mengenmalig ist
Adiponektin das bedeutsamste Sezernierungsprodakt FEettgewebes und stellt mit
Konzentrationen von 3 bis 30 pg/ml etwa 0,01% desamtproteins im Serum [21, 23].
Der Serumspiegel von Adiponektin ist in Patientent @dipositas, Metabolischem
Syndrom, Insulinrestistenz, Typ 2 Diabetes mellitdoronaren Herzerkrankungen,
hepatischer Steatose, NASH und verschiedenen Tumterlveis unabhangig vom BMI
erniedrigt und korreliert positiv mit HDL-Cholesiterund negativ mit Leptin, Insulin,
Triglyzeriden, LDL-Cholesterin (LDL, Low Density Lipoproteln und dem
Nuchternblutzucker [24-26]. Adiponektin zirkulienn Plasma als Trimer (LMWLow
Molecular Weight, Hexamer (MMW, Medium Molecular Weightund 12- bis 18-mer
(HMW, High-Molecular Weight wobei den verschiedenen Isofomene eine
unterschiedliche biologische Aktivitat zugeschrielveird. Adiponektin bt seine Effekte
Uber zwei Rezeptoren aus, Adiponektin Rezeptordig@R1) und Adiponektin Rezeptor 2
(AdipoR2) [27, 28]. Adiponektin nimmt Uber das zai¢ Nervensystem Einfluss auf die
Nahrungsaufnahme, induziert die Freisetzung voualims&us dem Pankreas und verbessert
in den peripheren Geweben die Insulinsensitivitd, [29, 30]. So stimuliert Adiponektin
im Skelettmuskel und in der Leber die Glukoseauimalund die Fettsaureoxidation [31-
33]. Die einhergehende verringerte ektopische yzigidmenge in diesen Geweben
verbessert die Insulinsensitivitdt [34]. Zudem hdmAdiponektin in der Leber die
Glukoneogenese und die Fettsduresynthese, wodercBldtzuckerspiegel sinkt und die
Menge der Triglyzeride in der Leber und die Freisay von triglyzeridreicherWwery Low
Density Lipoprotein(VLDL) abnimmt [35, 36]. Die insulinsensitiviereadWirkung von
Adiponektin wird hierbei durch Aktivierung vorPeroxisome Proliferator-Activated
Receptor alpha(PPAR ) und Adenosine 5 Monophosphate-Activated Protein Kinase
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(AMPK) vermittelt [37]. Des Weiteren besitzt Adipektin auch antiinflammatorische und
antiatherogene Wirkung [38].

Leptin wurde 1994 als erstes Adipozytokin ideni#iz und wird Uberwiegend von
Adipozyten des subkutanen Fettgewebes in direktelatRn zur Menge der
Kdrperfettgewebsmasse sezerniert [4, 19]. Adipssish von einer erhohten Menge an
zirkulierendem Leptin, aber auch von einer Lepsistenz gekennzeichnet [39]. Leptin bt
seine Wirkung Uber die Aktivierung seines gleichigan Rezeptors aus und reprimiert die
Nahrungsaufnahme, fordert den Energieverbraucimusgrt die Fettsdureoxidation in
Leber und Skelettmuskel und beeinflusst die hegatisslukoneogenese und die Funktion
der pankreatischen-Zelle. Diese Effekte kbnnen von Leptin direkt iendperipheren
Geweben ausgelbt werden. Seine groéf3te Wirkung tehfakptin jedoch durch die
Modulation zentaler Regelkreise im Hypothalamug.[18

Eine vermehrte Fettgewebsmasse flhrt zu einer eghdRekrutierung von Blutmonozyten
in das Fettgewebe, die dort zu Makrophagen difleegan und proinflammatorische
Proteine sezernieren [40, 41]. Resistin wird vorkidphagen exprimiert und starker vom
viszeralen als vom subkutanen Fettgewebe sezeidi2fyt Obwohl im Tiermodell eine
Rolle von Resistin in der Vermittlung der Insulisisgenz im Skelettmuskel und in der
Leber nachgewiesen wurde, sind die Daten zur RaolfeResistin im Glukosestoffwechsel
im Menschen bislang nicht eindeutig [4]. Allerdingg in Probanden mit Adipositas,
Insulinresistenz, Typ 2 Diabetes mellitus und veiesdenen mit einer Entzindung
einhergehenden Krankheiten der Resistin Serumdpege@ht und korreliert mit einer
Reihe von Entzindungsmarkern wieReactive Proteir(CRP) und Interleukin 6 (IL-6).
Resistin kbnnte daher eine Verbindung zwischen reheben Entziindungen und damit
verbundenen metabolischen Veranderungen wie eisetihresistenz darstellen [18].

Die proinflammatorischen Zytokindumour Necrosis Factor alph&TNF ) und IL-6
induzieren eine Insulinresistenz im Skelettmuskad un der Leber, inhibieren die
Adipogenese und reprimieren die Expression von éuigktin [18]. Beide Zytokine werden
sowohl von Adipozyten als auch von stromavaskul@ielten des Fettgewebes exprimiert,
wobei bei TNF kein Unterschied in der Sekretion zwischen deridépbts vorliegt und
IL-6 zwei- bis dreimal starker vom viszeralen Fettgbe sezerniert wird [5, 19]. Die
Expression von TNF und IL-6 im Fettgewebe korreliert positiv mit Adipitas und
Insulinresistenz [4] (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der veraedertAdipozytokinfreisetzung in der
Adipositas und deren Effekte. (MCRMpnocyte Chemoattractant ProteinIL-6,
Interleukin 6; TNF, Tumour Necrosis Factor alph&FA, Free Fatty Acid freie
Fettsaure)

1.2.4 Die Rolle des viszeralen Fettgewebes in der Adiptes

Die Zunahme der Fettgewebsmasse in der Adipositést fzu Veranderungen der

endokrinen, autokrinen und parakrinen Funktion soder Zellzusammensetzung und der
Genexpression des Fettgewebes [17]. Obwohl dagnraiez Fettgewebe bei Mannern mit
ca. 20% und bei Frauen mit ca. 6% nur einen geningdeil der Gesamtkorperfettmasse
ausmacht, tragt insbesondere die Zunahme dieseddepets zum erhéhten

Gesundheitsrisiko bei der Adipositas bei. Dieserstémd wird auf einige spezifische

Eigenschaften dieses Fettdepots zurtckgefuhridp, 4

1.2.4.1 Die Rolle des viszeralen Fettgewebes in der Insutesistenz

Als entscheidend wird seit einigen Jahren die anestthe Lokalisation des viszeralen
Fettgewebes angesehen. Die aufgestellte Hypothiassortal Paradigm besagt, dass
durch die direkte Sekretion des viszeralen Fettpewen die Pfortader die Leber deutlich
hoheren Konzentrationen der durch dieses Fettdegigesetzten Substanzen ausgesetzt ist
als andere Organe im Kdorper und das viszerale éwettige dadurch direkt und wesentlich
zur hepatischen und systemischen Insulinresisteitiagen kann [5].

So weist das viszerale Fettgewebe auf Grund eieesiinderten Ansprechens auf die
antilipolytische Wirkung von Insulin und einem verhmten Ansprechen auf die
Lipolyseinduzierende Wirkung von Katecholamineneebhere Lipolyserate auf und setzt
daher vermehrt freie Fettsduren (FAAee Fatty Acidsfrei, die Uber die Pfortader direkt
in die Leber gelangen. Wahrend bei normalgewichtigersonen der Anteil der vom
viszeralen Fettgewebe freigesetzten FettsauremrmaGesamtmenge in der Pfortader bei ca.
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5% liegt, kann bei adip6sen Personen der Beitragvdzeralen Fettgewebes auf ber 30%
ansteigen [44]. In der Leber werden die freien daeften entweder als Triglyzeride
gespeichert oder tber VLDL wieder in die Zirkulatiabgegeben, welches sekundar eine
Erh6éhung des LDL und eine Erniedrigung des HDL Eolge hat [45]. Die vermehrte
Speicherung von Triglyzeriden in der Leber fuhriezseits zu einer Insulinresistenz und
andererseits zu einem verminderten Abbau von Imswvodurch die vorhandene
Hyperinsulinamie weiter verstarkt wird. Die erhdht®dengen Insulin sind trotz der
hepatischen Insulinresistenz in der Lage die Swethven freien Fettsduren in der Leber zu
stimulieren und den Abbau der Fettsduren in d€xidation zu unterdriicken. Diese
Vorgange fordern die Entstehung einer hepatischieat&e und einer NASH [8, 45].
Zudem exprimiert und sezerniert das Vviszerale FEettdpe ein distinktes
Adipozytokinmuster. Im Vergleich zum subkutanent@@tebe, dessen Sekretion von
Adiponektin in der Adipositas abnimmt, sezerniedsdviszerale Fettgewebe in der
Adipositas z.B. vermehrte Mengen proinflammatorescAytokine wie IL-6, welches die
Insulinresistenz durch die Induktion vd@uppressor of Cytokine Signaling (SOCS3)
fordert [46]. IL-6 erhdht auch die hepatische Sesthvon CRP, welches die niedriggradige
systemische Entziindung und den vermehrten oxida®teess erklaren konnte [45, 47-49].
Zudem konnte dies zu Entztindung, Fibrose und Nekiroder Leber beitragen, welche den
Ubergang von einer Fettleber zu einer Leberfibnasé einer Leberzirrhose kennzeichnen
[45]. Bislang liegen nur wenige Daten Uber den 1Bgitdes viszeralen Fettgewebes zu
systemischen Konzentrationen verschiedener Adipaaye vor, da die Pfortader fir eine
Blutentnahme nicht leicht zugénglich ist. Vor kurzekonnte jedoch von einer
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass in adiposendpdEn die Konzentration von IL-6 in
der Pfortader etwa um 50 Prozent erhdéht war im Masig zur systemischen Konzentration.
Diese Daten stitzen die oben genannte Pfortadettgg® [50] (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Charakteristika des viszeralen Fetigjass (VAT,Visceral Adipose Tisshedie
zur hepatischen Insulinresistenz und damit asstee Auspragungen des
metabolischen Syndroms beitragen. (IL-6, Interleulj FFA, Free Fatty Acid
freie Fettsdure; CRR;-Reactive ProteinTG, Triglyzerid; SOCS3Suppressor of
Cytokine Signaling ;ER, Endoplasmatisches Retikulum)

1.2.4.2 Die Rolle des viszeralen Fettgewebes in der Entziadg

Proinflammatorische Zytokine wie TNF IL-1, L-6 und Chemokine wieMonocyte
Chemoattractant Protein 1(MCP1) werden zunehmend fir die Pathogenese des
metabolischen Syndroms verantwortlich gemacht. éslips und Adipositas assoziierte
Erkrankungen wie Typ 2 Diabetes werden von einahten chronischen Entziindung
begleitet, und umgekehrt gehen inflammatorischenkinaiten oft mit einer Insulinresistenz
einher [17, 51]. Untersuchungen der Genexpressas Fkettgewebes in der Adipositas
zeigen, dass etwa 30% der mit dem BMI korrelieranéene fir Entziindungs-und
Makrophagenspezifische Produkte kodieren [40, 32ipse werden maligeblich von
Makrophagen sezerniert, die in Abhangigkeit desd&der Adipositas als Monozyten aus
dem Blut in das Fettgewebe einwandern und dort akrbphagen differenzieren [40, 52,
53]. Der Anteil der Makrophagen an der Zellmasse Flttgewebes ist sehr variabel und
kann auf Uber 50% ansteigen [40, 53]. Das viszeFatgewebe weist hierbei in der
Adipositas einen héheren Anteil an Makrophagen alsf das subkutane [54]. Dies
verdeutlicht die erhebliche Plastizitat des Fettgess. Auffallend sind die &ahnlichen
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Eigenschaften und Expressionsmuster, die Makrophagd Adipozyten im Fettgewebe in
der Adipositas aufweisen. Die Reifung beider Zekty wird durch PPAR reguliert,
sowohl Adipozyten als auch Makrophagen sind in Hage Lipide einzulagern und
Adipozyten sezernieren, insbesondere in der Adipssieine Reihe von makrophagen-
spezifischen Proteinen wie MCP1 uM@dcrophage Inflammatory Protein 1 alplilIP1 ),
welche wiederum chemotaktisch wirken und weiterenbkyten rekrutieren [17, 55, 56].
Andererseits wirken Produkte der Makrophagen wid=TMuf die Adipozyten, hemmen
die Adipogenese, mindern die Insulinsensitivitétdérn die Lipolyse und stimulieren die
Apoptose der Adipozyten [17]. Somit ergibt sich esiwechselwirkung zwischen den
Adipozyten und den Makrophagen im Fettgewebe: ®ezemngsprodukte der
Makrophagen induzieren in den Adipozyten Insulirstesnz und Entziindung, was zu einer
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen Hdurdie Adipozyten und zur
Rekrutierung weiterer Monozyten fihrt [49, 57].

Die erhéhten Glukose- und Lipidkonzentrationen ierugn in der Adipositas spielen eine
Rolle bei der Entstehung der chronischen Entzindumgersuchungen zeigen, dass diese
Bedingungen in den Adipozyten und Makrophagen hélgen Lipidmengen, zu Stress im
endoplasmatischen Retikulum durch die Kapazitardadteng und zur verstarkten
Produktion von reaktiven Sauerstoffverbindungen den Mitochondrien durch den
Glukoseabbau und die-Oxidation fihren, und dass dadurch eine Aktivigruder
c-Jun N-terminal Kinas€JNK) und dernhibitor of NF- B Kinase(IKK) induziert wird.
Die Aktivierung von JNK und IKK hemmt die Wirkungom Insulin durch eine Blockade
des Insulinsignalwegs und fihrt unter anderem zupré&Ssion proinflammatorischer
Zytokine [47, 58].

1.3 Medikamente zur Verbesserung der Insulinresistenz

Da die abdominale Adipositas der Parameter ist,aderstarksten mit metabolischen und
kardiovaskularen Risikofaktoren assoziiert ist umllesen vorangeht, stellt eine
Gewichtsreduzierung im Zuge einer Erndhrungsunustgll und erhohter physischer
Aktivitat bislang die beste therapeutische Optidn Patienten mit einem Metabolischen
Syndrom dar. Bereits eine geringe Gewichtsredukgeht mit einer Verringerung der
viszeralen Fettmasse und einer Verbesserung allerdem Metabolischen Syndrom
asssoziierten metabolischen Stérungen einher #jeben kdnnen verschiedene operative
Eingriffe sowie Medikamente zur Behandlung einzelfsikofaktoren unterstitzend
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wirken. Hierbei steht die medikamentdse Behandldeginsulinresistenz im Vordergrund
[1-3].

Fur die Behandlung von Patienten mit einem Metalobkn Syndrom steht eine Reihe von
insulinsensitivierenden Medikamenten zur Verfigudig, an unterschiedlichen Stellen in
den Stoffwechsel eingreifen. Das Biguanid Metforraktiviert die AMPK, was zum einen
zur Hemmung der Glukoneogenese in der Leber und aaderen durch Induktion der
—Oxidation zum Abbau von Fettsauren in peripherewé&ben fuhrt [60]. Fibrate, wie z.B.
Fenofibrat, werden hingegen als Lipidsenker einigés&ie erhéhen als Agonisten von
PPAR die Fettsaureoxidation und fuhren ebenfalls zub®¥sserung der Insulinsensitivitat
in den peripheren Organen [61]. Thiazolidinedionedgrum, zu welchen auch Pioglitazon
gehort, Uben ihre insulinsensitivierende Wirkungrctiu Aktivierung des fur die
Adipogenese essentiellen Transkriptionsfaktors PPARS, der die Differenzierung von
Adipozyten fordert und die Einlagerung von Triglgiden in das Fettgewebe fordert [62,
63]. Die damit einhergehende verringerte ektopisdneglyzerideinlagerung in den
peripheren Geweben erhoht dort die Insulinsengitivi34]. Des Weiteren fuhr die
Aktivierung von PPAR in Makrophagen zur Ausbildung eines M2 Phanotyjes, mit
verminderten inflammatorischen Eigenschaften diégsien verbunden ist [56].

1.3.1 Metabolische Effekte von Metformin

Metformin ist seit Gber 50 Jahren eines der amipéien eingesetzten Medikamente zur
Behandlung von Typ 2 Diabetes mellitus und fuhrtemer signifikanten Reduktion der
kardiovaskularen Mortalitat bei diesen Patientef, [64]. Metformin Ubt seine Effekte
Uberwiegend Uber die Aktivierung der AMPK aus. D®MPK ist einer der
Hauptregulatoren des Energiehaushalts, sowohl ellilarer als auch auf systemischer
Ebene. Sie schaltet den Stoffwechsel vom anabelis@ustand der Nahrstoffaufnahme
und —speicherung in den katabolischen Zustand éesstbffabbaus um [65]. Die Aktivitat
der AMPK wird Uber das zytosolische Verhéaltnis vBMIP zu ATP gesteuert. Steigt die
Konzentration von AMP in der Zelle an, inhibiertedAMPK durch Reprimierung der
TranskriptionsfaktorerSterol Regulatory Element Binding Protein (8REBP-1c) und
Carbohydrate Response Element Binding Pro(@hREBP) und der Enzyme Acetyl-CoA
Carboxylase (ACC) und der HMG-CoA-Reduktase diddaetre- und Cholesterinsynthese
und induziert die -Oxidation. Gleichzeitig hemmt sie durch eine Reyperung der
Phosphoenolpyruvat Carboxykinase (PEPCK) und deukdse-6-Phosphatase die
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endogene Glukoneogenese in der Leber [66, 67].eDiesgange fuhren durch den Abbau
intrazellularer Fettsduren einerseits zu einer teimeSensitivitat der Zelle gegenuber
Insulin und andererseits zu einer Reduktion dersrRta Glukose und der Plasma
Triglyzeride [60]. Allerdings aktiviert Metforminioht direkt die AMPK, sondern hebt wie
die Thiazolidinedione durch Inhibierung der oxigahh Phosphorylierung die Menge an
AMP in der Zelle an [65]. Zu den endogenen Aktivatoder AMPK in Leber und Muskel
zahlt zudem Adiponektin [68, 69]. Nachgewiesenee# von Metformin auf Fettgewebe
und Adipozyten sind rar. Metformin scheint keinemnfliss auf die Synthese von
Adiponektin zu haben [70]. Allerdings reduziert Kéemin die Katecholamininduzierte
Lipolyse in Adipozyten, was zur Reduktion der zitktenden Fettsduren und Verbesserung

der Insulinsensitivitat beitragen konnte [71].

1.3.2 Metabolische Effekte von Fenofibrat

Fibrate, wie z.B. Fenofibrat, Uben ihre Wirkung aur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors PPAR aus, zu dessen naturlichen Agonisten Fettsduréferza
PPAR wird sehr stark in der Leber exprimiert sowie ineriggerem Umfang im
Fettgewebe und im Muskel [72]. Eine Behandlung Riliraten fuhrt bei Patienten mit
einem Metabolischen Syndrom oder Typ 2 Diabetes, lvei Vorliegen einer Adipositas
und einer atherogenen Dyslipidamie, zu einer sikpgriten Reduktion des kardiovaskularen
Risikos [61]. Eine Aktivierung von PPARdurch Fibrate stimuliert den Abbau von
Fettsduren durch -Oxidation in der Leber und bewirkt eine erhdhtepiession der
Lipoprotein Lipase (LPL) und von Apolipoprotein AJApoAV), einem LPL Aktivator,
wodurch es zu einem vermehrtem Abbau triglyzerafvei Lipoproteine kommt. Beide
Vorgénge fuhren zu einer Senkung der Plasma Tegige. Des Weiteren wird die
Expression der HDL Apolipoproteine ApoAl und ApoAlind des am reversen
Cholesterintransport beteiligten Transport&id® Binding Cassette TransportefABCAI)
induziert, womit eine Erh6hung des HDL-Cholesteriresbunden ist. Daneben geht die
Aktivierung von PPAR auch mit antiinflammatorischen Effekten einher, @aer die
Hemmung der Signaltransduktionswege arclear Factor kappa BNF B) undActivator
Protein 1(AP-1) u.a. die Synthese von TNR4nd IL-6 verringert und infolgedessen auch
die IL-6 induzierte Synthese von CRP in der Leleeluziert wird [61, 73].

Im Fettgewebe wurde nach Fenofibratgabe eine eshBlgisetzung von Adiponektin und
eine verminderte Sekretion vdAlasminogen Aktivator Inhibitor Type @PAI-1) und



1 Einleitung 12

Retinol-Binding Protein-4 (RBP4) durch die Adipozyten, eine Abnahme der
Adipozytengrof3e, sowie eine Induktion der Mitochoecbiogenese und der
Fetttsaureoxidation beobachtet [74-79]. Der daneitbundene geringere Fettsaureefflux
kénnte ebenso wie die verminderte Expression vorr-TNMCP-1 und IL-6 zu einer
verminderten proinflammatorischen Antwort der stamaskularen Zellen, insbesondere der
Gewebsmakrophagen, fihren [76, 80]. Auch wurde imrrmiodell eine Abnahme des
viszeralen Fettgewebes und ein Schutz vor eineelsédatose mit Fenofibrat nachgewiesen
[81, 82].

1.3.3 Metabolische Effekte von Glitazonen

Rosiglitazon und Pioglitazon gehoren zur Wirkstefise der Glitazone, auch
Thiazolidinedione genannt, und aktivieren als deekAgonisten den nukleéaren
Hormonrezeptor PPAR[83]. PPAR wird sehr stark im Fettgewebe und etwas schwacher
in der Leber und im Muskel exprimiert und ist eiir fdie Adipogenese essentieller
Transkriptionsfaktor, der die Expression von Pra#ai zur Aufnahme und Oxidation von
Fettsauren induziert [84]. Eine Behandlung mit Bliisizon vermindert das Risiko fir die
Auspragung eines Typ 2 Diabetes in Personen miere@lukoseintoleranz [85].
Gleichzeitig fuhrt eine Behandlung mit Glitazonefea auch zu einer geringen
Gewichtszunahme, da die Aktivierung von PPARurch Glitazone eine vermehrte
Speicherung von Triglyzeriden im Fettgewebe bewiibies ist auf eine Zunahme der
Adipozytenzahl, Hyperplasia genannt, und nicht @ae Zunahme der Adipozytengrolie,
Hypertrophie genannt, zurlckzufuhren [86-88]. Dietangfristige Effekt ist nur im
subkutanen und nicht im viszeralen Fettgewebe nbdhten. Es kommt somit zu einer
Veranderung der Fetttgewebsverteilung im Korper, [89]. Sekundar wird dadurch die
systemische Insulinsensitvitiat verbessert, da genFettsauren ektopisch in Leber und
Muskel gespeichert werden [91, 92]. Im Muskel b&wieine Aktivierung von PPAR
durch Glitazone zudem eine vermehrte ExpressionGlakosetransporters 4 (GLUT4).
Dies fuhrt zur vermehrten Aufnahme von Glukose dutie Muskulatur und einer Senkung
des Blutzuckerspiegels [93]. Weitere Effekte deitaZbne sind eine Senkung der Plasma
Triglyzeride, des HbAlc, der freien FettsdurengeMdnahme des systemischen TNind
Leptins und eine Erhéhung des HDL-Cholesterins §2i3,

Im Fettgewebe induzieren Glitazone zudem die Syethnd Freisetzung von Adiponektin,
insbesondere der hochmolekularen Form. Dessen rmdtorreliert stark mit der bei
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Glitazongabe beobachteten Reduktion der endogeepatischen Glukoseproduktion und
der Verbesserung der hepatischen Insulinsensttivtél koénnte durch Aktivierung der
AMPK in der Leber fur die protektive Wirkung deritakone verantwortlich sein [87, 94-
96]. Des Weiteren wird eine verminderte Infiltratizeon Makrophagen ins Fettgewebe
beschrieben, die auf eine reduzierte Freisetzung @demokins MCP1 und der
proinflammatorischen Zytokine TNE IL-1 und IL-6 in Monozyten und Makrophagen
durch Inhibierung von AP-1, STAT1 und NB zurlckzufihren sein dirfte, da eine
Stimulation von PPAR durch Glitazone in Makrophagen die Ausbildung sine

sogenannten alternativ aktivierten M2 Phanotypsitk¢yb6, 84, 97, 98].

1.4 Aldehydoxidase 1

Das Enzym Aldehydoxidase 1 (AOX1) gehoért zur Fagrdler Molybdan-Flavoproteine und
katalysiert die Oxidation verschiedener Aldehydd diheterozyklischer Xenobiotika [99].
Obwohl die AOX1 auf Grund ihrer starken Expressioder Leber und im Zusammenhang
mit der Umsetzung verschiedener Medikamente phawkima&tisch intensiv untersucht
wurde, sind ihre natlrlichen Substrate und ihrespiiggische Rolle bislang unbekannt
[100-102]. Da als Nebenprodukt bei den von der AQX4talysierten Oxidationsreaktionen
reaktive Sauerstoffspezies (RO®gactive Oxygen Speddseigesetzt werden, kénnte die
AOX1 jedoch signifikant zur endogenen ROS Produktizeitragen [103]. ROS sind
nachweislich an der Pathogenese der Adipositagzigssen Insulinresistenz wie auch an
einer verminderten Adipogenese und einer verriegerLipideinlagerung im weil3en
Fettgewebe beteiligt und reduzieren die Freisetaumy Adiponektin [21, 45, 104]. Vor
einigen Jahren wurde in Genexpressionsanalysensdbkutanen und des viszeralen
Fettgewebes nicht diabetischer, adipdéser Mannex bithere Expression der AOX1 im
viszeralen Fettgewebe beschrieben, eine ExpresksenProteins im Fettgewebe oder in

Adipozyten wurde jedoch noch nicht analysiert [105]

15 Superoxid-Dismutase 2

Superoxid-Dismutase 2 (MNnSOD, SOD2) gehort zur wibdgen Familie der Superoxid-
Dismutasen, die die Disproportionierung von Super@xionen katalysieren. SOD2 ist
eine der drei in Saugern vorkommenden SuperoxidaDiasen. Das homotetramere Enzym
enthalt Mangan als Kofaktor und liegt in der mitootrialen Matrix vor, wo es dem Schutz

vor Sauerstoffradikalen dient, die im gro3en Umfaigynatirliches Nebenprodukt bei der
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oxidativen Phosphorylierung entstehen [106]. Diggpblogische Relevanz dieses Enzyms
wird in transgenen Mausmodellen deutlich: SOD2 BDefiz fuhrt bedingt durch den
mitochondrialen oxidativen Stress innerhalb weni§age nach der Geburt zum Tod der
Tiere [107-109]. Die Menge an ROS in der Zelle kpene wichtige Rolle bei der
Signaltransduktion und unterliegt einer striktemiolle. Ein Ubermaf an ROS vermindert
so z.B. die insulinstimulierte Glukoseaufnahme uibddert die Differenzierung von
Muskelstammzellen und Knochenmarkstromazellen zuip@dayten [110-112]. Als
antioxidatives Enzym kénnte die SOD2 daher einédhiige Rolle bei der Adipogenese und

der Insulinsensitivitat spielen und von Bedeutuingdlas Metabolische Syndrom sein.

1.6 Annexin A6

Annexin A6 ist ein 67 kDa Protein und gehort zumiee der Annexine. Diese Proteine
besitzen eine konservierte C-terminale Doméne, veeldie Bindung von Kalziumionen
(C&") und Phospholipiden erméglicht. Annexine vermittéh einer C& bzw. pH
abhangigen Reaktion u.a. Membran-Membran- sowie IMamZytoskelett-Interaktionen
und sind an Vesikeltransport, Zellteilung, Apoptod€alziumsignaltransduktion und
Regulation des Zellwachstums beteiligt [113]. Annex liegen unter unstimulierten
Bedingungen im Zytosol verteilt vor und konnen imee C&* bzw. pH abhangigen
Reaktion an definierte Membrankompartimente in detle binden, wie etwa an die
Zytoplasmamembran oder an Endosomen. Zusatzlichssenin der Lage andere Proteine
zu binden und konnen so in einer regulierten Akti®noteine zu bestimmten
Zellkompartimenten transportieren [113]. Eine velgme Expression von Annexinen
wurde in verschiedenen Krankheiten nachgewiesen,im. Diabetes [114]. So wurde eine
Beteiligung von Annexin A2 an der insulinabhangid®ekrutierung von GLUT4 Vesikeln
zur Zytoplasmamembran beschrieben [115]. Zudem e&vtiid Annexin Al eine Rolle in
der Lipolyse und eine differenzielle Expression vegld der Adipogenese gezeigt [116,
117]. Vohl und Kollegen beschrieben in Genexpresaoalysen des subkutanen und des
viszeralen Fettgewebes eine differenzielle Exposssion Annexin A2, Annexin A3,
Annexin A5 und Annexin A8 [105]. Fur Annexin A6 ¢gen hierzu keine Daten vor.
Allerdings wurde eine Regulation von Annexin A6 iZiusammenhang mit der
Adipozytengro3e gefunden sowie eine Beteiligungrawersen Cholesterintransport [118,

119]. In unserer Arbeitsgruppe konnte zudem eimenwalerte Expression von Annexin A6
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in den peripheren Blutmonozyten von adipdsen Persound Typ 2 Diabetikern

nachgewiesen werden [120].

1.7 Omentin

Omentin wurde 2006 erstmals als ein neues Adip&aytowelches spezifisch vom
omentalen Fettgewebe exprimiert und sezerniert ,watdntifiziert [121]. Zuvor wurde
Omentin bereits unter den Namen Intelectin 1, Hintl Lactoferrinrezeptor als humanes
Homolog des in Oozyten voXenopus laevigxprimierten Lectins XL35 beschrieben [122-
124]. Von diesen Gruppen wurde Omentin zum einennaéstinales Lactoferrinbindendes
Protein nachgewiesen, welches an einer Rezeptamitteite Nahrstoffaufnahme in
Neugeborenen beteiligt ist, und zum anderen alsakBauranosylgruppenbindendes
endotheliales Lectin, welches Kalziumabhangig batepezifische Komponenten binden
kann [122-124]. In seiner letzteren Funktion di@mentin im Dinndarm wahrscheinlich
dem Schutz der Darmmukosa, indem es mogliche Biellxs von Mikroorganismen im
Darmepithel verdeckt, und ist somit wie das zu 839 der Aminosauresequenz
Ubereinstimmende Omentin 2 (Intelectin 2, HL-2) ddestandteil der angeborenen
Immunantwort [125-127]. In einer jingeren Arbeit rd& zudem eine Verbesserung der
Phagozytose von Mikroorganismen durch Makrophagembhéangigkeit von Omentin
gezeigt [128].

Im humanen Fettgewebe erfolgt die Synthese deseiRsotausschliel3lich von den
stromavaskulédren Zellen und nicht von den Adipazytend ist zudem im subkutanen
Fettgewebe im Vergleich zum viszeralen Fettgeweharknachweisbar [121]. Im humanen
Serum wurde Omentin u.a. von unserer Arbeitsgruppeektiert und liegt dort in
Konzentrationen von 150 bis 300 ng/ml vor [121, -123]. Bereits vor einigen Jahren
wurde von mehreren Arbeitsgruppen das Vorliegen @omentin in mehreren Isoformen
gezeigt: als 34 kDa groRes Monomer und als 136 kjp#Res Trimer [122-124]. Fir die
Plasmakonzentration von Omentin konnte u.a. eirgathe Korrelation zum BMI, zur
WHR und den Serumspiegeln von Insulin, Glukose UWmegtin sowie eine positive
Korrelation zu HDL- und Adiponektin Serumspiegekrgigt werden [130, 131]. Omentin
ist im Serum von Frauen hoéher und niedriger im ®ervon adipésen und von
insulinresistenten Personen [130, 131]. Des Waitenwurde eine verminderte
Serumkonzentration bei Typ 1 Diabetikern und eileelmgere Expression in verschiedenen
entzindlichen Erkrankungen wie Morbus Crohn undhAst beschrieben [132-135]. Im



1 Einleitung 16

Aszites zeigt Omentin nicht nur eine Korrelatiomz®8MI und zur Serumkonzentration,
sondern auch zum Grad der lokalen und systemis€h&indung [136]. Zudem wird eine
Induktion des Omentinserumspiegel im  Zusammenhangt merschiedenen
Krebserkrankungen erwéahnt [137, 138].

In vitro verstarkt rekombinantes Omentin die insulduzierte Glukoseaufnahme in
subkutanen und viszeralen Adipozyten und aktivearth unabhé&ngig von Insulin die
Protein Kinase B (AKT) [121]. Somit kdnnte Omen&m neues insulinsensitivierendes

Adipozytokin sein.

1.8 Galectin 3

Galectin 3 gehort zur Proteinfamilie derGalaktosidbindenden Lectine. Als einziges der
bislang beschriebenen 15 Galectine in Saugern gébdlectin 3 zum Chimératyp und
besitzt neben der fur alle Galectine charakteosés C-terminalen stark konservierten
Kohlenhydraterkennungsdoméne (CRIarbohydrate Recognition Domaiauch eine N-
terminale Prolin- und Glyzinreiche Kollagenahnlicheméane [139]. Wahrend die CRD-
Domane die Bindung des bevorzugten Liganden N-Ale&tpsamin vermittelt, spielt die
N-terminale Doméne eine wichtige Rolle bei der Alggmg von Galectin 3 Multimeren
[139, 140]. Intrazellular lasst sich Galectin 3 8 kDa grof3es Protein Uberwiegend im
Zytosol nachweisen. In geringeren Mengen ist Gale&jedoch auch im Zellkern zu finden
[141, 142]. Daneben wird Galectin 3 Uber einen nithssischen Weg sezerniert, und kann
im Extrazellularraum, auf Zelloberflachen und inti8e nachgewiesen werden [139, 143].
Als ubiquitares Protein wird Galectin 3 in zahlteea Geweben und Zelltypen exprimiert
[139]. In Abhangigkeit von der subzellularen Lokalion und dem untersuchten Zelltyp
wird fur Galectin 3 eine Vielzahl von Funktionensbhlrieben. So ist Galectin 3 u.a. im
Extrazellularraum an der Vermittlung von Zellmigoat, Zelladh&sion und Zell-Zell-
Interaktionen beteiligt [139, 143]. Intrazellularumle eine Rolle von Galectin 3 an der
Regulation der Apoptose und der Prozessierung vanrpRNA nachgewiesen [139, 144].
Galectin 3 wirkt als Chemoattraktant migrations&rl auf verschiedene Immunzellen
und ist im Serum von Patienten mit verschiedendnieulichen Erkrankungen, wie z.B.
Morbus Crohn und systemischer Lupus ErythemataswusKarzinomen, wie Melanom und
Leberzellkarzinom (HCC,Hepatocellular Carcinomg erhéht [145-151]. Galectin 3
defiziente Mause weisen Iin verschiedenen Krankimeitellen zudem weniger
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entzindliche Infiltrate in den betroffenen Geweherd eine geringere Freisetzung von
TNF- durch die infiltrierten Makrophagen auf [152-154].

Studien an Galectin 3 defizienten Mausen zeigenemuceine protektive Rolle fir
Galectin 3 in der Atherosklerose und im Diabeteés2[1153, 155]. Dies wird u.a. auf die
durch Galectin 3 vermittelte Aufnahme von modifizé® Low Density LipoproteirfLDL)
und Advanced Glycation End-Produc{&GE) zurlckgefuhrt [156-158]. AGE entstehen
durch eine spontane nicht enzymatische Glykation Pooteinen und sind u.a. an der
Entstehung von Sekundarkomplikationen im Diabetesllitoss beteiligt [159, 160].
Galectin 3 defiziente Mause weisen erhdhte AGE i@spiegel und vermehrte durch diese
bedingte Gewebeschaden auf [158, 161]. Die erhdimgen an AGE in den Galectin 3
defizienten Mausen werden auch fir die Enstehungirdeliesen Tieren nachweisbaren
nicht-alkoholischen Steatohepatitis verantwortlggmacht, welche in einer Leberzirrhose
und/oder in einem HCC enden kann [162, 163].

Eine Expression von Galectin 3 in Adipozyten und kettgewebe wurde 2007 erstmals
durch Kiwaki und Kollegen beschrieben [164]. Sienkien eine Zunahme der Galectin 3
Expression im epididymalen Fettgewebe von adiposklusen sowie einen

stimulatorischen Effekt von Galectin 3 auf die Heshtion von Praadipozyten zeigen.

1.9 Chemerin und Chemerinrezeptor CMKLR1

Chemerin wurde 2007 von drei Arbeitsgruppen alseseidipozytokin identifiziert [165-
167]. Urspringlich wurde fur Chemerin, auch Tazamet Induced Gene 2 (TIG2) oder
Retinoic Acid Receptor Responder 2 (RARRES2) genhaeme Induktion durch das
synthetische Retinoid Tazarotene beschrieben [XBB¢merin wird als 164 Aminosauren
gro3e Praprochemerin synthetisiert und nach Ahspgltdes Signalpeptids als 143
Aminosauren langes Prochemerin sezerniert. Ersthdextrazelluare Abspaltung eines
sechs Aminosauren grol3en C-terminalen Peptids dBecinproteasen des Gerinnungs-,
Fibrinolyse- bzw. Immunsystems wird das inaktiveodhemerin in das aktive
137 Aminoséauren groRe Chemerin Uberfihrt [169].m#méen gehort zu den Chemokinen
und weitere Untersuchungen zeigten, dass aktivesm@hn der natirliche Ligand des
G-Protein gekoppelten Rezept@hiemokine-Like Receptor(CMKLR1) ist, welcher von
Makrophagen und Dendritischen Zellen exprimiertdwiund als Chemoattraktant die
Migration von CMKLR1 exprimierenden Zellen des Immsystems bewirkt [170-177].
Eine Aktivierung des Chemerinrezeptors CMKLR1 du@itremerin fiihrt zur Abnahme des
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intrazellularen cAMP Spiegels, zur Zunahme derairgtlularen Kalziumkonzentration und
zur Phosphorylierung deExtracellular Signal-Regulated Kinase 1(ERK1/2) [174].
Neben dieser proinflammatorischen Funktion von Gi@msind fur die Spaltprodukte
Chemerin-9 und Chemerin-15, welche ebenfalls anRiereptor CMKLR1 binden, auch
antiinflammatorische Eigenschaften beschrieben amofd78-180].

In C57BL/6 Méausen und fetten Sandratten (Psammanbgsus) konnte eine Expression
von Chemerin und CMKLRL1 in verschiedenen Fettgewepsts nachgewiesen werden, die
mit dem Grad der Adipositas zunahm [165-167]. IrmBtahen ist Chemerin im subkutanen
und omentalen Fettgewebe exprimiert und ist beuémamit Polyzystischem Ovarsyndrom
(PCOS, Palycystic Ovary Syndromen beiden Fettdepots stark induziert [181]. Eine
Expression von Chemerin und CMKLR1 in Adipozytemite ebenso wie eine Sekretion
von Chemerin durch Adipozyten und Fettgewebsexpldstektiert werden [165-167, 181].
Dies konnte eine autokrine bzw. parakrine Wirkummg \Chemerin ermdglichen. Knock-
down Experimente bestétigten zudem eine Rolle viean@rin und CMKLR1 in der frlihen
Adipogenese und deuteten auf einen Einfluss vonm@hie auf die induzierte Lipolyse und
die Insulinsignaltransduktion hin [166, 167, 18B83LL Im Menschen korrelieren die
Serumspiegel von Chemerin mit Markern des Metablodia Syndroms wie BMI,
Blutdruck, Insulinresistenz, HDL-Cholesterin, Tggériden und Glukose und mit
Entztindungsmarkern wie IL-6 und TNF[165, 184, 185]. Mit seiner Rolle im Glukose-
und Lipidstoffwechsel sowie in der angeborenen endlorbenen Immunantwort kénnte
Chemerin als neues Adipozytokin somit von Bedeuttiirgdas Metabolische Syndrom

sein.
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1.10 Ziel dieser Arbeit

Viszerales Fettgewebe ist ein wichtiger metabobsalmd kardiovaskularer Risikofaktor.
Die erhohte Lipolyserate des viszeralen Fettgewedmdtiert in einer erhdhten Zirkulation
freier Fettsduren im Blut, was zur vermehrten Speeng von Triglyzeriden in der Leber
und weiteren Organen fihrt und dort eine Insulistesz induzieren kann. Zugleich
produziert das viszerale Fettgewebe Adipozytokutie, die periphere Insulinsensitivitat
beeinflussen.

In dieser Arbeit sollte die differentielle Genexgs®n in gepaarten Proben humanen
subkutanen und viszeralen Fettgewebes untersuatdeweum bisher nicht beschriebene
Adipozytokine, die vermehrt vom viszeralem Fettthgtisiert werden, zu identifizieren.
Des Weiteren sollte geklart werden, ob diese Preteion Adipozyten oder Zellen der
stromavaskularen Fraktion freigesetzt werden. Di&lentifizierten Adipozytokine sollten
naher charakterisiert und im Serum von schlanked iubergewichtigen gesunden
Probanden und Patienten mit Typ 2 Diabetes meljjamessen werden. Dies sollte zeigen,
ob eine Korrelation der Serumkonzentration zu Baodlang und/oder metabolischen
Erkrankungen vorliegt.

Um die Funktion dieser Adipozytokine zu Kklaren, Iteolzudem die Wirkung der
rekombinant exprimierten Proteine auf primare huenéiepatozyten untersucht werden.
Mit Hilfe von GeneChip Experimente sollten die Kfie der rekombinanten Proteine auf
die globale Genexpression geklart werden. Nach Ausimg dieser Daten sollten einige
der als differentiell exprimiert identifizierten Kdidatengene mit Hilfe von Real-Time
RT-PCR auf mRNA Ebene und anschlieRend auf Prdieime verifiziert werden.

Aus diesen Untersuchungen wird ein weiteres Vedst&n der Funktion von

Adipozytokinen erwartet, die vermehrt vom viszendfettgewebe freigesetzt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Agarosegelkammer (12 x 14 cm) und Zubehor
Analysenwaage BP 221 S

Analysenwaage PT-1200

Autoklav Varioklav Dampfsterilisator
Automixer Il Plus

Blockthermostat BT 100

CCD-Kamera

Drehschieber Vakuumpumpe RZ 2

Drucker fur Geldokumentation DGP UP-D890
ELISA-Reader

Entwickler M35 X-Omat Prozessor
Erdgasbrenner

Flussigstickstoffanlage ESPACE 600
Geldokumentation

Geltrockner

Inkubationsschrank 27° Celsius
Inkubationsschrank 37° Celsius, 5% £O
Inkubationsschrank mit Umlaufschuttler S150
LightCycler® LC Karussell Zentrifuge

LightCycler® Real-Time RT-PCR Gerat LC2 mit Zubehor

Magnetrihrer MR 3000 D
Magnetruhrer/Heizplatte MR 3001 K
Mikroskop DM IL und Zubehor
Mikrowellengeréat 7015

Milli-Q Biocell

PCR Cycler T-Gradient Thermocycler
pH-Meter 764 Multi-Calimatic
Pipettensatz

Power Supply E445

Power Supply E835

Power Supply Power Pac 200
Schuttler 3013

Schuttler HS 501 digital

Schittler Typ VX 2E
SDS-Gelapparatur Minigel und Zubehor
SDS-Gelplatten und Zubehdor

Peqglab
Sartorius
Sartorius

H+P
Kodak
Kleinfeld Labortechnik
Rainbow
Vacubrand
Sony
Molecular Devices
Kodak
Bochem
AIR LIQUIDE Katechnik
MWG-Biotech
Biometra
Heraeus Instruments
Heraeus Instruments
Stuar
Roche
Roche
Heidolph
Heidolph
Leica
Privileg
Millipore
Biometra
Knick
Eppendorf
Consort
Consort
Bio-Rad
GFL
IKA Labortechnik
Janke und Kunkel
Bio-Rad
Bio-Rad
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Sicherheitswerkbank

Speed-Vac Alpha RVC
Sterilisator WTC

Thermoblock TB 1

Thermomixer Comfort
Tischzentrifuge 5415C
Tischzentrifuge 5424
Tischzentrifuge Biofuge A
Trans-Blot Cell Transferkammer
Ultraschallgerat mit Power Supply
UV/Vis Photometer Ultraspec 2000
UV-Flachenstrahler TFX-20 M
Vakuumpumpe

Vortex VF2

Wasserbad WPE 45

X-Ray Filmkassette (18 x 24 cm)
Zellzdhlkammer, Tiefe 0,1 mm
Zentrifuge Biofuge Stratos
Zentrifuge Megafuge 1.0R

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Absaugpipette (5 ml)
Dialyseschlauch (29 mm)

EDTA Monovette Serumrdéhrchen
ELISA-Platte (96 Loch)

Gel Blotting Papier

Hanndee™ Mini-Spin Saulchen
Hyperfilm ECL™

Immun-Blot™ PVDF Membran (0,2 pum)

Konische Rohrchen (15 ml, 50 ml)
LightCycler® Kapillaren (20 ul)
Parafilm

Petrischalen (10 x 1,5 cm)
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie (1,5 ml, 2,0 ml)
Rundfilterpapiere (g 15 cm)

Serologische Einwegpipetten (5 ml, 10 ml, 25ml, §0m
Shanddon Coverplate Objekttragerhalterungen

Slide-A-Lyzer® Dialyse Kassetten

Slide-A-Lyzer® Mini Dialyse Einheiten

Heraeus Instruments
Christ
Binder
Biometra
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Heraeus Instruments
Bio-Rad
Bandelin
Pharmacia
MWG-Biotech
KNF Laboport
Janke und Kunkel
Memmert
Siemens
Neubauer
Heraeus Instruments
Heraeus Instruments

BD Falcon
Serva
Sarstedt
Corning Costar®
Schleicher & Schuell BioScience
Pierce
Amersham Biosciences
Bio-Rad
BD Falcon
Roche
American National Can™
BD Falcon
Eppendorf
Sarstedt
Eppendorf
Macherey-Nagel
Sarstedt
Thermo
Pierce
Pierce
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Sterile Einmalspritzen

Sterile Filter-Spitzen (10 pl, 1250 pl)

Sterile Filter-Spitzen (100 pl, 200 pl)

Sterile Kanulen

Sterilfilter (0,22 um Porengrol3e)

Trans-Blot® Transfer Medium Nitrocellulose (0,2 pm)
Vacutainer™ CPT™ (8 ml)

Vakuum Sterilfiltrationssystem (50 ml, 500 ml, 1000
Zellkulturflaschen (75 cf)

Zellkulturplatten (6-, 24-, 48 Loch)

Zellkulturschalen (10 x 2 cm)

Zellschaber

2.1.3 Chemikalien

1-kb DNA Molekulargewichtsleiter
2-Propanol

Acrylamidlésung (40%)
AICA-Ribosid

Ampicillin

Apo-Transferrin

APS

Ascorbat

Aspririn

BacPak™ Complete Medium
Bacto™ Agar

Biosafe™ Coomassie

Biotin

Bisacrylamidléung (2%)
Bromphenolblau

BSA, Fraktion V

BSA, Fraktion V

BSA, Fraktion V, fettsaurenfrei
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail
Corticosteron

DEPC

Desoxycholate
Desoxynukleosid-Triphosphat-Set
Difco™ LB Agar, Miller

Difco™ LB Broth, Miller
Dithiothreitol (DTT)

DMEM Hochglukose (4,5g/1)

BD Plastipak
Sarstedt

Biozym Dieostik

BD Microlance™
Nalgene®
Bio-Rad
BD
Millipore
Sarstedt
Sarstedt
BD Falcon
Corning Costar®

Invitrogen
Merck
Bio-Rad
Calbiochem
Ratiopharm
Sigma
Bio-Rad
Sigma
Sigma

BD Biosciences

BD Biosciences
Bio-Rad
Sigma
Bio-Rad
Sigma
Sigma
Biomol
Roche
Roche
Sigma
Fluka
Sigma
Roche
BD Biosiences
BD Biosciences
Bio-Rad
Biochrom AG
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DMEM Niedrigglukose (1,09/l)

DMEM/Ham'’s F-12 mit HEPES und L-Glutamine

Eosin G

Essigsaure (99%).

Ethanol

Ethidiumbromid

EDTA

Express Five® SFM Medium

Fenofibrat

Fetuin

Formaldehydlésung (37%)

FCS

Full Range RainboW! Proteinstandard

GW9662

Glyzerin

Glyzin

Hamalaunlésung sauer nach Mayer

HEPES

IBMX

Igepal

Imidazol

Insulin, bovines

L-Glutamin (200 mM)

Linols&ure

LPS E.coli serotype 055:B5)

Magermilchpulver
-Mercaptoethanol

Metformin

Methanol, technisch

Mifepristone (RU486)

Natriumazid

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumhydrogencarbonat

NCS

Nukleasefreies Wasser

NuSieve® 3:1 Agarose

Oil Red O

Olsaure

Palmitinsaure

PBS Dulbecco

Penicillin-Streptomycin-Ldsung

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail

Biochrom AG
Cambrex
Roth
Merck
Merck
Merck
Merck
Gibco
Sigma
MP
Merck
Biochrom AG
Amersham Biosciences
Sigma
Merck
Merck
Roth
Sigma
Serva
Sigma
Sigma
Sigma
Gibco
Sigma
Sigma
Vitalia
Sigma
Sigma
Chemikalienausgabe
Sigma
Fluka
Merck
Merck
Calbiochem
Merck
Sigma
Promega
Cambrex
Sigma
Sigma
Sigma
Biochrom AG
PAN
Roche
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Pioglitazon

Ponceau S Losung
RPMI 1640

S.0.C. Medium
Salzséaure rauchend
Schwefelsdure rauchend
SDS

SeaKem® GTG® Agarose
SeaKem® LE Agarose
Sf900 Il SFM Medium
Silbernitrat
Stearinsaure

Sucrose

TEMED

Tris-NH;

Tris-HCI

Triton X-100

TRIzol

Trypsin/EDTA
Tween® 20

WY14643
Xylencyanol

Xylol

214 Puffer und Losungen

Im Folgenden wird die Zusammensetzung aller sdiesgestellten Puffer und Lésungen

aufgefuhrt. Die Lagerung erfolgte, sofern nicht ensdangegeben, bei Raumtemperatur

(RT).

2.1.4.1  Lo6sungen fur Arbeiten mit DNA

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer), 50-fach:

Tris-NH; 121 g

Essigsaure (99%) 28,6 ml

EDTA, 0,5 M Stammlosung pH 8,0 50 ml
ad 0,5 |ddHO

Sigma
Sigma
Biochrom AG
Invitrogen
Merck
Merck
Merck
Cambrex
FMC BioProducts
Gibco
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma
Invitrogen
Gibco
Sigma
Calbiochem
Merck
Merck
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Gelladepuffer, 10-fach:

Glyzerin (87%) 5,8 mi
Bromphenolblau 0,025 g
Xylencyanol 0,025 ¢

ad 10 ml 0,5 M EDTA-Stammldsung pH 8,0

Der Puffer wurde bei 4 C aufbewabhrt.

2.1.4.2  Lo6sungen fur Arbeiten mit RNA

DEPC-Wasser:

DEPC 1,0 ml
ad1 | ddHO

Nach Zugabe des DEPC wurde die Losung kraftig gasah Gber Nacht bei RT

belassen und am nachsten Tag autoklaviert.

Ethanol 75%:

Ethanol 75 ml
DEPC-Wasser 25 mi

2.1.4.3  Losungen fur Arbeiten mit Proteinen

2.1.4.3.1 Losungen fur die Praparation von Proteinextrakten

RIPA-Lysepuffer:

NaCl, 3 M Stammldésung 2,5 mi
Igepal 500 pl
Desoxycholate 0,25 g
SDS, 20%ige Stammlésung 250 pl
Tris, 1 M Stammlésung pH 7,5 2,5 mi

ad 50 ml ddEHO

Vor Gebrauch wurden dem Lysepuffer je eine entsmede Menge Complete Mini
Protease Inhibitor Cocktail und PhosSTOP Phospbaabakibitor Cocktail frisch

zugesetzt. AnschlieBend wurde der Puffer bei 4 fBeamahrt.
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2.1.4.3.2 Losungen fur SDS-PAGE

SDS-Probenpuffer (2x Lammli), 2-fach [186]:

Glyzerin (87%) 2 mi
Tris-HCI, 1 M Stammlésung pH 6,8 120 pl
SDS, 20%ige Stammlésung 2 mi
-Mercaptoethanol 1 mi
Bromphenolblau 0,025 g

ad 10 ml ddEHO

Der 2x SDS-Probenpuffer wurde stets im Verhaltni§ init dem jeweiligen

Probenlysat vermischt.

SDS-Probenpuffer (5x Lammli), 5-fach [186]:

Glyzerin (87%) 5 mi
Tris-HCI, 1 M Stammlésung pH 6,8 600 pl
SDS 1 gl
-Mercaptoethanol 2,5 ml
Bromphenolblau 0,025 ¢

ad 10 ml ddEHO

Der 5x SDS-Probenpuffer wurde stets im Verhaltnid init dem jeweiligen

Probenlysat vermischt.

SDS-Gellaufpuffer, 10-fach:

Glyzin 144 g

Tris-NH; 30 g

SDS, 20%ige Stammlésung 50 mi
ad1 | ddHO

Lésung fur 15%ige Trenngele:

Acrylamid 40% 30,0 mi
Bisacrylamid 2% 3,4 mi
Tris-HCI, 3 M Stammlésung pH 8,7 10,0 ml
SDS, 20%ige Stammldsung 0,4 mi
ddH,O 32,0 ml

Lésung fur 10%ige Trenngele:

Acrylamid 40% 15,0 mi
Bisacrylamid 2% 3,4 mi
Tris-HCI, 3 M Stammlésung pH 8,7 7,5 mi
SDS, 20%ige Stammldsung 0,3 mi

ddH,0 285  ml
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Lésung fur 5%ige Sammelgele:

Acrylamid 40% 50 ml
Bisacrylamid 2% 2,6 ml
Tris-HCI, 1 M Stammlésung pH 6,8 5,0 mi
SDS, 20%ige Stammldsung 0,2 ml
ddH,0 24,0 ml

Die Acrylamidlésungen wurden bei 4 C aufbewahrtnbittelbar vor dem Giel3en des
Trenngels bzw. des Sammelgels wurden der Acrylaisidig 10%ige APS-LAsung
im Verhaltnis 1:200 und TEMED im Verhaltnis 1:250gegeben.

2.1.4.3.3 Losungen zur Silberfarbung von Acrylamidgelen [187]

Fixierlésung:
Methanol 400 mi
Essigsaure (99%) 100 mi
ad1 | ddHO
Inkubationslésung:
Ethanol 300 ml
NaAc x 3 HO 68 g
Na,S,0; x 5 H,O 2 g
ad1 | ddHO

Unmittelbar vor Gebrauch wurden zu 50 ml Inkubalésung je 130 ul

Glutardialdehyd frisch zugesetzt.

Silberlésung:
AgNO; 0,1
ad 100 ml ddkD
Unmittelbar vor Gebrauch wurden zu 50 ml Silbertigsie 10 pl Formaldehyd frisch

zugesetzt.

Entwicklerldsung:

Na,CO; S) g
ad 100 ml ddkD

Unmittelbar vor Gebrauch wurden zu 50 ml Entwickisung je 5 ul Formaldehyd

frisch zugesetzt.
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Stopplésung:
EDTA

14,6 g
ad 100 ml ddkD

2.1.4.3.4 Losungen fur Western-Blotting

Tank-Puffer, 10-fach [188]:

Glyzin
Tris-NH;
SDS

Wettransfer-Puffer:

Methanol (technisch)
Tank-Puffer, 10-fach

PBST:
Tween® 20

TBS, pH 7,6, 10-fach:

Tris-NH;
NaCL

Die pH-Einstellung des Puffers erfolgte mit konzemter Salzséure.

TBS:
TBS, pH 7,6, 10-fach

TBST:
Tween® 20

Blockierldsung PBST:

Magermilchpulver

140 g

30 g

5 g

ad 1 | ddHO
200 mi
80 mi

ad 1 | ddHO
1 ml

ad 1 | PBS

24,2 g

80 g

ad 1 | ddHO

100 ml
ad 1 | ddHO
1 ml
ad 1 | TBS
S g

ad 100 ml PBST
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Blockierldsung TBST:

Magermilchpulver 5 g
ad 100 ml TBST

Die Blockierlésungen wurden bei 4 C aufbewahrt.

BSA-PBST:

BSA 7,5 g

Natriumazid 0,5 g

Tween® 20 0,5 mi
ad0,5 |PBS

BSA-TBST:

BSA 7,5 g

Natriumazid 0,5 g

Tween® 20 0,5 mi
ad0,5 |[|ITBS

Die LOosungen wurden sterilfiltriert und bei 4 C batvahrt. Primére Antikorper
wurden in diesen Losungen in der Regel im Verhéilini000 verdinnt.

2.1.4.3.5 Lo6sungen fur ELISAs

Losungen fir ELISAs zur Detektion von murinem Adiponektin und humanem

Chemerin:
Waschpuffer:
Tween® 20 0,5 ml
ad 1 | PBS
Reagent Diluent:
BSA 5 g
ad 0,5 IPBS

Die Losung wurde sterilfiltriert und bei 4 C aufbalart.

Substratlésung:
Unmittelbar vor Gebrauch wurden die Losungen A uBid(Wasserstoffperoxid und
Tetramethylbenzidin) des Substrate Reagent PackR&D Systems im Verhdltnis 1:1

miteinander vermischt.
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Stopplésung:

Schwefelsaure rauchend 57 ml
ad 50 ml ddBEO

Verdinnung des Standards, der Antikorper und des HR-Streptavidin-Konjugats:
Gemal dem Protokoll des Herstellers wurde der &tdnd Reagent Diluent, Capture AK

in PBS, Detection AK und HRP-Streptavidin-KonjugaRkReagent Diluent verdinnt.

Verdinnung der Proben:

Die Proben wurden gemalR Herstellerprotokoll in Readiluent verdinnt.

Losungen fur ELISAs zur Detektion von humanen CXCL8

Waschpuffer:
Tween® 20 0,5 ml

ad 1l | PBS
Coating Buffer, pH 9,5:
NaHCG; 7,13 g
NaHCO; 1,59 g

ad 1,0 1ddHO

Die pH-Einstellung des Puffers erfolgte mit 10 NOV

Assay Diluent:

FCS 10 ml
ad 100 ml PBS

Die Losung wurde sterilfiltriert und bei 4 C aufbalart.

Substratlésung:
Unmittelbar vor Gebrauch wurden die Losungen A uBid(Wasserstoffperoxid und
Tetramethylbenzidin) des Substrate Reagent PackR&D Systems im Verhdltnis 1:1

miteinander vermischt.

Stopplosung:

Schwefelsaure rauchend 57 ml
ad 50 ml ddBO
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Verdinnung des Standards, der Antikorper und des Ritin/SAv-Konjugats:
Gemal Protokoll des Herstellers wurde der Standardssay Diluent, Capture AK in

Coating Buffer, Detection AK und Biotin/SAv Konjugia Assay Diluent verdinnt.

Verdinnung der Proben:
Die Proben wurden entsprechend dem HerstellerpottokAssay Diluent verdinnt.

2.1.4.4  Losungen fur Oil Red O Farbung

Oil Red O Stammldsung:

Oil Red O 0,175 g
ad 50 ml 2-Propanol

Die Substanz wurde Uber Nacht bei 37°C unter Rugeddst, anschlie3end filtriert
und bei 4 C aufbewabhrt.

Oil Red O Farbeldsung:

Oil Red O Stammldsung 9 mi
ddH,0 6 ml

Die Losung wurde unmittelbar vor Gebrauch hergksied filtriert.

Fixierungs-L6sungen:

10% Formaldehyd in PBS
60% 2-Propanol in PBS

2.1.4.5 Losungen fur immunhistologische Farbungen

Citratpuffer, pH 7,1:
Natriumcitrat 1,47 g
ad 0,5 [ddEO

Die pH-Einstellung des Puffers erfolgte mit konzemter Salzséure.

Waschpuffer:

Tween® 20 0,5 ml
ad 1 | TBS
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2.15 Kulturmedien

2151

Mit Ausnahme des BacPak™

Medien fur eukaryontische Zellen

Complete Mediums wurdeten alaufgelisteten

Zellkulturmedien Penicillin (200 U/ml Medium) undr&ptomycin (0.2 mg/ml Medium) als

Antibiotika zugesetzt.

2.1.5.1.1 Medien fur Insektenzellen

Medium

Express Five™ SFM (H5)

Sf900-Medium Il SFM (Sf21)

Sf900-Medium Il SFM (Sf21)

BacPak™ Complete Medium (Sf21)

2.1.5.1.2 Medien fur Saugerzellen

Medium

RPMI 1640 (HepG2)

DMEM (primére Hepatozyten)

DMEM Hochglukose (3T3-L1)
(Anzuchtmedium)

Supplementation

200 mM L-Glutamin
200 U/ml Penicillin
0,2 mg/ml Streptomycin

200 mM L-Glutamin
200 U/ml Penicillin
0,2 mg/ml Streptomycin

10% FCS

200 mM L-Glutamin
200 U/ml Penicillin

0,2 mg/ml Streptomycin

Supplementation

10% FCS
200 U/ml Penicillin
0,2 mg/ml Streptomycin

5% FCS

4 ng/ml Hydrocortison
1,67 mU/ml Insulin

2 mM Glutamin

100 U/ml Penicillin

0,1 mg/ml Streptomycin

10% NCS
200 U/ml Penicillin
0,2 mg/ml Streptomycin
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DMEM/Ham'’s F-12 (3T3-L1) 5% NCS
(Differenzierungsmedium ) 17 nM Pantothenséaure
10 nM Biotin

2 ng/ml apo-Transferrin

30 ng/ml Fetuin

1 uM Corticosteron (frisch zugesetzt)
200 pM Ascorbat (frisch zugesetzt)
2,5 uM IBMX (frisch zugesetzt)

100 nM Insulin (frisch zugesetzt)

200 U/ml Penicillin

0,2 mg/ml Streptomycin

DMEM/Ham’s F-12 (3T3-L1) 1 uM Insulin (frisch zugesetzt)
(Differenzierungsmedium 1) 200 U/ml Penicillin
0,2 mg/ml Streptomycin
DMEM/Ham's F-12 (3T3-L1) 200 U/ml Penicillin
(Kultivierungsmedium) 0,2 mg/ml Streptomycin

2.15.2 Medien fur E.coli

Die Kultivierung vonE.coli erfolgte in Luria-Broth-Flissigmedium (LB-MediumWw. auf

Luria-Broth-Agarplatten (LB-Agar).

LB-Medium: 25 g Luria-Broth-Base
ad 1 | ddHO

LB-Agar: 25 g Luria-Broth-Agar
ad 1 | ddHO

Zur Selektion plasmidtragender Klone wurden demN&dium bzw. dem LB-Agar nach
dem Autoklavieren zusatzlich Antibiotikum und Suwo in  unterschiedlichen
Kombinationen zugefligt. Die Antibiotika-Stammlésengin ddHO (Ampicillin und
Kanamycin) bzw. Ethanol (Chloramphenicol) wurden Werhéltnis 1:1000 mit dem
Medium bzw. dem Agar vermischt, die sterilfiltriertwassrige Sucrose-Losung im
Verhéaltnis 1:100. Die Endkonzentration im Mediumtrbg 100 pg/ml fur Ampicillin,
50 pg/ml fur Kanamycin, 30 pg/ml fir Chlorampheriaod 7% (w/v) flr Sucrose.
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2.1.6 Enzyme

Alkalische Phosphatase (Shrimp)

Cre Rekombinase

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase
RestriktionsenzynBanH |
RestriktionsenzynkcorR |
Restriktionsenzyn®st|
RestriktionsenzynXbal

T4 DNA Ligase

Taq DNA Polymerase

2.1.7 Antikorper

Roche

BD Biosciences Clontech

Finnzymes

Roche
Roche
Roche
Roche
Metabion

Roche

Im Folgenden sind die Bezugsfirmen aller in diesdyeit verwendeten Antikdrper sowie

die Spezies, aus der die Antikdrper isoliert wurdmrigefuhrt.

2.1.7.1  Primére Antikorper

Anti-6xXHN pAK
Anti-b-Aktin pAK
Anti-Adiponektin pAK
Anti-Adipophilin mAK
Anti-Akt (pan) mAK
Anti-AnnexinA6 pAK
Anti-AOX1 mAK
Anti-ApoE pAK
Anti-Chemerin (human) mAK
Anti-Chemerin (murin) pAK
Anti-CMKLR1 pAK
Anti-CyclophilinA pAK
Anti-FABP4 pAK

Anti-FAS pAK
Anti-Flotillin-1 mAK (Klon F65020)
Anti-Galectin-3 mAK
Anti-GAPDH mAK
Anti-GFP mAK
Anti-Omentin pAK
Anti-p44/42 MAPK mAK
Anti-PI3 Kinase p85 pAK
Anti-PPARalpha pAK
Anti-PPARgamma mAK

Kanninchen
Kaninchen
Ziege
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Ziege
Maus
Ziege
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Maus
Kaninchen
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen

BD Biosciences
Cell Signaling Technologies
R&D Systems
Acris

Cell Signaling TecHogies
Carlos Enrich (Koopdion) [189]
BD Transduction Laboratories
Chemicon

R&D Systems

R&D Systems
Abcam
Cell Signaling Thoologies
Cell Signaling Technolegi
Cell Signaling Technologies
Transducin Laboratories
BD Transduction Labora&sr
Cell Signaling Technolegi
Abcam

Pineda Antikbrpersevice
Cell Signaling Teoblogies

Upstate

Abcam

Cell Signaling Teclogies
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Anti-Phospho-Akt (Ser473) mAK Kaninchen Cell Siing Laboratories
Anti-Phospho-p44/42 MAPK mAK Kaninchen Cell Sigingl Technologies
Anti-SCD1 pAK Kaninchen  Cell Signaling Technologjie
Anti-SOD2 pAK Kaninchen LabFrontier

2.1.7.2  Sekundare Antikdrper

Anti-Kaninchen HRP-konjugierter AK Esel Jacksonmomo Research
Anti-Maus HRP-konjugierter AK Ziege Jackson ImmuResearch
Anti-Ziege HRP-konjugierter AK Kaninchen  Jacksomiuno Research

2.1.8 Kit-Systeme

Nachfolgend sind die Bezugsfirmen aller in diesebel verwendeten Kit-Systeme

aufgefihrt.

BCA Protein Assay Kit Pierce
BacPAK™ Baculovirus Expressions-System BD Biosog=n
BD OptEIA™ Set human IL-8 BD Biosciences
BD TALON™ Buffer Kit BD Biosciences
BD TALON™ Purification Kit BD Biosciences
BD Creator™ DNA Cloning Kit BD Biosciences
Cholesterin Diaglobal
Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Roche

DuoSet® ELISA Development System human Chemerin  DFS§/stems
DuoSet® ELISA Development System Adiponektin Mau®R&D Systems

ECL Plus Western Blotting Detection Reagent AmansiBiosciences
EnVision+ System-HRP (DAB) mouse Dako

Freie Fettsduren, Halbmikro-Test Roche

FuGENE HD Transfection Reagent Roche

Human Galectin 3 ELISA Bender MedSystems
LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green | Rec
pcDNA3.1/V5-Hi$ TOPO TA Expression Kit Invitrogen

QIAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen

QIAquick® Gel Extraction Mini Elute Kit Qiagen

QIAqiuck® PCR Purification Mini Elute Kit Qiagen

Reverse Transcription System Promega

RNAlater RNA Stabilization Reagent Qiagen

RNeasy® Mini Kit Qiagen
Streptavidin-HRP R&D Systems
Substrate Reagent Pack R&D Systems

TNT®T3 Coupled Reticulocyte Lysate System Promega
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TNT®T7 Quick Coupled Transcription/Translation Syrst Promega
Triglyceride GPO-PAP, Halbmikro-Test Roche
X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent Roche

2.1.9 Organismen

2.19.1 Insektenzellen

Die verwendeten Insektenzelllinien H5 und Sf21 vemrdn einem Brutschrank bei einer

konstanten Temperatur von 27°C kultiviert.

Zelllinie Herkunft
High Five™ (H5) Trichoplusia ni(Invitrogen)
Sf21 Spodoptera frugiperda 2(nvitrogen)

2.1.9.2 Eukaryontische Zellen

Nachfolgend sind alle verwendeten murinen und henatelllinien und Zellen aufgefihrt.
Alle Zellen wurden in einem Brutschrank unter kamsén Bedingungen von 37°C
Temperatur, 5% COGehalt und hoher Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Zelllinie Herkunft

3T3-L1 murine Fibroblasten (American Type Culture Coilat}
HepG2 humane Hepatozyten (American Type Culture Colbegti
Zellen Herkunft

Primare humane Adipozyten subkutanes Fettgewebe (BioCat)

Primare humane Hepatozyten Thomas Weiss (Klinik und Poliklinik ftr Chirurgie)

2.1.9.3 Bakterien

Die Anzucht deE.coli erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C.

GC5 F 80acZ M15 (lacZYA-argF) U169recAl endAl hscR17(rK, mK’)
phaA suE44thi-1 gyrA96relAl A« T1R (Biomol)
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2.1.10 RNA

Fur die Amplifikation der Omentin cDNA wurde kommagesll erworbene mRNA aus

humanen Fettgewebe eingesetzt.

Humane Fettgewebs - mMRNA Biocat

2.1.11 Plasmide

pcDNA3.1 Invitrogen

pcDNA3.1 Annexin A6-GFP Thomas Grewal (Kooperation) [190, 191]
pcDNA3.1 GFP Thomas Grewal (Kooperation)
pDNR-Dual Donor Vektor BD Biosciences

LP-BacPak9 Acceptor Vektor BD Biosciences

2.1.12 Oligonukleotide

Alle im Rahmen dieser Abeit verwendeten Oligonukb® wurden von der Firma
Metabion (Planegg-Martinsried) synthetisiert.

2.1.12.1 Primer fur die Klonierung

Die zur Amplifizierung der Omentin cDNA verwendet&rimer enthielten neben der
genspezifischen Sequenz jeweils eine zusatzlichefagte Erkennungssequenz flr
Restriktionsendonukleasen, die die Klonierung daplidizierten cDNA-Fragments in den
pDNR-Dual Vektor ermgglichte. Die ErkennungsseqeenzonBanH | bzw. Xbal sind in

den Primersequenzen hervorgehoben.

Oligonukleotid Sequenz (5 3
Omentin_uni GGGGGATCTTATGAACCAACTCAGCTTC
Omentin_rev GGGTCTAGAC CGATAGAATAGAAGCAC

Das mit diesen Primern amplifizierte PCR-Produkténaine Lange von 964 bp.
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2.1.12.2 Primer fur die Sequenzierung

Oligonukleotid Sequenz (5 3)
pDNR-Dual_uni GTAAAACGACGGCCAG
pDNR-Dual_rev ACCTCAGAACTCCATC

2.1.12.3 Primer fur LightCycler-Analysen

Die Primer fur die LightCycler Expressionsanalysemden jeweils zu beiden Seiten eines
Introns gewahlt, um die Amplifizierung genomisciiE®A zu vermeiden. Eine Lange der
amplifizierten Fragmente von etwa 300 bp garamti&tirzestmogliche Elongationszeiten.
Zudem wurden die Primer so entworfen, dassAgieealingTemperatur etwa 60°C betrug
(Roche Applied Science, Universal ProbeLibrary Asd2esign Center: www.roche-
applied-science.com/sis/rtpcr/upl/adc.jsp).

Die Spezifitat der Primer wurde durch Sequenzierdeg PCR-Produkte mit Hilfe des

jeweiligen uni-Primers durch die Firma GeneArt (Besgpurg) verifiziert.

2.1.12.3.1 Oligonukleotide zur Amplifikation humaner Gene

Oligonukleotid Sequenz (5’ 3) GroRRe
18SrRNA uni  GATTGATAGCTCTTTCTCGATTCC 217
18SrRNA rev  CATCTAAGGGCATCACAGACC

AOX1_uni AGCCATTGACATAGGCCAGA 112
AOX1_rev GTCTGGACCACGAGTGTGC

Omentin_uni GGGTCACCGGATGTAACACT 242
Omentin_rev TGTTCTCCATCCTTGGGATCT

SOD2_uni GTTGGCCAAGGGAGATGTTA 316

SOD2_rev GCCGTCAGCTTCTCCTTAAA
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2.1.12.3.2 Oligonukleotide zur Amplifikation muriner Gene

Oligonukleotid
AOX1 m_uni
AOX1 m_rev
GAPDH_m_uni
GAPDH_m_rev
PPARa_m_uni
PPARa_m_rev
PPARg m_uni
PPARg m_rev

2.1.12.3.3 Oligonukleotide zur Amplifikation von Ratten-Genen

Oligonukleotid
18S rRNA r_uni
18S RNA r_rev
Aktin_r_uni
Aktin_r_rev
AOX1 r_uni
AOX1 r_rev
Galectin3_r_uni
Galectin3_r_rev
GAPDH_r_uni
GAPDH_r_rev
PPARa_r_uni
PPARa_r_rev
PPARg r_uni
PPARg r_rev

Sequenz (5’ 3))
AAACCCAGCCCTTGACATAG
GGCTCATCTCTTGGGATCAT
TGTCCGTCGTGGATCTGAC
AGGGAGATGCTCAGTGTTGG
AACTGGATGACAGTGACATTTCC
CCGAAGGTCCACCATTTTT
TTATAGCTGTCATTATTCTCAGTGGAG
GGGTGGGACTTTCCTGCTA

Sequenz (5 3
GATTGATAGCTCTTTCTCGATTCC
CATCTAAGGGCATCACAGACC
TTGTAACCAACTGGGACGATATGG
CTTGATCTTCATGGTGCTAGG
ACCATGGAAGCTCACTAGTCCT
AGCAGTGCTGTGGATGATTCT
CCAACTGGCCCTAGTGCTTA
GGCTTCACTGTGCCTATGATT
CCCTCTGGAAAGCTGTGG
GCTTCACCACCTTCTTGATGT
ACGATGCTGTCCTCCTTGAT
CCCTCCTGCAACTTCTCAAT
TTATAGCTGTCATTATTCTCAGTGGAG
CTGGAGCAGAGGGTGAAGG

Grolte
399

375

197

201

GroRRe
217

290

249

277

220

258

251
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2.1.13 siRNA-Sequenzen

Die in der vorliegenden Arbeit verwendet8iencer® Pre-designediRNAs wurden von

der Firma Ambion bezogen.

SiRNA Sequenz (5 3)) Identifikationsnummer
AOX1_sense (human) GCCAAUGCCUGUCUGAUUCHtt
AOX1_ antisense (human) GAAUCAGACAGGCAUUGGCtg
Galectin 3_sense (murin) CAUUCAAAAUACAAGUCCULt
Galectin 3_antisense (murin) AGGACUUGUAUUUUGAAUGgt
SOD2_sense (murin) GCUCUAAUCAGGACCCAUULt
SOD2_antisense (murin) AAUGGGUCCUGAUUAGAGCag

116950
s$201593

s74129

Als Kontrolle fir die genspezifischen siRNAs diemtie Silencer®Negative Control #1
SiRNA der Firma Ambion.

2.1.14 Rekombinante Proteine

Rekombinantes Protein Herkunft Bezug
Humanes Adiponektin mMyeloma R&D Systems
Humanes Chemerin E. coli R&D Systems
Humanes Galectin 3 E. coli R&D Systems
Humanes Omentin Hek 293 Alexis

2.1.15 Proteinextrakte

Fur die Analyse einer moglichen differenziellen Eegsion verschiedener Proteine in
humanen Prdadipozyten und reifen Adipozyten wurdesmmerziell erworbene
Gesamtproteinextrakte der Firma Biocat verwendee Dysate wurden aus primaren
humanen Préadipozyten bzw. Adipozyten, die aus etgsprechenden Praadipozyten in
vitro differenziert wurden, gewonnen. Als Ausgangsenial fur die Isolation diente

subkutanes Fettgewebe gesunder Frauen unterschietlhlters.
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2.2 Methoden
221 Kultivierung von Zellen

2.2.1.1  Kultivierung von E.coli

Die Anzucht vonE.coli-Bakterien erfolgte in LB-Flussigmedium oder auf-BBarplatten
bei 37 C in einem Brutschrank. Um Einzelkolonien ewhalten, etwa nach einer
Transformation, wurden die Bakterien auf einer Adgtte ausgestrichen und tber Nacht
bebritet. Dem Agar zugesetztes Antibiotikum erlaulgtine positive Selektion der
plasmidtragenden Bakterien, da nur Zellen mit decld das Plasmid vermittelten Resistenz
wachsen konnten. Zur weiteren Vermehrung eines iamrde die Einzelkolonie mit einer
sterilen Pipettenspitze von der Platte in Flussdjoma dberfuhrt, welches das gleiche
Antibiotikum enthielt.

2.2.1.2  Kultivierung von Insektenzellen

Die verwendeten Insektenzellen H5 und Sf21 wureevejls in 75 crfi Zellkulturflaschen

fur semi-adharente Zellen mit 10 ml Medium bei 2Ginem Brutschrank kultiviert. Die
Zellen stellten unterschiedliche Anspriche an dadim. Wahrend die H5-Zellen in
serumfreiem Express Five-Medium herangezogen wekademten, benétigten die Sf21-
Zellen einen Zusatz von 10% FCS zum Sf900-Mediumhtiwachstum. Unter optimalen
Wachstumsbedingungen setzten sich die Zellen anmeBaltkr Zellkulturflasche ab und
bildeten einen Monolayer. Nach 3-4 Tagen bedecldan Zellen etwa 80-90% des
Flaschenbodens und konnten passagiert werden. dilietrden die Zellen durch leichtes
Klopfen vom Boden geldst, mit dem Medium in ein Z#agenrohrchen tberflhrt und
abzentrifugiert (300 g, 5 min). Der Uberstand wuedgezogen, die Zellen in frischem

Medium resuspendiert und im Verhéltnis 1:4 bisduéneue Zellkulturflaschen verteilt.

2.2.1.3  Kultivierung humaner Zelllinien

Die Kultivierung der humanen Leberzelllinie HepQ2okgte in 75 cm Zellkulturflaschen

fur adharente Zellen. Die Zellen wurden in 10 mt 40% FCS supplemenierten RPMI
1640 Medium in einem Brutschrank bei 37 C, 5%,G@0d wassergesattigter Atmosphare
herangezogen. Die Zellen wurden alle 3-4 Tage, vaamrZellmonolayer etwa 80-90% des

Flaschenbodens bedeckte, passagiert. Hierfir wimdeMedium abgesaugt und die Zellen
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mit 3 ml Trypsin/EDTA Uberschichtet. Wahrend eifi@nfmindtigen Inkubation bei 37°C
spaltet das Trypsin Zell-Zell Kontakte und die 2allésten sich vom Flaschenboden. Die
HepG2 Zellen wurden unverziglich in ein Zentrifugdmchen mit 3 ml vorgelegtem
Medium Uberfuhrt, um den Trypsinverdau abzustoppdzentrifugiert (300 g, 5 min), in
frischen Medium resuspendiert und auf neue Zellkfiischen verteilt. Die Passagierung
erfolgte in einem Verhaltnis von 1:6.

2.2.1.4  Kultivierung muriner Zelllinien

Die murine Fibroblastenzelllinie 3T3-L1 ist einerden haufigsten verwendeten und am
besten charakterisierten praadipozytaren Zelllinigidr die Untersuchung der
Differenzierung und der Funktion von Adipozyten 219Die 3T3-L1 Zelllinie ist ein Klon
der aus Swiss Mausembryonen gewonnenen Fibrobtalienie 3T3, die sich durch ihre
Fahigkeit, im konfluenten Zustand zu Adipozytenddfterenzieren, auszeichnet [193, 194].
Durch die Zugabe einer Mischung definierter die pagdjenese fordernder Substanzen lasst
sich die Differenzierung der Zellen synchronisierand somit die Konsistenz der
Ergebnisse erhdéhen. Die erhaltenen reifen 3T3-Lipdayten zeichnen sich sowohl
funktionell als auch morphologisch, z.B. in der Bidung und Anordnung der
Lipidtropfen, durch ihre Ahnlichkeit zu primaren dzyten aus [192].

Da mehrere Differenzierungsprotokolle etabliert dsinkénnen sich Ergebnisse
verschiedener Arbeitsgruppen unterscheiden. Eiioégegiche Differenzierung der 3T3-L1
Fibroblasten zu Adipozyten ist zum einen durch déergang von einem praadipozytaren
zu einem adipozytaren Phanotyp gekennzeichnet,duraeh die stark erhéhte Synthese und
Einlagerung von Triglyzeriden, die sich in Form vdipidtropfchen mikroskopisch
erkennen lassen, sowie durch die Induktion adimwgezifischer Gene, wie z.B.
CCAAT/enhancer Binding Protein alpha, beta undadél/EBPa, b undd), PPARy, und
Proteine, wie z.BFatty Acid Synthas@-AS), Stearoyl-CoA Desaturase 1 (SCD1), Leptin
und Adiponektin [192, 195-197].

2.2.1.4.1 Kultivierung von 3T3-L1 Zellen

Die murine Fibroblastenzelllinie 3T3-L1 wurde in 8¢ Zellkulturflaschen fiir adh&rente
Zellen in 12 ml DMEM Hochglukose Medium supplemertti mit 10% NCS
(Anzuchtmedium, s. 2.1.5.1.2) in einem Brutschrabki 37C, 5% CQ@ und

wassergesattigter Atmosphare kultiviert. Zur Stammakung wurden die Zellen einmal
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wochentlich nach Erreichen von 80-90% Konfluenzspggert. Hierfir wurden die Zellen
10 Minuten bei 37°C durch Trypsinierung vom Flastiemden gelost, abzentrifugiert
(100 g, 6 min), in frischem Medium resuspendierd um Verhaltnis 1:12 auf neue

Zellkulturflaschen verteilt.

2.2.1.4.2 Differenzierung von 3T3-L1 Zellen zu Adipozyten

Das in dieser Arbeit verwendete Differenzierungsgoll wurde bereits beschrieben [198].
Fur die Differenzierung wurden 3T3-L1 Fibroblastder Passage 3 bis 9 wie oben
beschrieben in Anzuchtmedium kultiviert, bei eik@nfluenz von 80-90% trypsiniert, und
in einer Dichte von 5.000 Zellen pro cm? in Zellkwschalen in frischem Anzuchtmedium
ausgesat. Am nachsten Tag (Tag O der Differenzigramirde das Medium gewechselt und
die Differenzierung durch Zugabe von DMEM/Ham’s E-Medium mit u. a. 5% NCS,
100 nM Insulin, 2,5 pM IMBX, 200 uM Ascorbat und uM Corticosteron
(Differenzierungsmedium 1, s. 2.1.5.1.2) induziefin den Tagen 3 und 6 wurde das
Differenzierungsmedium erneuert. Am Tag 7 wurde ddsedium gewechselt und
DMEM/Ham’s F-12 Medium lediglich mit 1 pM Insulin Isa weiteren Zusatz
(Differenzierungsmedium I, s. 2.1.5.1.2) zu derlede gegeben. Am Tag 8 erfolgte ein
weiterer Mediumwechsel und die Zellen wurden aufusdéreies DMEM/Ham's F-12
Medium (Kultivierungsmedium, s. 2.1.5.1.2) gesefatn Tag 9 war die Differenzierung
vollstandig abgeschlossen, und der Grad der Adigozffferenzierung wurde
mikroskopisch bzw. durch Oil Red O Farbung der diimpfen kontrolliert.

2.2.1.4.3 Stimulation von 3T3-L1 Zellen

Stimulation der 3T3-L1 Zellen erfolgte durch Zugalss jeweiligen Substanz zum frischen
Medium im Anschluss an den Mediumwechsel entweddrend der Differenzierung an
den Tagen 0, 3, 6, 7 und 8, oder fir eine vierumazigstindige Inkubation einzig am Tag
8. Zellen und Uberstand wurden soweit nicht andaggegeben am Tag 9 geerntet.

Fur die Untersuchung der Wirkung von Normal- bzwochiglukosebedingungen auf
Adipozyten wurden die reifen 3T3-L1 Adipozyten abgl9 in DMEM Medium mit 1,0
(5 mM) bzw. 4,5 g/l (25 mM) Glukose kultiviert. Alen Tagen 10 und 12 erfolgte ein
Mediumwechsel sowie ggf. am Tag 12 eine Stimulationinsulin. Zellen und Uberstande

wurden soweit nicht anders angegeben am Tag 18tgeer
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2.2.1.4.4 Transfektion von 3T3-L1 Zellen mit SiRNA

Das Einbringen von siRNA in Zellen wird zum spestien Knock-down eines Zielgens
verwendet. Die durch Transfektion eingebrachte #iRNoesteht hierbei aus
doppelstrangiger RNA (dsRNA), deren Sequenz einestilmmten mRNA Abschnitt des
Zielgens entspricht. Die dsRNA wird in der Zelle @nem durch das Protein Dicer
vermittelten Prozess in 19-22 bp lange Oligonuldieogespalten, deren Antisensestrang
anschlieBend vonkRNA induced silencing compléRISC) zur gerichteten Spaltung und
Degradation komplementarer mRNA Sequenzen verwemdet [199]. Somit ist es
maoglich, die Expression eines ausgewahlten Gensnterdriicken, ohne die Expression
anderer Gene zu verandern.

Die Transfektion von 3T3-L1 Zellen mit sSiRNA wurdait dem XiremeGENE siRNA

Transfection Reagent von Roche durchgefuhrt. Ean3iektionsansatz setzte sich wie folgt

Zusammen:
SiRNA (100 nM) 10 [
X-treme 5 |

DMEM/Ham's F-12 Medium, serumfrei 85 |

Hierbei wurde entsprechend den Empfehlungen destéllers zunachst das Medium in
einem 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefald vorgelegiclaielend die siRNA und zuletzt das
Transfektionsreagenz zugegeben. Der Reaktionsansate 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieBend tropfenweise auf 3T3-Zéllen, i.d.R. am Tag O der
Differenzierung, in 900 pl frischem Zellkulturmediugegeben. Die Zellen wurden dann

wie oben beschrieben differenziert und ggf. stiemtli

2.2.1.4.5 Transfektion von 3T3-L1 Zellen mit Plasmid-DNA

Fur die Uberexpression von Annexin A6 in 3T3-L1 IZel wurden im Rahmen einer
Kooperation freundlicherweise Plasmide von Dr. ThenGrewal (Faculty of Pharmacy,
University of Sydney) zur Verfigung gestellt [1AM1]. Die Plasmide basieren auf dem
pcDNA3.1 Vektor der Firma Invitrogen, in welchenedmurine AnnexinA6 cDNA
zusammen mit der Sequenz fur einen C-terminalen-GagP (ocDNA3.1 Annexin A6-
GFP) bzw. ausschlie3lich die GFP-Sequenz (pcDNABFP) eingebracht wurde. Der
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Cytomegalievirus (CMV) Promotor des pcDNA3.1 Vektoerlaubte eine starke und
konstitutive Expression der eingebrachten DNA.

Die Transfektion von 3T3-L1 Zellen mit Plasmid-DNAwurde mit dem
Transfektionsreagenz FUGEREHD von Roche durchgefiihrt. Ein Transfektionsansatz

setzte sich wie folgt zusammen:

Plasmid-DNA (2 pg) 7 I
FUGENE® HD 8 |
DMEM/Ham's F-12 Medium, serumfrei 85 |

Entsprechend den Empfehlungen des Herstellers wezudéchst das Medium in einem
1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefall vorgelegt, ans@bhe die Plasmid-DNA und zuletzt das
Transfektionsreagenz zugegeben. Der Reaktionsansaite 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlie3end tropfenweise auf 3T3ellen am Tag 1 der Differenzierung
in 900 pl frischem Zellkulturmedium gegeben. Diell@® wurden dann wie oben

beschrieben differenziert und ggf. stimuliert.

2.2.1.5  Kultivierung von priméren humanen Zellen

2.2.1.5.1 Kultivierung von priméren humanen Adipozyten

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten primaren &wem Adipozyten wurden von der
Firma Biocat bezogen. Die Adipozyten wurden inoviius Préadipozyten differenziert, die
aus dem subkutanen Fettgewebe gesunder normaldggeicSpenderinnen isoliert wurden.
Die Zellen wurden nach Erhalt entsprechend den Begales Herstellers eine Nacht im
mitgelieferten Medium belassen. Am nachsten Taglgd ein Mediumwechsel mit
serumfreien DMEM/Ham’s F-12 Medium, in welchem audme Stimulation mit

Adiponektin bzw. Metformin durchgefiihrt wurde.

2.2.1.5.2 Kultivierung von priméren humanen Hepatozyten

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten primaremdmen Hepatozyten wurden in der
Arbeitsgruppe von PD Dr. Thomas Weiss (Klinik undliRinik fur Chirurgie,
Universitatsklinikum Regensburg) aus humanem Lebegefpe isoliert, das Spendern im

Zuge einer Leberresektion, i.d.R. auf Grund der gbase eines Leberkarzinoms,
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entnommen worden war. Es wurden ausschlieBlich tdepen aus angrenzendem
gesundem Gewebe isoliert.

Die isolierten Zellen wurden in einer Dichte von 0MD0 Zellen pro cf in
Zellkulturschalen in DMEM supplementiert mit 4 nd/ydrocortison, 1,67 muU/ml
Insulin, 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 0,1 mgl Streptomycin und 5 % FCS
ausgesat und Uber Nacht kultiviert. Am nachsten &dglgte ein Mediumwechsel mit
serum- und supplementfreiem DMEM. Auch alle wereBtimulationen wurden in diesem

Medium durchgefuhrt.

2.2.2 Arbeiten mit DNA

2.2.2.1  Praparation von Plasmid-DNA ausE.coli

Fur die Praparation von Plasmid-DNA dusoli wurde der NucleoSpin® Plasmid-Kit von
Macherey-Nagel verwendet. Ausgehend von 3 ml Uledrtkaltur wurde die Isolierung der

Plasmid-DNA gemalR der Angaben des Herstellers defchrt.

Der Kit basiert auf dem Prinzip der alkalischen ¢.\200]: die Bakterienzellen werden
zunachst mit Natriumhydroxid und SDS aufgeschlossah die chromosomale DNA und
die Proteine durch eine nachfolgende Neutralisatioit Natriumacetat ausgefallt.

Anschliel3end wird die Plasmid-DNA an eine Silikanbeam gebunden und verbliebene
Verunreinigungen durch Waschen der Membran entf€at Reinheitsgrad der erhaltenen

Plasmid-DNA ist ausreichend fur Klonierungen und@nzierungen.

2.2.2.2  Konzentrationsbestimmung von DNA

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die Ldguim Verhaltnis 1:100 mit
Wasser verdinnt und die Extinktion der Loésung imeei Quarzkivette von 1 cm
Schichtdicke bei einer Wellenlange von 260 nm gayfasser als Referenz gemessen.
Ausgehend von der gemessenen Extinktion bei 260unch unter Einbeziehung des
Verdunnungsfaktors (V) und des fir doppelstran@iA spezifischen Extinktionsfaktors
von 50 g ml* (gsona) konnte mithilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes DNA-

Konzentration (gpna) berechnet werden.
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CaspNa = Ezeo* dsona - V

Caspna  Konzentration an dsDNA in der Ldsungg[mrl]
Exeor  Extinktion bei einer Wellenlange von 260 nm
asona  Extinktionskoeffizient von dsDNA, gleich 5(@;-mr1
V. Verdinnungsfaktor, hier 100

Die Reinheit der DNA konnte durch eine zusatzlithessung der Extinktion bei 280 nm
bestimmt werden. Bei reiner, nicht degradierter Dt das Verhaltnis von g zu Bsgo

zwischen 1,8 und 2,1.

2.2.2.3 Agarosegelelektrophorese

Die Grole von DNA-Molekilen konnte durch die Aufineing der DNA in 0,7% bis
3%igen Agarosegelen analysiert werden. Die Agasesede in 100 ml 1x TAE-Puffer
geldst und in einer Mikrowelle aufgekocht. Die ndwil3e Gellésung wurde dann mit L
Ethidiumbromid (10 g/ I) versetzt und in eine Gelkammer mit Taschenkanegogsen.
Nach Abschlul3 der Polymerisation wurde das Gel ien Apparatur eingesetzt und mit
TAE-Puffer bedeckt. Die Proben wurden in Gelladéguaufgenommen, in die Taschen
geflllt und bei einer Spannung von 80 V im Gel atrfgnnt. Als GrdlRenstandard wurde
neben den Proben auch eine 1 kb-DNA-Leiter auf@gsaufgetragen. Die im Agarosegel
aufgetrennten DNA-Fragmente konnten dann Uber eit®FIachenstrahler sichtbar

gemacht, fotografiert und gegebenenfalls fur einédinigung ausgeschnitten werden.

2.2.2.4 Reinigung von DNA

2.2.2.4.1 Reinigung von DNA aus Reaktionsansatzen

Die Aufreinigung von DNA-Sticken aus Reaktionsansiterfolgte mit dem QIAquick®
PCR Purification Mini Elute Kit laut dem Protokales Herstellers.

2.2.2.4.2 Reinigung von DNA aus Agarosegelen

Um ein spezifisches DNA-Stick aus einem Fragmeniggmzu erhalten, wurden die
DNA-Fragmente in einem Agarosegel aufgetrennt wiidetnem UV-Flachenstrahler die
entsprechende Bande mit einem Deckglasschen absggsie. Die DNA wurde dann mit
dem QIAquick® Gel Extraction Mini Elute Kit gemalerm Angaben des Herstellers aus

dem Gelstiick eluiert.
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2.2.2.5 Inkubation mit Restriktionsenzymen

Definierte Schnitte wurden in eine DNA mit Restigkisendonukleasen eingefuhrt. Die
DNA wurde mit den Restriktionsendonukleasen belC3ftir 90 bis 120 min inkubiert, und
die erhaltenen Fragmente Uber Agarosegelelektreghanalysiert.

2.2.2.6 Inkubation mit Alkalischer Phosphatase

Nach der Einfuhrung definierter Schnitte mit Régibnsendonukleasen wurde Plasmid-
DNA vor der Ligation mit einem DNA-Fragment mit alischer Phosphatase behandelt,
um die 5 Enden der DNA zu dephosphorylieren undesee spontane Religation des
Plasmides zu verhindern. Hierzu wurde die PlasnitAOur 10 min bei 37°C mit dem
Enzym inkubiert. Im Anschluss wurde die Reaktionrotiu eine zehnminitige

Hitzeinaktivierung des Enzyms bei 65°C abgestoppt.

2.2.2.7 Ligation

Fur die Ligation eines DNA-Fragments mit Vektor-DNvurde die T4-DNA-Ligase
verwendet. Diese Ligase kann DNA-Sticke sowohl ikmmplementéare sticky ends als
auch Uber blunt ends miteinander verbinden. Im éradgn wird das Pipettierschema eines
typischen Ligationsansatzes wiedergegeben. Dasnajgi molare Verhaltnis von Insert-
DNA und Vektor-DNA liegt bei 1:3.

Insert-DNA 4 | (ca. 280 ng)
Vektor-DNA 0,5 | (ca.90ng)
5x Ligasepuffer 4 I
T4-DNA-Ligase 1 I

ddH,O 115 |

Der Ligationsansatz wurde tber Nacht bei 14 C indéxib

2.2.2.8  Klonierung mit Hilfe der Cre-Rekombinase

Der in vorliegender Arbeit verwendete BD Creator™\A Cloning Kit von BD
Biosciences ermdglicht es, ein DNA-Fragment innkerli@irzester Zeit von einem Donor
Vektor in einen Akzeptor Vektor zu klonieren. Dasnktionsprinzip des Systems beruht
auf dem Rekombinationssystem des BakteriophageB&llder Ring-zu-Ring-Replikation
des Bakteriophagengenoms konnen sich DNA-Dimemebil die von einem Enzym, der
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Cre-Rekombinase, aufgeltst werden. Die Cre-Rekoaseibindet bei diesem Vorgang an
spezifische Sequenzen im P1-Genom, den sogenatoxBrStellen, und vermittelt dort
den kreuzweisen Austausch der DNA-Strange [201].202

Der BD Creator™ DNA Cloning Kit von BD Biosciencesutzt das Cre-loxP
Transfersystem zum einfachen Transfer eines DNARBEmts aus einem Donor Vektor in
unterschiedlichste Akzeptor Vektoren. Das gewiresEitA-Stiick wird auf herkdmmliche
Weise in die MCS des Donor Vektors kloniert, diehszwischen zwei loxP-Sequenzen
befindet. Durch eine kurze Inkubation mit der CekBmbinase kann das DNA-Stick
zwischen den loxP-Elementen in jeden Akzeptor Viekmit einem loxP-Element
transferiert werden. Das DNA-Stick wird aufgrundr dentralen Sequenz der loxP
automatisch in der richtigen Orientierung in derzégtor Vektor eingebaut. Ebenso wird
das Leseraster vom Donor Vektor in den Akzeptortdielbernommen.

Ein Reaktionsansatz der Cre-loxP Reaktion setztewie folgt zusammen:

Donor Vektor mit cDNA-Insert 200 ng
Akzeptorvektor 200 ng
10x Cre-Reaktionspuffer 2 |
10x BSA (1 mg/ml) 2 I
Cre-Rekombinase 1 1

ad 20 | ddH,O

Der Ansatz wurde 15 min bei Raumtemperatur inkabi®vahrend der Inkubation
vermittelt die Cre-Rekombinase den spezifischem3fex der loxP-flankierten Region des
Donor Vektors in die loxP-Sequenz des Akzeptor WektNach der Inkubation wurde die

Cre-Rekombinase bei 70 C fur 5 min hitzeinaktiviert

2.2.2.9 Transformation von E.coli

Die Transformation von E.coli-Zellen mit Plasmid-DNA wurde nach dem
Hitzeschockverfahren durchgefiihrt.

Chemisch kompetentE.coli-Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit der PlasBINA
vermischt. Der Reaktionsansatz wurde zunachst 8Canri Eis gehalten, dann bei 42 C fir
30 s einem Hitzeschock ausgesetzt und anschlieBeminh auf Eis gekuhlt. Nach der
Transformation wurden die Zellen in 0,5 ml vorgemvéem SOC-Medium ohne Zusatz von
Antibiotika bei 37 C fur 1 h unter Schutteln inkebi, bevor sie auf LB-Platten mit den

entsprechenden Antibiotika ausplattiert wurden.
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2.2.2.10 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chainctkeg ist ein Verfahren zur
enzymatischen Vervielfaltigung spezifischer Nukigst¢quenzen [203]. Selbst geringe
Mengen eines DNA-Abschnitts in einem komplexen D&Amisch kdnnen mit Hilfe der
PCR selektiv amplifiziert und so weiteren Analysemgénglich gemacht werden. Der
Ablauf der PCR-Reaktion @hnelt dem der Replikatieine DNA-Polymerase synthetisiert
ausgehend von dem 3'-Ende eines an den DNA-Einaetstangelagerten Primers den
komplementaren Gegenstrang. Durch die Verwendumgzveei gegenlaufig orientierten
Primern &Rt sich die Sequenz zwischen dem Priraergerielt vervielfaltigen.

Die PCR-Reaktion lait sich in funf Schritte gliadein einem initialen zehnminttigen
Denaturierungsschritt werden die DNA-Molekile beb ® in ihre Einzelstrange
aufgeschmolzen. Anschlie3end folgen 25 bis 30 Zyklen Denaturierung, Annealing und
Extension, in welchen die Amplifikation der Zielsemz ablauft. In jedem Zyklus wird die
DNA zunachst in Einzelstrdnge Uberfuhrt (Denatume;, 30 s, 95 C), bevor bei einer
niedrigeren Temperatur die beiden Primer an ihreveilgen komplementaren
Zielsequenzen hybridisieren (Annealing, 1 min, meis Bereich von 60-65 C) und die
hitzestabile DNA-Polymerase ausgehend von den gimen Primermolekilen an der
Matrizen-DNA den komplementaren Strang synthetis{Extension, ca. 1 min pro kb,
72 C). Ein abschlieRender Elongationsschritt von i bei 72 C erlaubt der DNA-
Polymerase, alle synthetisierten DNA-Stradnge zvaléstandigen.

Die Annealing-Temperatur richtet sich nach Langd @Gequenz der eingesetzten Primer.
Sie liegt etwa 5 C unterhalb der Schmelztemperater Primer, weshalb Primer mit
maoglichst &hnlichen Schmelztemperaturen gewahltdemr Als thermostabile DNA-
Polymerase wurde die Tag-Polymerase Busrmus aquaticusingesetzt.

Die PCR-Produkte wurden auf einem Agarosegel amamtysnd gegebenenfalls fir eine

anschlieBende Klonierung aufgereinigt.

2.2.2.11 DNA-Sequenzierung

Klonierungen und PCR-Produkte wurden durch Analges DNA-Sequenz auf ihre
Richigkeit hin Uberprift. Die Sequenzierungen wuardgon der Firma GeneArt
(Regensburg) unter Verwendung des Kettenabbrudhivesis nach Sanger [204]
durchgefuhrt. Es wurden vektor- oder sequenz-sgebhé# Primer fur die

Sequenzierungsreaktionen eingesetzt.
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2.2.2.12 Real-Time RT-PCR

Die Real-Time RT-PCR ist ein Verfahren zur schmellsensitiven und reproduzierbaren
Quantifizierung von Nukleinsauren. Die Amplifikaticdes PCR-Produkts kann wéhrend
des gesamten Reaktionsverlaufs verfolgt und dielate bzw. relativen Mengen an DNA
im eingesetzten Probenmaterial anhand einer Stdkulare berechnet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Real-Time RT-P@Rwendet zur Analyse der
Genexpression im subkutanen und viszeralen hum&etigewebe, im subkutanen und
viszeralen Fettgewebe von Zuckerratten und im vider Fettgewebe von Hochfettratten,
sowie in 3T3-L1 Zellen wahrend der Differenzierung Adipozyten und in priméren
humanen Hepatozyten nach Stimulation mit rekomkerahumanen Omentin, Galectin 3
und Chemerin.

Gesamt-RNA wurde aus Gewebe bzw. Zellen isoliertl um einzelstrangige cDNA
Uberfuhrt, welche als Probenmaterial in der ReadleTRT-PCR eingesetzt wurde. Fir alle
Versuche wurde der LightCycler® FastStart DNA Mas&BR Green | Kit (Roche)
verwendet. Im Folgenden ist ein typischer Reakdosatz wiedergegeben:

Reaktionsmix (Roche) 2 |
MgCl,, 25 mM 24 |
universe Primer, 5 pmoll 1 I
reverse Primer, 5 pmol/ 1 [
cDNA 2 I
ddH,O 116 |

SYBR Green |, Reaktionspuffer, dNTPs und HotStadqg-Polymerase waren im
Reaktionsmix bereits enthalten. Die Reaktion Irefliinnen Glaskapillaren ab, die Uber ein
Probenkarussell in die Reaktionskammer eingebrachtien. In der Reaktionskammer
wurden die Proben zunachst fir 10 min auf 95 Cterthum die HotStart Tag-Polymerase
zu aktivieren. AnschlieRend wurden 45 Amplifizieggayklen durchgefihrt. Jeder Zyklus
setzte sich aus 15 s Denaturierungsphase bei 26 € Annealingphase bei etwa 60 C und
10 s Elongationsphase bei 72 C zusammen. Die exakbtealingtemperatur richtete sich
nach der Schmelztemperatur des fir die jeweiligekRen verwendeten Primerpaares.

Zur Berechnung der Ausgangskonzentration an cDNA rdewu in  jedem
Amplifikationszyklus nach Abschluss der Elongatipingse, bei einer fir das PCR-Produkt
geeigneten Temperatur (75-85°C), die Fluoreszenz Riebe gemessen. Da sich der

Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | in doppelstraadgi@NA-Molekile einlagert, verhalt
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sich dessen Fluoreszenzintensitat proportionaBddung des PCR-Produkts. Die Messung
der Fluoreszenz ermdglichte es so, die Amplifikatwdhrend des gesamten Reaktions-
verlaufs zu verfolgen.

Eine Auftragung der Fluoreszenzmesswerte in einerapl@&n gegen die Zyklenzahl
ermdglichte es, den Crossing Point (Cp) wahrend Egponentialphase der PCR zu
bestimmen. Der Cp bezeichnet den Reaktionszyklusjem das Fluoreszenzsignal des
PCR-Produkts einen deutlich positiven Wert Uber déintergrundfluoreszenz des
Messsystems annimmt, und ist proportional zur Anggkonzentration der Nukleinséaure
im eingesetzten Probenmaterial. Verschiedene Probeterscheiden sich in ihren
Cp-Werten, da eine unterschiedliche Zahl an Ankdtionszyklen benotigt wird, um in
Abhangigkeit von ihrer Ausgangskonzentration an Idimsauren diese Detektionsschwelle
zu erreichen.

Als relativer Standard wurde bei jedem Lauf eing&-\Lerdinnungsreihe von cDNA in
Wasser mitgefuhrt. Jeder der vier Standardproberrdevuhierbei ein definierter
Konzentrationswert zugewiesen. Uber eine Auftragdag Cp-Werte der Standardproben
gegen den Logarithmus der Konzentration wurde mue $tandardkurve erstellt, die jedem
Cp-Wert der Proben einen entsprechenden Zahlenfiierdie relative Konzentration
zuordnete. Diese Umrechnung der Cp-Werte mit Hilég Standardkurve in definierte
Zahlenwerte erlaubt es, PCR-Reaktionen mit untexdtbhen Effizienzen zu vergleichen.
Neben der mRNA des Zielgens wurde in den Probemllphrauch die mRNA eines
Housekeeping Gens bestimmt. Ein Housekeeping Gehiwiden verschiedenen Geweben
bzw. durch die verwendete Stimulation der Zellenhhireguliert. Die Expression des
Zielgens wurde relativ zur Expression dieses Rafggens berechnet. Der Quotient aus
Konzentration cDNAieigen zU Konzentration cDNAyusekeeping cendibt somit einen zum
Referenzgen normalisierten Wert wieder, der firl@a- und Quantitatsunterschiede, die
wahrend der Probenvorbereitung auftreten, kortigsgr Der Quotient der normalisierten
Werte zweier Proben wiederum druckt die relativprigssion des Zielgens in Abhangigkeit
von der verwendeten Stimulation bzw. in den veestidnen Geweben aus.

Nach der Amplifikation wurde bei jedem Lauf nocle dbpezifizitat des PCR-Produktes
anhand einer Schmelzkurve analysiert. Die DNA wuatggsam (0,1 C/s) von 60 C auf
95 C erhitzt und die Fluoreszenz wahrend diesesékantinuierlich gemessen. Bei einer
spezifischen Reaktion wird nur ein Produkt gebild&ieses schmilzt bei einer
charakteristischen Temperatur, wodurch die Fluam®sz abrupt abnimmt. Eine

unspezifische Reaktion ist dagegen durch mehremmduRte mit unterschiedlichen
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Schmelzpunkten gekennzeichnet, was zu einer urfschAbnahme der Fluoreszenz uber

mehrere Stufen flhrt.

2.2.3 Arbeiten mit RNA

2.2.3.1 Isolierung von RNA aus Zellen

Gesamt-RNA aus 3T3-L1 Zellen wurde mit dem RNeaMi@i Kit von Qiagen isoliert.

Der Zelluberstand wurde abgenommen und fur andageeNVersuche verwendet. Die
Zellen wurden mit einem Schaber vom Boden der Z#likschale gelést, mit PBS
gewaschen und mit 500 RLT-Puffer lysiert. Anschlie3end wurde die geneatie DNA
durch mehrmaliges Auf- und Abziehen des Lysats ld@ioe diinne Kanile geschert und
die RNA gemal Herstellerangaben Uber Saulchentecwliert. Die RNA wurde zweimal
mit je 30 | nukleasefreiem Wasser (Promega) von dem Séauleheeart und bei —80 C
aufbewabhrt.

Isolation der Gesamt-RNA aus Fettgewebe erfolgte TRilzol Reagenz von Invitrogen.
Hierfir wurden 50 mg des in RNAlater Reagenz auliiaten Gewebes in 1 ml TRIzol
dreimal 30 s mit dem Ultra-Turrax homogenisiert.s@nlieRend wurde das Homogenat
abzentrifugiert (300 g, 10 min,), um Geweberestd Bett zu entfernen, die genomische
DNA durch mehrmaliges Auf- und Abziehen des Homaegerdurch eine diinnen Kanule
geschert, und die RNA laut Herstellerangaben igpheobei zur Verbesserung der Reinheit
zweimal mit Chloroform extrahiert wurde. Die RNA e in 30 | nukleasefreiem Wasser
(Promega) aufgenommen und bei —80 C aufbewahrt.

2.2.3.2  Konzentrationsbestimmung von RNA

Die RNA-Konzentration einer Losung wurde wie die AKonzentration durch Messung
der Extinktion bei 260 nm in einer 1:100-Verdunnimgukleasefreiem Wasser bestimmit.
Die Berechnung der Konzentration erfolgte ebenfalisdem Lambert-Beerschen Gesetz.
Jedoch wurde nun der fir RNA spezifische Extinkglaeffizient von 40 g ml* in die
Formel eingesetzt.

Crna = Bxeo rna - V

Crna:  Konzentration an RNA in der L('jsungg[-ml'l]
Exor  Extinktion bei einer Wellenldnge von 260 nm
rna.  EXtinktionskoeffizient von RNA, gleich 4(13-mr1
V: Verdinnungsfaktor, hier 100
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2.2.3.3 Reverse Transkription

Fir den Einsatz in PCR-Reaktionen, z.B. in Real€liRT-PCR, wurde die isolierte
Gesamt-RNA mit der Reversen Transkriptase des AMgaoblastosis-Virus (AMV-RT) in
einzelstrangige cDNA Uberfuhrt. Die Reaktion wurdeter Verwendung des Reverse
Transcription System von Promega durchgefuhrt. Plsner wurden Random Hexamer
Primer eingesetzt, die an komplementaren Sequemzeerhalb der RNA-Molekile
hybridisierten und als Ausgangspunkt fur die Sys¢hdes cDNA-Stranges an der RNA-
Matrize durch die Reverse Transkriptase dientem Eeaktionsansatz setzte sich aus

folgenden Komponenten zusammen:

MgCl,, 25 mM 8
RT-Puffer, 10 x 4
dNTP-Mix, 10 mM 4
Random Hexamer Primer, 0,5/ | 1
RNasin Ribonuklease-Inhibitor, 40 U/ 1
AMV-Reverse Transkriptase, 25 U/ 1,2
RNA (1 g) in nukleasefreiem Wasser 20,8

Der Reaktionsansatz wurde 1 h bei 42 C inkubiedciNAblauf der Reaktion wurde die
AMV-RT duch funfminatige Inkubation bei 95 C hitzektiviert und die cDNA
anschlie3end bei -20 C gelagert.

2.2.4 Arbeiten mit Proteinen

2.2.4.1  Praparation von Proteinextrakten

Die Praparation von Gesamtproteinextrakten ause@elNurde nach folgendem Protokoll
durchgefuhrt: Der Zelliberstand wurde abgezogeer, Zellen in eiskaltem PBS mit

Proteaseinhibitor mit einem Schaber vom Boden d#lkdlturflasche bzw. -schale geldst,
abzentrifugiert, das Zellpellet in 30 pl eiskaltBPA-Zelllysepuffer mit Protease- und
Phosphataseinhibitoren resuspendiert und auf Eisgdnomische DNA im Zelllysat mit

Ultraschall geschert. Fur die Praparation von Géganteinextrakten aus Fettgewebe
wurden 100 mg des Gewebes unter flissigem Stidkst@inem Moérser zermahlen und in
2 ml eiskalten RIPA-Zelllysepuffer mit Protease-duRhosphataseinhibitoren dreimal fur
30 s mit dem Ultra-Turrax homogenisiert. Im Anséhluwurde das Homogenat
abzentrifugiert (300 g, 10 min), um Gewebereste feettl zu entfernen.

Die Proben wurden bei -20 C aufbewabhrt.
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2.2.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Proteinkonzentration der Proben wurde mit deéinBhoninsaure (BCA) Methode
bestimmt [205]. 200 | einer 1:50-Mischung von 4%iger Kupfer(ll)sulfatling und
Bicinchoninsaure wurden mit 10 einer 1:10-Verdinnung der Probe in PBS verseatet u
30 min bei 37 C inkubiert. Die Proteine reduziedia Cif*-lonen zu Cl'-lonen, die mit
der Bicinchonins&ure unter Bildung eines violetBfDA-Cu'*-Komplexes weiterreagieren.
Dieser Farbkomplex zeigt bei einer Wellenlange 62 nm eine starke Absorption und
kann photometrisch nachgewiesen werden. Da die uRtoddung proportional zur
Proteinmenge ist, konnte Uber eine BSA-Standarakulie Proteinkonzentration der

Proben berechnet werden.

2.2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

In der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  konnenrotédthe nach  ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt werden. Die Probendsarvor der Elektrophorese in einem
Probenpuffer aufgekocht, der SDS undvercaptoethanol enthalt. Die Proteine werden
unter diesen Bedingungen denaturiert. Gleichzéatigrn sich die negativ geladenen SDS-
Molekule gleichmalig an den aufgefalteten Proteiaenwodurch die Eigenladung der
Proteine uberdeckt wird und die Polypeptidketteneekonstant negative Ladung pro
Masseneinheit erhalten. Die Wanderung der Protemelektrischen Feld erfolgt daher
ausschlief3lich in Abhangigkeit von ihrem Molekukangcht und der PorengrofRe des
Polyacrylamidgels.

Die SDS-Polyacrylamidgele, die in dieser Arbeitwendet wurden, bestanden aus einem
5%igen Sammelgel und einem 10 bzw. 15%igen Trenrdel Gelldosungen wurden mit
entsprechenden Mengen an APS und TEMED vermiscl¢, die radikalische
Polymerisation des Acrylamids auslosten, und naemeler zwischen zwei Glasplatten
gegossen: zuerst unten das engmaschige Trenngaled@uftrennung der Proteine diente,
und dann darauf das grof3porige Sammelgel mit deohEs, in dem die Proteine vor dem
Eintritt in das Trenngel aufkonzentriert wurden. cNdem die Acrylamidlésungen
vollstandig auspolymerisiert waren, wurden die Gieledie Gelelektrophoreseapparatur
eingespannt und mit 1x SDS-Gellaufpuffer bedecke. Broben wurden im Verhéltnis 1:4
mit 5x SDS-Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95 G@galsocht und in die Taschen gefullt.
Sofern nicht anders angegeben wurden pro Spur Zorptgin geladen. Neben den Proben

wurde auf das Gel auch ein Proteinstandard, ddrRarige Rainbow Molecular Weight
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Marker, aufgetragen, mit dem die GrofR3e der aufgate:m Proteine abgeschatzt werden
konnte. Die Elektrophorese wurde ca. 60 min beerBtromstarke von 25 mA pro Gel

durchgefuhrt.

2.2.4.4  Silberfarbung

Einen sehr sensitiven Nachweis von Proteinen irylaaridgelen liefert die Silberfarbung.
Proteine und Silberionen gehen einen Komplex eie; durch die Reduktion mit
Formaldehyd sichtbar gemacht wird. Die Silberiongarden bei dieser Reaktion zu
elementarem Silber reduziert, das als unléslichasries Prazipitat ausfallt.

Die Silberfarbung wurde nach dem Protokoll von Heslloven und Dernick durchgefihrt
[187]. Das Gel wurde nach der Gelelektrophoreséiaust 30 min in der Fixierldsung und
anschlieRend 30 min in der Inkubationslésung inétitbDann wurde das Gel dreimal fir je
5 min mit Wasser gewaschen und anschlie3end 40nnagier Silberldsung geschwenkt. Das
Gel wurde noch einmal kurz mit Wasser gewaschergridie Reduktion der Silberionen in
der Entwicklerlosung erfolgte. Das Gel wurde sotamng der Entwicklerldsung inkubiert,
bis die Proteine deutlich als braune Banden zunede waren. Dann wurde die Reaktion
durch die EDTA-haltige Stopplésung abgebrochen. [ wurde kurz in Wasser
gewaschen und mit dem DryEase® Mini-Gel Drying 8gsgetrocknet.

2.245  Western-Blotting

Als Western-Blotting wird der elektrophoretischaiisfer von Proteinen aus einem Gel auf
eine Tragermembran und deren anschlieRende immonstiee Detektion auf der
Membran bezeichnet [188].

In dieser Arbeit wurde fir den Proteintransfer Wésttransfer-Verfahren verwendet, d.h.
der Elekrotransfer wurde in einer mit Transferpuffjefullten Kammer durchgefuhrt. Die
fur den Blot bendtigten Schwammchen und Filterkestsowie das SDS-Acrylamidgel und
die Membran wurden kurz in Wettransferpuffer admiért. Die eingesetzte Immun-
BlotTM PVDF Membran (BIORAD) musste vor der Aquifierung kurz mit Methanol
benetzt werden. Der Blot wurde dann wie folgt abfgé: zuunterst ein Schwammchen,
dann zwei Filterpapiere, darauf die Membran und Ga$ gefolgt von zwei weiteren
Filterpapieren und dem zweiten Schwammchen. Mierelipette wurde mehrmals tber
dieses Blot-Sandwich gerollt, um Luftblaschen ztfegnen. Das Sandwich wurde dann in

eine Kassette eingespannt und so in die Blot-Appargesetzt, dass die Membran zur
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Anode orientiert war. Die Kammer wurde mit Wettrdanguffer geflllt, bis der Blot gut
bedeckt war. Ein zusatzlich eingesetzter Eisblookgte fir die Kihlung des Puffers
wahrend des Transfers. AnschlieRend wurden dieei®t60 min bei einer konstanten
Spannung von 80 V auf die Membran Ubertragen.

Nach dem Transfer erfolgte die Detektion der auf dembran immobilisierten Proteine
Uber eine Antikdrper-gekoppelte Chemilumineszerktrea. Hierfir wurde die Membran
zunachst eine Stunde in Blockierlésung geschwemkt, unspezifische Bindungsstellen
abzudecken, anschlieBend dreimal fir 10 min mitPB&vaschen und tUber Nacht bei 4 C
mit primarem Antikdrper inkubiert. Dieser Antikompeindet spezifisch an das Protein und
wurde meist im Verhdltnis 1:1.000 in BSA-PBST vardil Am nachsten Tag wurde die
Membran noch eine Stunde bei RT mit dem priméaretik&rper inkubiert, bevor durch
dreimaliges Waschen mit PBST unspezifisch gebunderi&kdorper entfernt wurden und
die Membran eine Stunde bei RT mit dem sekundanettkdrper inkubiert wurde. Der
sekundare Antikdrper bindet spezifisch am primétetikbrper und ist mit dem Enzym
Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert. Der sekuad@ntikbrper wurde im Verhaltnis
1:5.000 in der Blockierlosung verdinnt. Nach dekulmation mit dem sekundéaren
Antikdrper wurde die Membran zuerst eine Stunde PBST und dann einmal kurz mit
PBS gewaschen. AnschlieRend wurde die DetektiorH&R#®? mit dem ECL Plus Western
Blotting Detection Reagent (Amersham Biosciencastlugefuhrt. Die beiden Lésungen
des ECL-Systems wurden laut Packungsangabe mitB@namermischt, die Membran mit
1 ml dieser Mischung bedeckt und 5 min bei RT in&tbVon der HRP wird in der ECL-
Losung eine Reaktion katalysiert, die zur FreisegzmMon Chemilumineszenz fuhrt. Die
Lichtsignale kdnnen mit einem Autoradiographiefittatektiert werden. Hierzu wurde die
Membran in einer Klarsichtfolie in eine Filmkassetielegt und ein Hyperfilm ECU je
nach Intensitat des Signals fur wenige Sekunderzbimaximal 60 min aufgelegt. Nach
dem Entwickeln des Films war das Uber den Antikbreehgewiesene Protein als dunkle

Bande auf dem Film zu erkennen.

2.2.4.6 Coomassie-Farbung

Nach dem Transfer der aufgetrennten Proteine aef BVDF Membran konnten diese mit
einer Coomassie-Farbung sichtbar gemacht werdemm@ssie ist ein Farbstoff, der unter
Ausbildung eines blauen Komplexes unspezifischli@nPaoteine auf der Membran bindet.
Fir die Farbung wurde die Membran nach der Elekimogse 15 min in Wasser gewaschen
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und dann in Biosafe™ Coomassie (BIORAD) inkubidyis die Proteinbanden deutlich
sichtbar waren. Nach der Farbung wurde die Membraiasser gewaschen und auf einem

Filterpapier getrocknet.

2.2.4.7 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Mit dem Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISAYnken geloste Proteine
spezifisch nachgewiesen werden. Das Nachweispridegp ELISA beruht, analog zum
Western Blotting, auf einer Antikdrper-gekoppelt&arbreaktion. Das Protein wird
zunachst Uber einen am Plattenboden gebundenekoApdr (Capture AK) immobilisiert
und anschlieend mit einem zweiten Antikorper (Did@ AK) detektiert. Der zweite
Antikérper wird Uber eine spezifische Interaktion @n Enzym gekoppelt, welches ein
farbloses Chromogen in ein farbiges umsetzt. Diadtedes ELISA wird als Sandwich-
ELISA bezeichnet. Der Farbstoff wird proportionair Menge des gebundenen Proteins
gebildet und kann photometrisch nachgewiesen weldbar eine Standardkurve 4Rt sich
somit die Proteinkonzentration der Probe berechnen.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten ELISA waréatsprechend den Angaben der
Hersteller zur Quantifizierung geldster ProteineZallkulturiiberstdnden bzw. in humanen
Serumproben verwendet. Die Verdinnung der Probenleywsofern vom Hersteller nicht

angegeben, empirisch ermittelt.

2.2.4.8 Bestimmung des Zelltodes

Eine mdgliche zytotoxische Wirkung der AOX1 siRN&f&T3-L1 Zellen wurde in dieser
Arbeit mit dem Cytotoxicity Detection Kit von Rochmmtersucht. Der Kit ermdglicht einen
enzymgekoppelten colorimetrischen Nachweis der dtdgehydrogenase (LDH) in den
Zellkulturiberstanden. Die Lactat-Dehydrogenaseeist sehr stabiles zytoplasmatisches
Enzym, das in Folge des Zelltodes in den ExtrakgHlaum freigesetzt wird. Die
gemessene LDH-Aktivitat im Zellkulturiberstand ladiert somit direkt mit der Anzahl der
abgestorbenen Zellen.

Der Zellkulturiiberstand wurde abgenommen, abzegieft und unmittelbar fir den LDH-
Nachweis eingesetzt. Hierfur wurden die Uberstahd® mit dem jeweilig verwendeten
Kulturmedium verdiunnt, auf einer 96-Loch-Platte gmimacht und mit den
Reaktionskomponenten NADKatalyst und dem Farbstoff Tetrazolium laut Pkolbdes

Herstellers versetzt. Als Negativkontrolle dientasdKulturmedium. Wahrend einer
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30 minutigen Inkubation bei RT unter Lichtabschlsstzt die LDH das ebenfalls im
Uberstand enthaltene Lactat zu Pyruvat um, wobeiclgteitig NAD zu NADH/H'
reduziert wird. Der Katalyst schlief3lich setzt inex zweiten Reaktion den schwach gelben
Farbstoff Tetrazolium unter Verbrauch des in detesr Reaktion gebildeten NADH/HN
den roten Farbstoff Formazan um, der photometrimaheiner Wellenlange von 490 nm

gemessen werden kann.

2.2.4.9 Oil Red O Farbung
Zahl und Gro6RRe der Lipidtropfen in 3T3-L1 Adipoaytkel3en einen Ruckschluss auf den

Differenzierungsgrad zu und wurden mittels Oil R@d=arbung analysiert. Hierfir wurde
der Uberstand abgenommen, die Zellen mit PBS géwaswund 5 min bei RT mit
10 %igem Formaldehyd fixiert. Die fixierten Zellemurden mit 60 %igem Isopropanol
gewaschen, kurz an der Luft getrocknet und danmi® mit Oil Red O Farbelésung
inkubiert. Nach Abnahme der Farbelésung und intemsiSpilen mit Wasser, wurden die
Zellen unter dem Mikroskop betrachtet und ggf. dpédiert, wobei die Lipidtropfchen an

ihrer leuchtend roten Farbung zu erkennen sind.

2.2.4.10 Immunhistochemische Farbung

Der Nachweis des Expressionsmusters der AOX1 imamem Fettgewebe erfolgte tber
eine indirekte immunhistochemische Farbung nachPdgmermethode unter Verwendung
des Envision+ Kits von Dako. Bei der immunhistocismien Farbung wird das Protein
Uber einen primaren Antikdrper und einen nachfaligendurch einen Sekundarantikérper
vermittelten Detektionskomplex unmittelbar im Gewebachgewiesen. So kann die
Expression des Protein in verschiedenen ZelltypeeseGewebes erfasst und z.T. die
Lokalisation des Proteins in der Zelle detektieetraen.

Fur die immunhistochemische Farbung wurden kleilaeht subkutane und viszerale
Fettgewebsstiicke 24 h in 10%igen Formaldehyd in FiB®rt und anschlieBend in
Paraffin eingebettet. Von den Paraffinblocken wargum dicke Schnitte angefertigt. Die
Schnitte wurden zunéchst 30 min bei 72°C inkubiam, das Paraffin abzuschmelzen, und
dann in einer absteigenden Alkoholreihe deparaitniAnschlieRend wurden die Schnitte
in der Mikrowelle bei 250 W in 50 mM CitratpufferHp 7,1 fur 30 min einer
hitzeinduzierten Antigendemaskierung unterzogenchNAbkuhlen auf RT wurden die

Schnitte in Shandon Coverplate Halterungen (Therenyespannt und hier zunachst mit
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Waschpuffer gewaschen, dann mit PeroxidaseBlodkhiekt, nochmals gewaschen und 30
min bei RT mit einer 1:50 Verdinnung des AOX1 Aifiers in AntibodyDiluent
inkubiert. AnschlieRend wurden die Schnitte noclsmgéwaschen, 30 min bei RT mit
HRP- Polymerkonjugat gekoppelten sekundaren Anpgibmkubiert, nochmals gewaschen
und 10 min in DAB+Chromogen in HRP SubstrateBuffgtubiert. Bei diesem Schritt
findet die durch die HRP Kkatalysierte Farbreaktietatt und an den durch die
Antikdrperreaktion detektierten Epitopen lagerthsiein brauner Farbniederschlag ab.
Zuletzt wurden die Gewebsschnitte nochmals kurz Wiasser gespult und mit
Hamatoxylin und Eosin Zellkerne und Zytoplasma gegéarbt. Nach Abschluss der
Farbung wurden die Schnitte durch eine aufsteigeAtk®holreihe gezogen und mit
Entalan eingedeckt. Die eingedeckten gefarbten Gssohnitte wurden zwei Tage bei RT
getrocknet und dann unter einem Lichtmikroskop dmdtret und fotografiert. Als
Positivkontrolle  dienten unter den gleichen Bedmgen gefarbte humane
Lebergewebsschnitte, als Negativkontrolle Schnittmimanen Fettgewebes und
Lebergewebes, die ohne priméren Antikorper geféchten.

Die Farbungen wurden unter Anleitung von Rudolf glulaim Institut fur Pathologie
durchgefuhrt, und von Prof. Dr. Arndt Hartmann f{inng fur Pathologie,
Universitatsklinikum Regensburg) beurteilt.

2.2.4.11 In vitro Translation

Die uber PCR amplifizierte Omentin cDNA wurde zarvitro Translation des Omentin
Proteins in den pcDNA3.1/V5-HisTOPC® TA Expressionsvektor eingebracht und in das
TNT® Quick Coupled Transcription/Translation Systaron Promega eingesetzt. Der
Vektor besitzt eine MCS, der ein T7 Promotor vocgedtet ist. Das im Kit enthaltene
Retikulozytenlysat beinhaltet alle fur die Tranpkion der mRNA und deren Translation in
Protein bendtigten Komponenten. Das in vitro tratstte Omentin Protein wurde far

Western Blot Analysen verwendet.
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225 Rekombinante Expression von Omentin in H5 Insekterdlen

2.2.5.1 Expression rekombinanter Proteine im Bakulovirus Expressionssystem

Das Bakulovirus Expressionssystem ist ein sehr ziefftes eukaryotisches
Expressionssystem zur Herstellung rekombinanter teP® Grundlage dieses
Expressionssystems ist die Infektion von Insektberzein dieser Arbeit Sf21- und H5-
Zellen, mit rekombinanten Bakuloviren.

Die Bakuloviren gehéren zu einer Gruppe diverseen, derBaculoviridae die sich in
verschiedenen Insektenarten vermehren. Das amglsterii zur Expression rekombinanter
Proteine in Insektenzellen eingesetzte Virus iss déaitographa californicanuclear
polyhedrosis virus (AcNPV). Das AcNPV-Genom, einwat130 kb grolRes zirkulares
doppelstrangiges DNA-Molekdil, enthalt Gene, die (il Replikation des Virus in der
Zellkultur nicht notwendig sind und daher durchdneloge Gene ersetzt werden kdnnen.
Eines dieser Gene ist das Polyhedrin-Gen. Es wiéldr@nd der spaten Phase der Infektion
sehr stark exprimiert und kodiert fur das PolyhedRrotein, das die neugebildeten Viren
nach der Freisetzung vor Umwelteinflissen schi@zis Polyhedrin-Protein kann bis zu
50% des Gesamtproteins einer infizierten Zelle eimmen.

Das Polyhedrin-Gen kann deletiert und an seinelleStke cDNA des Zielgens in das
AcNPV-Genom insertiert werden. Dies hat den Vortédss das heterologe Gen zugleich
unter die Kontrolle des starken Polyhedrin-Pronmtgestellt wird. Neben der hohen
Ausbeute an rekombinantem Protein gibt es noch eweit Vorteile dieses
Expressionssystems. So werden rekombinante Protaihesinem Signalpeptid in den
Zelliberstand sezerniert, aus dem sie relativ temlifgereinigt werden koénnen. Im
Gegensatz zu prokaryotischen Expressionssystemetiewaekombinante eukaryotische
Proteine in den Insektenzellen zudem mit den meisteer spezifischen posttranslationalen
Modifikationen wie Glykosylierungen, Phorphoryliegen, Isoprenylierungen und
Carboxymethylierungen versehen. Diese Modifizieemgkonnen fur die spéatere

Funktionalitat des Proteins von grof3er Bedeutuing se

2.2.5.2  Klonierung der Omentin cDNA in den pLP-BacPak9 Expessionsvektor

Fur die Synthese der Omentin cDNA wurden 2 pg mR&ls humanen Fettgewebe
(s. 2.1.10) unter Verwendung von Oligo-dT Primem diner Reversen Transkription
(s. 2.2.3.3) eingesetzt. Die erhaltene Omentin cDM#de anschlieend in einer PCR-

Reaktion mit den genspezifischen Primern Omentinwnrd Omentin_rev (s. 2.1.12.1)
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amplifiziert und das erhaltene 964 bp lange Fragnider die in den Primersequenzen
erhaltenen SchnittstelleBamH | und Xba | in frame in die MCS des pDNR-Dual Donor
Vektor kloniert. Da der pDNR-Dual Donor Vektor eiimpicillin-Resistenzgen zur
positiven Selektion aufweist, konnten nach der $f@amation plasmidiragende Klone
leicht durch ihr Wachstum auf ampicillinhaltigen L Bgarplatten identifiziert werden. Die
Richtigkeit der Klonierung wurde durch Restriktiengymanalysen und Analyse der DNA-
Sequenz verifiziert.

Aus dem pDNR-Dual Vektror wurde die Omentin cDNAsammen mit den nachfolgenden
Sequenzen fur einen C-terminalen 6 x HN-Tag undre@hloramphelicolresistenz tber die
beiderseits flankierenden loxP-Elemente mittels des-loxP Transfersystems (s. 2.2.2.8)
in den pLP-BacPak9 Expressionsvektor Ubertragémoli Zellen wurden mit dem
generierten Vektor transformiert und auf selektivém-Chloramphenicol-Sucrose-
Agarplatten ausplattiert. Das Levanase kodierendeBSsen des pDNR-Dual Donor
Vektors ermoglichte eine negative Selektion mitr8se. Klone mit dem parentalen Donor
Vektor konnten nicht wachsen, da das vom SacB-Gemireierte Enzym Levanase die
Umsetzung der Sucrose zu dem toxischen Metabdlégan katalysiert. Zugleich konnten
Uber die positive Selektion mit Chloramphenicol n#ilone wachsen, die das
Chloramphenicolresistenzgen durch den Transfer hserts erhalten hatten. Diese
zweifache Selektion mit Chloramphenicol und Sucrgseantierte, dass uber 90% der
Kolonien den rekombinanten Expressionsvektor truggone mit dem korrekten Insert im

Expressionsvektor wurden anschlie3end in RestrikBozymanalysen verifiziert.

2.2.5.3  Generierung rekombinanter Bakuloviren

Zur Generierung der rekombinanten Bakuloviren wumdies BacPaR' Baculovirus
Expression System von BD Biosciences verwendet.

Sf21-Zellen wurden mit BacPAK®6 viraler DNA und degroP-BacPak9-Expressionsvektor,
der die cDNA des Zielgens enthielt, kotransfizi®te virale DNA enthalt eine Deletion,
die das Polyhedrin-Gen sowie den benachbarten 2P amfasst. Da der ORF 1629 ein
fur die Replikation des Virus essentielles Gen &ddliist diese virale DNA fir sich in den
Insektenzellen nicht vermehrungsfahig. Der Expoessiektor besitzt einen Origin of
Replication und ein Ampicillinresistenzgen fir seifPropagation irk.coli sowie den
Polyhedrin-Promotor und die klonierte cDNA des gexls. Der Promotor und das Zielgen

sind auf beiden Seiten von Sequenzen des Virusi@efflankiert, die unter anderem auch
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den ORF 1629 enthalten. Bei einer Kotransfektion\deus-DNA und des Plasmids kann
zwischen der Virus-DNA und den korrespondierendiealen Sequenzen im Plasmid eine
homologe Rekombination stattfinden, und so der lradyin-Promotor, das Zielgen sowie
der ORF 1629 vom Expressionsvektor auf die viraADlibertragen werden. Allein die
rekombinante Viren-DNA ist in der Lage, in den lkismzellen funktionelle Virenpartikel
herzustellen. Daher sollten alle generierten Vireihrem Genom das Zielgen an Stelle des
Polyhedrin-Gens tragen.

Der Kotransfektionsansatz setzte sich wie folgapusen:

BacPAK®G virale DNA, 20 ng/ 5 I
pLP-BacPak9 mit Omentin cDNA-Insert, 380 ng/ 1,3 [
Bacfectin 4 [
ddH,0, steril 89,7 |

Der Ansatz wurde 15 min bei RT inkubiert und danteu Schwenken der Zellkulturschale
tropfenweise auf 1 x £08f21-Zellen gegeben. Da Serumkomponenten die Ksfetion
storen, wurden die Zellen wéhrend der Kotransfekiio 1,5 ml serumfreiem SF900-
Medium gehalten. Nach 5 h serumfreier Inkubationn d@m Kotransfektionsansatz bei
27 C wurden 1,5 ml BacPAK Complete Medium zugesetrt die Zellen fur weitere 72 h
bei 27 C inkubiert. Nach dieser Zeit zeigten didletedie phanotypischen Merkmale einer
Infektion: die infizierten Zellen waren grof3er, BBen dunkle Einschliisse und l6sten sich
leicht vom Boden der Zellkulturflasche ab. Der dbBrstand mit den rekombinanten Viren
wurde abgenommen, abzentrifugiert (300 g, 5 minjl wei 4 C unter Lichtabschluss
gelagert. Der Uberstand wurde zur Infektion von Zflen verwendet, um zun&chst die
rekombinanten Viren zu vermehren. Die weiteren Stigde wurden dann zur Expression
des rekombinanten Omentin in H5-Zellen einges@&mt. Sf21-Zellen der Kotransfektion
wurden ebenfalls abgenommen, einmal mit PBS geveasch RIPA-Puffer aufgenommen
und mittels Western-Blotting analysiert.

2.25.4 Infektion von Insektenzellen

Die Infektion von Insektenzellen mit den rekombitgam Bakuloviren wurde sowohl zur
Vermehrung der Viren als auch zur Expression dksméinanten Proteins durchgefihrt.
Fir die Infektion wurden H5 Zellen verwendet, diehsin serumfreiem Express FiVe
Medium kultivieren lassen. Dies erleichterte dis@miel3ende Reinigung des sezernierten

rekombinanten Proteins aus dem Kulturmedium.
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Die optimale Menge zur Infektion der Insektenzellarde fiir jeden infektidsen Uberstand
empirisch ermittelt und tber ein Coomassie-geférBi©S-Polyacrylamidgel Uberprift. Flr
die Infektion wurden 2,5 x T0H5 Zellen in 10 ml Express FiV8 Medium in einer

Zellkulturflasche ausgeséat und mit 100-1000 eines Virentberstands infiziert. Die
infizierten Zellen wurden 4 Tage bei 27 C kultitieAnschlieRend wurde der Uberstand
Uber den Zellen abgenommen und abzentrifugiert (8006 min). Ein Aliquot des

Uberstands wurde fir weitere Infektionsreihen b€l dnter Lichtabschluss aufbewahrt.
Der Grofteil der Uberstande wurde jedoch fir dienigang des rekombinanten Proteins
verwendet und daher zur Inaktivierung von Proteas@nEDTA-freiem Complete Mini

Protease Inhibitor Cocktail (Roche) versetzt urglzir Reinigung bei —80 C gelagert. Die
infizierten Zellen wurden ebenfalls abgenommenmaihmit PBS gewaschen, in RIPA-
Puffer aufgenommen und die Expression des rekomt@naProteins mittels Western-

Blotting oder Coomassie-Farbung nachgewiesen.

2.2.5.5 Reinigung des rekombinanten Omentin

Das rekombinante Omentin konnte an Hand seinesriiftalen 6 x HN-Tag aus dem
Zellkulturiiberstand affinitatsgereinigt werden. Riie Reinigung wurde BD TALORN!
Purification Kit (BD Biosciences) verwendet.

H5 Zellen wurden mit dem rekombinanten Bakulovimifiziert und 4 Tage bei 27 C im
Brutschrank kultiviert. Das produzierte rekombirar®mentin wurde von den Zellen
aufgrund seines natirlichen Signalpeptids in dasukmedium sezerniert, aus dem es mit
Hilfe seines C-terminal fusionierten 6 x HN-Tag®ifibine Affinitatssaule gereinigt werden
konnte. Die Affinitatsreinigung beruhte auf demrRip der Immobilized Metal Affinity
Chromatography (IMAC). Hierbei binden die Histiddeitenketten des 6 x HN-Tags
reversibel an die immobilisierten €donen des TALONY Metal Affinity Resins. Da
Imidazol mit den Histidin-Seitenketten kompetitivmudie Bindungsstellen an den
Co**-lonen konkurriert, kann das Protein nach mehraféaschschritten unter nativen
Bedingungen mit einem Imidazolhaltigen Puffer vem 8aulenmatrix eluiert werden.

Vier Tage nach der Infektion der Zellen mit rekon@iten Bakuloviren wurden die
Uberstande abgenommen, abzentrifugiert (300 g,r§ omd mit EDTA-freiem Complete
Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche) versetdim die Salzkonzentration des
Kulturmediums zu reduzieren, wurden die Uberstéitakr Nacht bei 4 C unter einmaligen
Pufferwechsel gegen PBS dialysiert. AnschlieBenddem mdgliche Préazipitate aus den
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Uberstanden durch Filtration entfernt. Je 50 ml diatysierten und filtrierten Uberstande
wurden zu 500 | Resin gegeben, das zuvor einmal mit 500 pl umal mit 900 pl
Aquilibrierungspuffer (BD TALON™ Buffer Kit von BD Biosciences) gewaschen
(700 g, 2 min) worden war. Uberstande und Resindemrzusammen 3 h bei 4 C unter
Schitteln inkubiert. AnschlieBend wurde das Rebireatrifugiert (700 g, 5 min) und in
900 pl Aquilibrierungspuffer mit 0,5% Tween®20 aifi Minisaulchen (Hannd&8 Mini-
Spin Column) aufgebracht. Nachdem sich das ResileirSaule abgesetzt hatte, wurde es
mit 6 ml Aquilibrierungspuffer gewaschen, der mjs® Tween®20 und 1 mM Imidazol
versetzt war. Der Zusatz von Tween®20 und ImidazoWaschpuffer 16ste unspezifisch
gebundene Proteine von der Resin-Matrix und veertggsomit die Verunreinigung des
rekombinanten Proteins mit anderen Proteinen. DesinRwurde noch einmal mit 1 ml
Aquilibrierungspuffer supplementiert mit 0,5% Tw&i0 gewaschen, bevor das Omentin
Protein in fiinf Fraktionen mit je 210 Elutionspuffer (BD TALON™ Buffer Kit), der
150 mM Imidazol enthielt, von der Matrix eluiert wae.

Von den Fraktionen wurden je 10auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt ungl da
Protein durch Silberfarbung nachgewiesen. Fraktipritie das Protein in reiner Form
enthielten, wurden vereinigt, bei 4C 1 h gegen Pd8lysiert, um das Imidazol zu
entfernen, sterilfiltriert, einer Proteinbestimmungterzogen, portioniert und bei -80 C
aufbewahrt. Noch verunreinigte Fraktionen wurderewegt und gegen PBS dialysiert, um

dann nochmals einer Reinigung unterzogen zu werden.

2.2.6 Expressionsanalyse mit Affymetrix GeneChip®

Die Veranderung der Genexpression in primaren hematepatozyten dreier Spender in
Abhangigkeit von einer Stimulierung mit rekombiremthumanen Chemerin, Galectin 3
bzw. Omentin wurde mit dem GeneChip® von Affymetixalysiert.

Hierfir wurden je 1 Million primare humane Hepatmy fur 24 h mit 40 ng/mi
rekombinanten humanen Chemerin, 10 ng/ml rekombémahumanen Galectin 3 bzw.
300 ng/ml rekombinanten humanen Omentin stimulidls. Kontrolle dienten mit dem
entsprechenden fir die Poteine verwendeten LOsutigbrimkubierte primare humane
Hepatozyten. Nach der Stimulation wurde die Gedahw: der Zellen isoliert und 1g
RNA an das Kompetenzzentrum fur fluoreszente Bibdika (Regensburg) zur

Hybridisierung von Affymetrix Human Genome U133 _$A0 Arrays gesandt.
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Der Auswertung konnten die durch die Inkubation rmkombinanten humanen Chemerin,
Galectin 3 bzw. Omentin induzierten bzw. reprineart Gene entnommen werden.
Insgesamt wurden 55.000 Gensonden untersucht. datedi fir eine Regulation wurden
mittels Real-Time RT-PCR auf RNA-Ebene und/oder tetst Western-Blotting auf

Proteinebene untersucht.

2.2.°7 Tiermodelle

Zur Beantwortung bestimmter Fragestellungen in Hikbauf die Ubertragbarkeit der
Ergebnisse auf andere Spezies sowie den Einflusfdgositas bzw. Typ 2 Diabetes auf
die Expression bestimmter Gene wurden im RahmersedieArbeit verschiedene
Nagetiermodelle verwendet, und zwar normalgewiehttp7BL/6 Méause, mit Standard-
bzw. Hochfettdiat gefitterte Wistar Ratten sowiechbidiabetische und diabetische
Zuckerratten [206].

2271 Mause

Der durch Inzucht erzeugte Mausstamm C57BL/6 zeitkich durch seine Neigung aus,
auf Hochfettdiat ein Metabolisches Syndrom sownerilnsulin-unabhangigen Diabetes zu
entwickeln. Dies lasst sich durch eine verminddréptinsensitivitdt im Vergleich zu
anderen Mausstammen erklaren. Daher wird diesers8faonm oft als Tiermodell fur die
Untersuchung der Adipositas und des Typ 2 Diahetus verwendet [207, 208].
Subkutanes und viszerales (hier: omentales) Fettigewon 12 Wochen alten mannlichen
C57BL/6 Mausen auf Standarddiat wurde von Dr. EHiggenhofer (Klinik und Poliklinik
fur Chirurgie, Universitatsklinikum Regensburg) &ggestellt. Das Fettgewebe wurde in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zutdson von Protein bei -80°C gelagert.

2.2.7.2 Hochfettratten

Mannliche Wistar Ratten wurden zur Induktion eiridstabolischen Syndroms ab der
sechsten Lebenswoche fir 12 Wochen auf verschiadeloehfettdiaten gehalten [209,
210]. Die Hochfettdiaten enthielten einen erhohkattanteil von 42% der zugefuhrten
Energie, wobei die Diat (Charles River) entweddr@thweineschmalz (HF), auf Olivendl
(OF) oder auf Kokosnussfett (KF) basierte. Die prashenden Kontrolltiere erhielten unter

den gleichen Versuchsbedingungen eine Standarf®ligtmit einem Fettanteil von 12 %
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basierend auf Schweineschmalz (Charles River). Tizee wurden fir 12 Wochen auf den
Diaten gehalten, anschlieBend Blut zur Gewinnung $®rum abgenommen und das
viszerale (hier: omentale) Fettgewebe zur Isolatton RNA und Protein entnommen,
gewogen und in flissigem Stickstoff schockgefrorBas Serum wurde bei -20°C, das
Fettgewebe bei -80°C gelagert. Das Gesamtkorpecheder Tiere auf Hochfettdiat lag am
Versuchsende 20 + 11% (HF), 14 = 11% (OF) bzw. 8% (KF) Uber dem der
Kontrolltiere (ST). Gesattigte Fettsauren waremigikgpnt erhéht im Serum der Tiere auf
Hochfettdiat basierend auf Kokosnussfett (KF), athf ungesattigte Fettsduren im Serum
der Tiere auf Hochfettdiat basierend auf Oliven@F) bzw. Kokosnussfett (KF), und
mehrfach ungesattigte Fettsauren im Serum allereTaaf Hochfettdiat verglichen mit den
Tieren auf Standarddiat (ST). Die insulininduzie@ukoseaufnahme war nur bei den
Tieren auf Schweineschmalz- und Olivenéldiat (HE @F) signifikant vermindert [210].
Die Tierversuche wurden von PD. Dr. Roland Bittmed PD. Dr. Cornelius Bollheimer
(Klinik und Poliklinik far Innere Medizin |, Univesitatsklinikum Regensburg)
entsprechend den ethischen Richtlinien des Untasgiinikums Regensburg und mit

Genehmigung der ortlichen Tierethikkommision duedigrt [210].

2.2.7.3 Zuckerratten

Mannliche homozygote Zuckerrattefa/fa) und entsprechende mannliche heterozygote
Zuckerratten f&/-) wurden als monogenetisches Modell des Typ 2bé&tes mellitus
verwendet. Homozygote Zuckerrattelia/fa) besitzen eine spontane autosomal rezessive
Mutation in der extrazellularen Domane des Lepteréptors (fa“-Mutation). Diese
Punktmutation fuhrt zu Hyperphagie, Hyperlipidanmiesulinresistenz und Hyperglykamie,
wéahrend die heterozygoten Kontrolltiere unter idaiten Fitterungsbedingungen
normalgewichtig und normalglykéamisch bleiben [2212].

Die Ratten wurden ab der finften Lebenswoche 20 hW&fodang mit einer besonders
energiereichen Diat erndhrt (Purina 5008, Prot&#o2Fett 6.5%, Kohlehydrate 58.5%,
Ballaststoffe 4% und Asche 8%, Charles River). Hpygote Zucker-Rattenfd/fa)
entwickelten wéahrend dieser Zeit spontan eine Fde® insulinunabhangigen Diabetes.
Nach Versuchsende wurde Blut zur Gewinnung voni8edngenommen, sowie subkutanes
und viszerales (hier: retroperitoneales) Fettgewalne Isolation von RNA und Protein
entnommen und in flussigem Stickstoff schockgefioi®as Serum wurde bei -20°C, das
Fettgewebe bei -80°C gelagert. Das Korpergewicntdigbetischen Zuckerratten (ZDF)
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war am Versuchsende gegenuber den schlanken Kigetel(ZDL) nicht signifikant
erhoht (392 + 9 g ifia/fazu 362 + 79 irfa/-), jedoch war der Blutzucker fast finfmal so
hoch wie in den Kontrolltieren (390 + 71 mg/difatfazu 79 + 15 irfa/-, p < 0,001).

Die Tierversuche wurden von Prof. Dr. Andreas Luwh{Klinik und Poliklinik ftr Innere
Medizin II, Universitatsklinikum Regensburg) entsgiend den ethischen Richtlinien des
Universitatsklinikums Regensburg und mit Genehmggder oOrtlichen Tierethikkommision
durchgefuhrt [213, 214].

2.2.8 Humane Proben

2.2.8.1 Humane Serumproben

Die in dieser Arbeit verwendeten Serumproben wuilideZeitraum von 2005 bis 2009 in
Kooperation mit Prof. Dr. Andreas Schéffler, PD [Reiner Wiest (beide Klinik und
Poliklinik far Innere Medizin |, Universitatsklinkkm Regensburg) und PD Dr. Stefan
Farkas (Klinik und Poliklinik fur Chirurgie, Univsitatsklinikum Regensburg) unter
Mitarbeit von Dr. cand. med. Margarita Bala und IDRiol. Andrea Kopp, sowie von Dr.
Markus Neumeier, Dipl. Biol. Sabine Abke, Dr. m&ilvia Wurm und Dres. cand. med
Franziska Schober, Daniela Sporrer und Markus W¢ake Klinik und Poliklinik fur
Innere Medizin |, Universitatsklinikum Regensburggsammelt. Das Studienprotokoll
wurde durch die ortliche Ethikkommission bewillighd wurde in Ubereinstimmung mit
den Richtlinien der Deklaration von Helsinki (The oM Medical Association:
http://www.wma.net/e/policy/b3.htm) durchgefuhrileéASpender wurden vor dem Eingriff
durch einen Arzt Uber die Studie und Probenentnabomge damit verbundene mdgliche
Risiken aufgeklart, und erklarten schriftlich inntzerstandnis.

Typ 2 Diabetikern sowie normalgewichtigen und Ulenghtigen gesunden Probanden
wurde systemisch ventses Blut entnommen. FUr digersichung des Beitrages des
viszeralen Fettgewebes zu systemischen Adipozytodnge wurde portalvendses,
hepatisch vendses und systemisch vendses Blut aenken asserviert, welchen in Folge
einer Leberzirrhose ein transjugulérer intrahephis portosystemischer Shunt (TIPS)
implantiert wurde bzw. welche sich aufgrund andemeht leberbedingter Erkrankungen
einer Operation an der Leber unterziehen mussten.

Das venose Blut wurde den Probanden im nichterngta@d mit Hilfe von EDTA

Serumréhrchen abgenommen, abzentrifugiert und @agomnene Serum zur Messung
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allgemeiner klinisch-chemischer Parameter und Axjpakine verwendet. Die Lagerung
der Seren erfolgte portioniert bei -20°C.

2.2.8.2 Humane Fettgewebsproben

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in Kooperation mit Bndreas Schnitzbauer und Dr.
Aiman Obed (Klinik und Poliklinik fir Chirurgie, Uwersitatsklinikum Regensburg)
gepaarte Proben abdominalen subkutanen und visadifaker: omentalen) Fettgewebes von
neunzehn Patienten asserviert, die sich aus vedsmen Griunden einer Operation im
Bauchraum unterziehen mussten. Zwolf der Spendeerwlléanner, sieben Frauen. Das
Durchschnittsalter der Spender lag bei 57 Jahrem, dlirchschnittliche BMI betrug
26,0 + 3,1. Eine Ubersicht der Spenderdaten istTabelle 1 wiedergegeben. Das
Studienprotokoll wurde durch die drtliche Ethikkomsion bewilligt und wurde in
Ubereinstimmung mit den Richtlinien der Deklaratioon Helsinki (The World Medical
Association: http://www.wma.net/e/policy/b3.htm)rdgefihrt. Alle Spender wurden vor
dem Eingriff durch einen Arzt tUber die Studie, Rmoéntnahme sowie etwaige damit
verbundene Risiken aufgeklart und gaben eine st Einverstandnisserklarung.

Die Gewebsproben wurden unmittelbar nach der Enteakurz in sterilem eiskalten PBS
gespult, Bindegewebe und groRere BlutgefalRe emtfignd in kleinere Stlicke zerteilt. Fur
die spatere Isolation von RNA wurden Gewebsstiok@NAlater Reagenz aufgenommen
bzw. fur eine spatere Isolation von Protein in glgem Stickstoff schockgefroren. Diese
Proben wurden bei -80°C gelagert. Fur immunhiststdge Farbungen wurde ein flaches
Stuck Gewebe 24 h in 10% Formaldhyd fixiert undchfisR3end in Paraffin eingebettet.

Diese Proben wurden lichtgeschiitzt bei RT aufbetvahr
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Isolation |Geschlecht| Alter | BMI | WHR | Adipositas | T2D Diagnose
H630 weiblich 63 | 354 1,14 X Hypernephrom
H631 mannlich 52| 254 1,08 X Colon-Krazinom
H633 mannlich 24| 254 1,00 X Leberzirrhose
H638 mannlich 76| 24,8 0,93 Caroli-Syndrom
H639 weiblich 67 | 23,2 1,05 Colon-Karzinom
H647 mannlich 68| 24,9 1,02 X Hepatozellulares Kann
H649 maéannlich 61 26,( 0,96 X Colon-Karzinom
H658 mannlich 65| 24,2 1,07 Colon-Karzinom
H659 mannlich 76| 26,4 1,05 X Hepatozellulares Kann
H660 mannlich 71| 29,7 1,05 X Klatskin
H664 maéannlich 61 28,3 1,05 X Colon-Karzinom
H665 méannlich 68 21,9 1,11 Colangionéres Karzingm
H681 mannlich 60 23,1 1,07 Nierenzellkarzinom
n.v. weiblich 48 nv.| 1,13 n.v. Lebendleberspende
H769 weiblich 42 | 27,0 1,06 X Fokal-nodulare Hypasie
H770 weiblich 62 256 1,11 X Hepatozellulares Kaom
H774 weiblich 22 26,1 1,12 X Adenom
H781 weiblich 27 n.v.| 0,92 n.v. Fokal-nodulare Egglasie
H783 mannlich 61| 24,4 0,99 Hepatozelluléares Keamzi

Tabelle 1: Daten der Spender, von welchen im Reathdieser Arbeit gepaarte subkutane und

viszerale Fettproben asserviert wurden. Das AlegrRhtienten ist in Jahren und

der BMI in kg/m? angegeben. Adipositas wurde alslBkdl3er 25 kg/m? definiert.
Eine WHR-Wert gréRer 0,85 fur Frauen bzw. 1,00 Minner ist als vermehrte

Menge viszeralen Fettgewebes definiert [215].
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2.2.9 Statistische Auswertungen

Die statistischen Auswertungen wurden in Microgoftice Excel 2003 nach der Statistik
des Student’s t-test sowie in SPSS 15 mit Mann-MelyiU-Test, Chi-Quadrat-Test und
Pearson-Korrelation durchgefiihrt. Eine signifikaAtederung (p < 0,05) wurde mit einem

Stern (*) gekennzeichnet. Die Diagramme wurdenRi$S 15 erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Aldehydoxidase 1

Aldehydoxidase 1 (AOX1) ist ein homodimeres Enzyias aus zwei identischen etwa
145 kDa gro3en Untereinheiten aufgebaut ist. Dayiriegt im Zytosol vor und ist in der
Lage die Oxidation verschiedener Aldehyde und Netwetyklischer Xenobiotika zu
katalysieren [99]. Als Nebenprodukt werden bei &&aktionen reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) freigesetzt [103]. Obwohl das natirliche $wahsund die physiologische Rolle der
AOX1 bislang unbekannt sind, konnnte sie somit ifiikant zur endogenen ROS
Produktion und zur Entstehung einer Adipositas Agsten Insulinresistenz beitragen [21,
45, 100-104]. Vor einigen Jahren wurde in Genexgoesanalysen des subkutanen und des
viszeralen Fettgewebes nicht diabetischer, adipiiéemer zudem eine hdhere Expression
der AOX1 im viszeralen Fettgewebe beschrieben, dix@ression des Proteins im
Fettgewebe oder in Adipozyten wurde jedoch nochtraoalysiert [105].

Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher zunachst alepot- und zelltypspezifische
Expression der Aldehydoxidase 1 im Fettgewebe suabfit und anschlie3end ihre
Regulation und Funktion vor dem Hintergrund des @detischen Syndroms an Hand

verschiedener Tier- und Zellkulturmodelle naherakterisiert werden.

3.1.1 Expression der Adehydoxidase 1 im Fettgewebe

3.1.1.1  Expression der Aldehydoxidase 1 im humanen Fettgewe

Eine Analyse der mRNA Expression der AOX1 im hunmasabkutanen und viszeralen
Fettgewebe von funf Spendern (s. 2.2.8.2) mittedslHime RT-PCR bestétigte die in
Genexpressionsanalysen beschriebene hohere Expressiviszeralen Fettgewebe [105].
Die mRNA Expression der AOX1 betrug im viszeralegtt§ewebe 3,87 £ 2,77 und im
subkutanen Fettgewebe 1,23 + 1,05 (p = 0,031) (BB). Fur die Normalisierung wurde
die mRNA Expression der 18S rRNA verwendet, die 8,2 + 36,8 im subkutanen und
124,4 + 38,9 im viszeralen Fettgewebe keine diffeidle Expression in den beiden
Fettgewebsdepots aufwies (nicht gezeigt) [216].

Auf Proteinebene liel3 sich eine hohere ExpressemADX1 im viszeralen Fettgewebe
nicht bestéatigen. Insgesamt wurden die gepaartdskusanen und viszeralen Fett-

gewebsproben von zehn Spendern mittels Immunolviatysiert. Als Ladungskontrolle
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diente die Expression vonAktin. Eine gleichmafige Beladung wurde zudem Hduwlge
Coomassie-Farbung der Membran Uberprift. In AblbgdBB ist exemplarisch die
Expression des AOX1 Proteins in drei Spendern wglgeben. Die Expression war
individuell sehr unterschiedlich und zeigte keinéf€renz fir ein Fettgewebsdepot. Auch
eine Abh&ngigkeit von Geschlecht, Alter, Adipositader Diabeteserkrankung liel3 sich

nicht erkennen.
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Abbildung 3: MRNA- und Proteinexpression der AOXfh gepaarten Proben humanen

subkutanen und viszeralen Fettgewebes. (A) Bestmymder AOX1 mRNA
Expression mittels Real-Time RT-PCR im Fettgewebe fiinf Probanden. Die
Normalisierung erfolgte mit 18S rRNA. (* p = 0,03(B) Analyse der Protein-
expression von AOX1, Adiponektin, Adipophilin, AppElotillin 1, PI3K und
CD163 mittels Immunoblot im Fettgewebe von dreirgfgen. Die Expression von
—Aktin sowie die Farbung der Membran mit Coomasbistatigen eine
gleichmaRige Probenbeladung.

Neben der AOX1 wurde die Expression weiterer Pnatem subkutanen und viszeralen
humanen Fettgewebe untersucht. Hier zeigte siclke €epotspezifische differenzielle
Expression: Adiponektin, Adipophilin, ApolipoproteiE (ApoE) und Flotillin 1 wurden
vermehrt im subkutanten Fettgewebe und Phophatilitiol-3-Kinase (PI3K) und CD163
vermehrt im viszeralen Fettgewebe exprimiert. Dxprgssionsmuster stehen im Einklang
mit der aktuellen Literatur und bestétigen die Eggsion weiterer im Rahmen dieser Arbeit
analysierter Proteine.

Die hthere Expression von ApoE im subkutanen Fettbe deckt sich mit den signifikant

hoheren Mengen an Cholesterin, Triglyzeriden untiskeren, die in den subkutanten
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Fettgewebsproben detektiert wurden. So wurden suevalen Fettgewebe im Vergleich
zum subkutanen Fettgewebe nur 52,0% der Menge ate€iérin (1,84 + 0,86 gegen 3,53
+ 1,68 mg/mg Protein, p = 0,01), 78,4% der Mengelaglyzeriden (34,3 £ 21,6 gegen

43,8 + 28,8 mg/mg Protein, p = 0,03) sowie 58,3%Mienge an Fettsduren (0,025 + 0,013
gegen 0,042 + 0,015 mM, p = 0,01) gemessen (Abb. 4)
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Abbildung 4: Cholesterin, Triglyzeride und Fettsguin gepaarten Proben humanen subkutanen
und viszeralen Fettgewebes. Bestimmung der MengeChnlesterin (A),
Triglyzeriden (B) und Fettsduren (C) in den Fettgbslysaten von acht Spendern.
Die Werte fur Cholesterin und Triglyzeride sindatel zur Proteinkonzentration
der Proben wiedergegeben. (* p < 0,05)

Da sich das Fettgewebe aus verschiedenen Zellgpssmmensetzt, neben Praadipozyten
und Adipozyten u.a. auch aus Fibroblasten, Endottieh, glatten Muskelzellen und
Makrophagen, wurde eine immunhistologische Féarbdeg humanen Fettgewebe zur
Bestimmung einer adipozytaren Expression des AOXieihs durchgefuhrt (s. 2.2.4.10).
Wahrend im subkutanen Fettgewebe des in AbbilduAggBzeigten Spenders keine
Farbung der AOX1 nachgewiesen werden konnte, zsigkeim viszeralen Fettgewebe des
gleichen Spenders eine Farbung der AOX1 im Zytopéason Adipozyten (Abb. 5B) und
Mesothelzellen (Abb. 5C). Als Positivkontrolle werchumanes Lebergewebe mitgefarbt,

von welchem eine zytoplasmatische Expression dex Aekannt ist [217].
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Abbildung 5: Immunhistologische Farbung humanenkstdnen und viszeralen Fettgewebes

mit monoklonalen AOX1 Antikérper. (A) Farbung desbkutanen Fettgewebes.
(B) Farbung des viszeralen Fettgewebes mit zytomdéischer Lokalisation der
AOX1. (C) Farbung des viszeralen Fettgewebes mithWais der AOX1 in
Mesothelzellen. (D) Farbung humaner Leber als Résittrolle.
(400fache VergroRRerung)

3.1.1.2 Expression der Aldehydoxidase 1 im subkutanen und iszeralen

Fettgewebe der Maus

Eine Untersuchung der AOX1 Proteinexpression inkstdamen und viszeralen Fettgewebe
der C57BL/6 Maus (s. 2.2.7.1) zeigte keine konsiste Ergebnisse. Dies kdonnte mit der
zusatzlichen Expression dreier Homologe der AOXIdéhyde Oxidase Homologue 1-3

AOH1-3) neben dem murinen AOX1 Orthologen in Nageth zusammenhangen [102].
Die Aminosauresequenz dieser Proteine ist zu c#& Bentisch. Zudem ist die gewebs-
und zelltypspezifische Expression der verschiedeAltehydoxidasen hinsichtlich des

Fettgewebes nicht hinreichend bekannt. Dies vednted einen eindeutigen

immunchemischen Nachweis mit dem monoklonalen A@Xikorper.



3 Ergebnisse 76

3.1.1.3 Expression der Aldehydoxidase 1 im viszeralen Fettgvebe der
Hochfettratte

Fur die Untersuchung des Einflusses einer nahrwuysgten Adipositas auf die
Expression der AOX1 wurde das Modell der Hochfé#rarzerwendet (s. 2.2.7.2). In
mannlichen Wistar Ratten wurde durch zwolfwochigetérung einer Diat mit 42%igem
Fettanteil basierend auf Schweineschmalz (HF), lsokesfett (KF) oder Olivenél (OF)
eine Adipositas induziert. Die Kontrolltiere erhiext unter gleichen Versuchsbedingungen
eine Standarddiat (ST) mit einem Fettanteil von I2%ierend auf Schweineschmalz. Das
Korpergewicht aller Tiere auf Hochfettdiat war gftkant erhoht, und Tiere auf
Schweineschmalz- und Olivendldiat (HF und OF) wmesgne signifikant verminderte
Insulinsensitivitat auf [210].

Eine Analyse der mRNA Expression der AOX1 im visden Fettgewebe dieser Tiere
zeigte eine signifkant reduzierte Expression in ohsalinresistenten HF- und OF- Ratten.
Die Expression war in den HF- Ratten 0,18 + 0,04=(p,001) und in den OF- Ratten
0,37 £ 0,08 (p = 0,006), wahrend die Expressiotein ST- Ratten bei 0,60 + 0,08 lag. Die
Expression der AOX1 in den HF- Ratten und den O&itdR betrug somit nur 29,8% bzw.
62,0% der Expression in den mit Standarddiat gefigh Kontrolltieren (Abb. 6A). Die
MRNA Expression des Transkriptionsfaktors PPAdigte eine dhnliche Regulation mit
0,87 £ 0,23 in den HF- Ratten (p = 0,018) und 6508 in den OF- Ratten (p = 0,002)
entsprechend 68,6% bzw. 50,9% der Expression in $f&n Ratten mit 1,27 + 0,31
(Abb. 6C). PPAR wird sehr stark im Fettgewebe exprimiert und kolfiert dort die
Adipogenese und die Insulinsensitivitat [49]. Watd elie Rolle von PPARIm Fettgewebe
intensiv untersucht wurde, liegen zur Funktion deéanskriptionsfaktors PPAR im
Fettgewebe kaum Daten vor. In Hepatozyten und debet wurde jedoch eine
Reprimierung der Expression bzw. der Aktivitdt #€dX1 durch den PPAR Agonisten
Fenofibrat beschrieben [218, 219]. Durch die Hotttigit wurde die Expression von
PPAR im viszeralen Fettgewebe im Gegensatz zur Expmeseon PPAR aber nicht
reguliert (Abb. 6B). Die Werte wurden gegen die thliverte der drei Referenzgene
-Aktin, Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenasé&RGH) und 18S rRNA in den
entsprechenden Proben normalisiert, da nur der i€uotieser Gene, nicht aber die

einzelnen Gene, unter den Versuchsbedingungen Reigelation zeigten (Abb. 6D).
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Abbildung 6: AOX1 (A), PPAR (B) und PPAR (C) mRNA Expression im viszeralen Fett von
Wistar Ratten auf Standarddiat (ST) oder auf Hatdift basierend auf
Schweineschmalz (HF), Kokosnussfett (KF) bzw. Qiide (OF). Die Werte
wurden gegen die Mittelwerte der drei Referenzgengktin, GAPDH und
18S rRNA normalisiert (D). (n = 5) (* p < 0,05)

Ein immunchemischer Nachweis der AOX1 im viszerdiattgewebe der Hochfettratten
war ebenso wie im subkutanen und viszeralen Fedlgewder C57BL/6 Maus nicht
maoglich (s. 3.1.1.2).
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3.1.1.4  Expression der Aldehydoxidase 1 im Fettgewebe denzkerratte

Eine mogliche veranderte Expression der AOX1 im PRypiabetes mellitus wurde mit
Hilfe der Zuckerratte untersucht (s. 2.2.7.3). Mame homozygote Zuckerratterfaffa)
(ZDF) besitzen eine Mutation des Leptinrezeptoes, dur spontanen Ausbildung einer
insulinunabhangigen Form des Diabetes mellitus Ingulinresistenz und Hyperglykamie
fuhrt, wahrend die heterozygoten Kontrolltierda/{) (ZDL) unter identischen

Versuchsbedingungen insulinsensitiv und normoglykémbleiben [211].

A B
5,00 * 2,00 * *
. | |
\
< 4,00 < 1,60
Z 2
% g
= 3,00 - = 1,20 -
& 2,00 1 = 0,80
> o
O <
< 1,00 1 & 0,40 I
== 1
0 . 0
S D D S S D D S
% %o G % A %
C
2,00 - *
%k

< 1,60 A
% 4
g 1,20 4
£
<
< 0,80
< 1
20,40

0

= T < o
Y 0 Y, Y,
S B Y% o
Abbildung 7: AOX1 (A), PPAR (B) und PPAR (C) mRNA Expression im subkutanen (sc)

und viszeralen (vis) Fett von schlanken Kontralére (ZDL) und diabetischen
Zuckerratten (ZDF). Die Normalisierung erfolgte mifktin. (n = 4) (* p < 0,05)
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Die mRNA Expression der AOX1 im subkutanen und efalen Fettgewebe war, im
Gegensatz zum humanen Fettgewebe (s. 3.1.1.1) sowaten insulinsensitiven ZDL
Ratten als auch den insulinresistenten ZDF Ratteichy Jedoch war die Expression im
viszeralen Fettgewebe der ZDF Ratten signifikaetnger (0,98 + 0,39) verglichen mit der
im subkutanen (2,12 = 0,35, p = 0,008) oder videarés,08 £ 1,46, p = 0,039) Fettgewebe
der ZDL Ratten (Abb. 7A). Eine &hnliche Abnahme d#RNA Expression im viszeralen
Fettgewebe der ZDF Ratten zeigt der Transkriptekisi PPAR, dessen Expression mit
(0,56 + 0,27) im viszeralen Fettgewebe der ZDF dRattignifikant niedriger ist als im
subkutanen (1,30 £ 0,57, p = 0,033) oder viszerdletl £ 0,47, p = 0,014) Fettgewebe der
ZDL Ratten (Abb. 7C). Die Expression des Transkvipgfaktors PPAR war im viszeralen
Fettgewebe der insulinsensitiven ZDL Ratten sigaiit hoher als im subkutanen
Fettgewebe (1,34 = 0,66 zu 0,21 + 0,04, p = 0,000%en insulinresistenten ZDF Ratten
war diese stark unterschiedliche Expression invggachiedenen Fettgewebsdepots jedoch
nicht zu erkennen (Abb. 7B).

Wie bei den C57BL/6 M&usen und den Hochfettrattan @n immunchemischer Nachweis
des AOX1 Proteins im subkutanen und viszeralergBettbe der ZDL und der ZDF Ratten
nicht moglich (s. 3.1.1.2 und 3.1.1.3).

3.1.2 Expression der Aldehydoxidase 1 in Adipozyten

Nachdem eine Expression der AOX1l in Adipozyten dasmanen Fettgewebes
immunhistochemisch nachgewiesen werden konnte, emuFlinktion und Regulation der
AOX1 in primaren humanen Adipozyten sowie in derimen Adipozytenzelllinie 3T3-L1

genauer charakterisiert.

3.1.2.1 Expression der Aldehydoxidase 1 in primaren humanedipozyten

Eine Expression des AOX1 Proteins konnte in primahimanen Adipozyten des
subkutanen Fettgewebes dreier Spenderinnen mittelaunoblot detektiert werden
(Abb. 8). Die Expression war deutlich, wenn auclast schwacher als in der humanen

Leberzelllinie HepG2, welche als Positivkontrolld dem gleichen Blot analysiert wurde.
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Abbildung 8: Nachweis der AOX1 Proteinexpressionttets Immunoblot in gereinigten
subkutanen humanen Adipozyten dreier Spenderinmeniru der Leberzelllinie
HepG2. —Aktin diente als Ladungskontrolle.

In einer Immunoblotanalyse der Proteinexpressiom WRraadipozyten, die aus dem
subkutanen Fettgewebe dreier Spenderinnen isalieserden, liel3 sich AOX1 nicht
detektieren, wahrend das Protein in den entsprégmeraus diesen Zellen in vitro

differenzierten Adipozyten stark exprimiert war.
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Abbildung 9: Western Blot Analyse der Proteinexpi@s von AOX1, PPAR, FAS, FABP4,
SCD1, ApoE, Flotillin 1 und —Aktin in subkutanen Praadipozyten (prd) und in
vitro diffferenzierten reifen Adipozyten (reif) de# Spenderinnen mit
unterschiedlichem BMI. Die Expression von GAPDH sowlie Farbung der
Membran mit Coomassie bestatigen eine gleichmaRigbenbeladung.
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Die Expression der AOX1 wird demnach wahrend denpégenese stark induziert
(Abb. 9). Da die Expression vorrAktin eine &hnliche Regulation aufzeigte, wurdeeei
gleichmafige Probenbeladung an Hand der Express@snGAPDH sowie mit einer
Coomassie-Farbung der Membran nachgewiesen.

Fatty Acid Binding Protein (FABP4), Stearoyl-CoA $2¢urase 1 (SCD1), ApoE, PI3K und
Flotillin 1 waren ebenfalls in den reifen Adipozytevesentlich starker exprimiert als in den
Praadipozyten, wéahrend Fatty Acid Synthase (FAS)inuden reifen Adipozyten einer
Spenderin nachgewiesen werden konnte. PPAIRgegen war in den Adipozyten zweier

Spenderinnen schwacher exprimiert als in den eztipnden Praadipozyten.

3.1.2.2  Expression der Aldehydoxidase 1 in 3T3-L1 Adipozyte

Fur weitere in vitro Analysen wurde die murine Biblastenzelllinie 3T3-L1 verwendet,
eine der am haufigsten eingesetzten und am begtarakterisierten praadipozytaren
Zelllinien fur die Untersuchung der Differenzierunigpd der Funktion von Adipozyten

[192]. Durch Zugabe eines definierten Differenziggsmediums lassen sich die 3T3-L1
Fibroblasten (Praadipozyten) im Verlauf von neungdra zu reifen Adipozyten

differenzieren (s. 2.2.1.4). Die Verwendung einelipdzytenzelllinie bietet zum einen den
Vorteil einer unbegrenzten Verflugbarkeit von Zellend zum anderen die Mdglichkeit
unter standardisierten Bedingungen den Einflussschéedener Faktoren auf die

Adipogenese bzw. auf die Adipozytenfunktion zu usuehen.

3.1.2.2.1 Expression der Aldehydoxidase 1 wahrend der Diffemzierung von 3T3-L1
Adipozyten
Die Expression der AOX1 war in reifen primaren huera Adipozyten gegentber
Praadipozyten stark induziert (Abb. 9). In 3T3-L&ll&n konnte ebenfalls eine starke
Zunahme der AOX1 Expression wahrend der Adipogertetektiert werden. Hierfur
wurden 3T3-L1 Zellen zu unterschiedlichen Zeitpemnkter Differenzierung abgenommen
und die mRNA- und Proteinexpression in diesen Rrabalysiert. Die mMRNA Expression
der AOX1 nahm am Tag 2 (2d) nach Induktion der Adigendifferenzierung stark zu und
war dann nahezu viermal héher als in den PraadipoApra), um sich zwischen Tag 2 (2d)
und Tag 6 (6d) nochmals fast zu verdoppeln (Ab&)1@uf Proteinebene war AOX1 in
den Praadipozyten zunadchst schwach exprimiert, ndanm jedoch 24 h (1d) nach
Induktion der Differenzierung stark zu (Abb. 11).
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Die Expression von PPAR nahm in den 3T3-L1 Zellen wahrend der
Adipozytendifferenzierung sowohl auf mMRNA- als awlf Proteinebene ab Tag 3 (3d) der
Differenzierung stark zu (Abb. 10B und Abb. 11)eBes Ergebnis stimmt mit der Literatur
Uberein [220, 221].
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Abbildung 10: Bestimmung der mRNA Expression vonXdQ(A), PPAR (B) und PPAR (C)
in 3T3-L1 Praadipozyten (prd), in 3T3-L1 Zellenld), 2 (2d), 3 (3d) bzw. 6 (6d)
Tage nach Induktion der Adipozytendifferenzierungduin reifen 3T3-L1
Adipozyten (9d). Die Normalisierung erfolgte geg8APDH. Bestimmung von
Adiponektin im Uberstand von 3T3-L1 Zellen wahremtér Adipozyten-
differenzierung (D).
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Die Expression von PPAR auf mRNA Ebene stieg wéhrend der Differenzierung
kontinuierlich an und war am Tag 6 fast sechsundziganal so hoch wie in den

Praadipozyten, um dann in den reifen Adipozytendeteum die Héalfte abzunehmen

(Abb. 10C). Auf Proteinebene war PPARIn den Tagen 1 und 2 nach Induktion der
Adipozytendifferenzierung stark induziert (Abb. 11)Das insulinsensitivierende

Adipozytokin Adiponektin wird duch PPARNduziert und konnte als spezifisches Protein
reifer Adipozyten ab Tag 6 der Differenzierung inbdustand der 3T3-L1 nachgewiesen
werden. Am starksten wurde es von reifen AdipozgenTag 9 (9d) sezerniert (Abb. 10D)

[222].
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Abbildung 11: Analyse der Proteinexpression von AQRPAR, PPAR , Adipophilin, FAS
und SCD1 mittels Immunoblot in 3T3-L1 Zellen wéahdeder Adipozyten-
differenzierung. Die Detektion von-Aktin und GAPDH in den Proben zeigte
eine gleichmafige Beladung.

Des Weiteren wurde die Proteinexpression von Adigop SCD1 und FAS mittels
Immunoblot in den 3T3-L1 Zellen wahrend der Diffezeerung Uberprift [223]. Wéahrend
sich keine Regulation der Proteinexpression vonpéglilin wahrend der Adipogenese
zeigte, nahm die Expression des durch PPA&yulierten Proteins FAS kontinuierlich zu
und war am starksten in reifen Adipozyten exprimig24]. SCD1 Protein hingegen konnte
ausschlieflich in reifen Adipozyten detektiert warqAbb. 11) [225].
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3.1.2.2.2 Regulation der Expression der Aldehydoxidase 1 inT3-L1 Adipozyten

Adipositas ist mit einer leichten chronischen Enthing assoziiert, welche durch die
erhohten systemischen Spiegel von Fettsauren, mniltorischen Zytokinen und
Endotoxin bedingt ist. Des Weiteren ist in der Axfipas die Adipogenese im Fettgewebe
gestort: es werden weniger Lipide im Fettgewebgedagert und andere Adipozytokine
sezerniert. All diese Faktoren beglnstigen die tEhtsyg einer Insulinresistenz
[45, 51, 226].

Vor diesem Hintergrund wurde daher der Einfluss ¥@pirin, Lipopolysaccharid (LPS),
Glukose, Insulin und Fettsauren sowie von MetforrRimglitazon und Fenofibrat, welche
zur medikamentdsen Behandlung der Insulinresistergesetzt werden, auf die Expression
der AOX1 in 3T3-L1 Adipozyten untersucht.

3.1.2.2.2.1Einfluss von Acetlysalicylsdure und LPS auf die Exmssion der
Aldehydoxidase 1 in 3T3-L1 Adipozyten

Aspirin (Acetylsalicylsaure) wirkt antiinflammategh und verbessert die Wirkung von
Insulin, indem es u.a. den proinflammatorischerelgdn von Fettsauren und Zytokinen
entgegenwirkt [227, 228]. LPS hingegen wirkt stapkoinflammatorisch. Fur das

Metabolische Syndrom wurden stark erhdhte systdraisSEndotoxinwerte im Plasma
nachgewiesen [226].

Stimulation von reifen 3T3-L1 Adipozyten fur 24 htrKonzentrationen von 1 bis 100uM
Acetlysalicylsdure hatte jedoch keinen Einfluss digf Expression der Aldehydoxidase 1
(nicht gezeigt). Ebenso zeigte eine Inkubation rafen 3T3-L1 Adipozyten fur 24 h mit

10 ng/ml LPS bzw. die Differenzierung der 3T3-L1lI&e in Anwesenheit von 10 ng/ml

LPS keine Auswirkung auf die Menge des AOX1 Pra@mdiesen Zellen (nicht gezeigt).

3.1.2.2.2.2Einfluss von Glukose und Insulin auf die Expressiorder Aldehydoxidase 1
in 3T3-L1 Adipozyten

Eine Insulinresistenz in Folge von starkem Ubergbwi geht mit erhohten
Blutglukosespiegeln einher. Um diese Situation amubleren, wurden reife 3T3-L1
Adipozyten nach Abschluss der Differenzierung fieidrage unter normoglykamischen
(NG, 5 mM Glukose im Zellkulturmedium) bzw. hyperghmischen (HG, 25 mM
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Glukose) Bedingungen (s. 2.2.1.4.3) kultiviert ams$chliel3end fur 24 h mit 0,2 bzw. 2 uM

Insulin stimuliert.

NG HG
0 2 2 0 02 2 uM Insulin
| Aoxi

GAPDH

Abbildung 12:  Western Blot Analyse der AOX1 Expiiessin reifen 3T3-L1 Adipozyten nach
dreitdgiger Kultivierung unter normo- bzw. hypefgiynischen Bedingungen
(NG bzw. HG) und Stimulation mit 0,2 und 2 uM Insulfir 24 h. Als
Ladungkontrolle diente GAPDH.

Wie in Abbilung 12 zu sehen ist, wird die basaleptession von AOX1 durch die
Versuchsbedingungen nicht beeinflusst. Jedoch diedExpression der AOX1, die unter
physiologischen Mengen von Glukose bereits bei @atron mit 0,2 uM Insulin zunimmt,
unter den hyperglykamischen Versuchsbedingungendatoh die héhere Konzentration
Insulin induziert. Somit wird die Aldehydoxidaseb#&i erh6hten Mengen an Glukose und
einer verminderter Wirkung von Insulin, Bedingungee sie im Typ 2 Diabetes vorliegen,

weniger stark exprimiert.

3.1.2.2.2.3Einfluss von Fettsauren auf die Expression der Aldgydoxidase 1 in
3T3-L1 Adipozyten

Eine erhohte Korperfettmasse geht mit einer ermienge an zirkulierenden freien
Fettsauren einher, die die Insulinsignaltransduktimeeintrachtigen und so zu einer
Insulinresistenz beitragen [229]. Um einen mdglicknfluss von freien Fettsauren auf die
Expression der AOX1 in 3T3-L1 Adipozyten zu untefsen, wurden 3T3-L1 Zellen in

Anwesenheit von 200 bzw. 400 pM Palmitinsaure, @iséder Linolsaure differenziert

(s.2.2.1.4.3).

Eine Analyse der AOX1 Proteinexpression in denereiAdipozyten am Tag 9 mittels
Immunoblot zeigte eine leichte Reduktion mit 400 pEImitinsaure (PA), einer gesattigten
Fettsaure, wahrend mit 200 uM Palmitinsaure, sowiteder einfach ungesattigten Olsdure
(OA) und der mehrfach ungesattigten Omega-6-Fettsdnolsaure (LA) kein Einfluss auf

die Aldehydoxidase 1 zu erkennen war (Abb. 13).
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Abbildung 13:  Analyse der Proteinexpression von AQXittels Immunoblot in 3T3-L1 Zellen,
welche wahrend der Adipozytendifferenzierung mitnRensaure (PA), Olsaure
(OA) bzw. Linolséure (LA) (200 und 400 pM) beharndelrden. Die Detektion
von GAPDH in den Proben zeigte eine gleichméaRigadimg des Blots.

3.1.2.2.2.4Einfluss von Metformin, Fenofibrat und Pioglitazon auf die Expression der
Aldehydoxidase 1 in 3T3-L1 Adipozyten

Da die Expression von AOX1 wahrend der Adipogenstsek induziert ist und eine
gestorte Adipogenese an der Pathogenese einer f@dipoassoziierten Insulinresistenz
beteiligt ist, stellte sich die Frage, ob die Exsien von AOX1 durch Medikamente
beeinflusst wird, die zur Behandlung der Insulirs&nz eingesetzt werden.

Eine Stimulation von reifen 3T3-L1 Adipozyten fi# & mit 100 und 200 uM Metformin
bzw. Differenzierung von 3T3-L1 Zellen in Anweseith@n 100 und 200 pM Metformin
zeigten keine Regulation der AOX1 auf Proteinel@neht gezeigt).
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Abbildung 14: Nachweis der Proteinexpression von XAOund FAS in reifen 3T3-L1
Adipozyten mittels Immunoblot. GAPDH diente als uadskontrolle.
(A) 3T3-L1 Adipozyten stimuliert fur 24 h mit 7,5z. 12,5 pM Pioglitazon
(PG). (B) 3T3-L1 Adipozyten stimuliert fir 24 h n875 uM Pioglitazon (PG)
mit oder ohne einstindiger Vorinkubation mit 4 nW@662 (GW).

Eine Inkubation von reifen 3T3-L1 Zellen fur 24 htrd,5 und 12,5 pM des PPAR
Agonisten Pioglitazon hingegen fuhrte zu einerkelarReduktion des AOX1 Proteins in
diesen Zellen (Abb. 14A). Da eine einstindige Vkuipation mit 4 nM GW9662, einem
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synthetischen PPARANtagonisten, die Repression der AOX1 Expressintid 3,75 uM
Pioglitazon jedoch nicht verhindern konnte, handslsich wohl um einen von der PPAR
Aktivitat unabhangigen Effekt des Pioglitazons (ALBB).
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Abbildung 15: Bestimmung von Adiponektin in den I[Kelturiberstdanden von 3T3-L1
Adipozyten, welche fur 24 h mit 3,75 uM PioglitazgRG) mit oder ohne
einstindiger Vorinkubation mit 4 nM GW9662 (GW)nstiliert wurden.

Als Positivkontrolle wurde FAS im Zelllysat sowiedionektin im Zellkulturiberstand
bestimmt. Die bereits bekannte Induktion der FASrEssion durch Pioglitazon wurde
durch den Antagonisten gehemmt [230]. Ebenso eehdl@ Stimulation mit Pioglitazon
wie erwartet signifkant die Menge an Adiponektin iBellkulturiberstand, wéhrend
GW9662 in der Lage war, diesen PPABpezifischen Effekt zu unterdricken (Abb. 15)
[49, 231]. Die Verwendung von 8 nM GW9662 fuhrtevangleichbaren Ergebnissen (nicht
gezeigt).

Eine Stimulation von reifen 3T3-L1 Adipozyten mierd PPAR Agonisten Fenofibrat
(10 und 50 pM) fur 24 h fuhrte bei einer Konzentmatvon 50 uM Fenofibrat (FF)
ebenfalls zu einer Reduktion des AOX1 Proteins an Zellen (Abb. 16A). Eine
einstindige Vorinkubation mit 5 uM RU486 (RU), em®PAR Antagonisten, vermochte
den reprimierenden Effekt von Fenofibrat zum Teillemmen (Abb. 16B). Dies spricht
dafur, dass PPARzumindest an der von Fenofibrat vermittelten Réidukder AOX1
beteiligt ist.
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Abbildung 16:  Analyse der Proteinexpression von AQKAS, SCD1 und Adipophilin mittels
Immunoblot in reifen 3T3-L1 Adipozyten, die 24 htrdD und 50 uM Fenofibrat
(FF) behandelt wurden (A), bzw. 24 h mit 50 uM Hémat (FF) (B) oder
20 pM WY 14643 (WY) (C) ohne oder mit einstundiy@rbehandlung mit 5uM
RU 486 (RU). GAPDH diente als Ladungskontrolle.

Bei Einsatz des spezifischen PPARgonisten WY 14643 (WY) wurde die Reduktion der
AOX1 durch Vorstimulation mit RU486 vollstandig vemdert (Abb. 16C). FAS, ein
PPAR reguliertes Protein, sowie SCD1 und Adipophilimez an der Lipideinlagerung
beteiligte Proteine, zeigten eine &ahnliche Regufatwie AOX1 bei Stimulation mit
Fenofibrat bzw. WY 14643 und RU486 (Abb. 16B und16nd nicht gezeigt) [224, 232,
233].
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Abbildung 17:  Bestimmung von Adiponektin (A) undgte (B) in den Zellkulturiberstanden
von 3T3-L1 Adipozyten, die flr 24 h mit 50 uM Feitwht in Kombination mit
5 uM RU 486 (RU) stimuliert wurden.



3 Ergebnisse 89

Zusatzlich wurden in den Zellkulturiberstdnden det 50 uM Fenofibrat und 5 pM
RUA486 stimulierten Zellen Adiponektin und Leptinsbenmt, von welchen eine Reduktion
durch Fenofibrat bzw. Bezafibrat beschrieben wijivde 234, 235]. In den Uberstanden der
unstimulierten Kontrollzellen betrug Adiponektin,25 3,8 ng/ml bzw. 26,4 £ 3,3 ng/ml in
den Uberstanden der allein mit RU486 stimuliertef8-81 Zellen. Stimulation mit
Fenofibrat filhrte zu einer signifikanten Reduktides Adiponektins im Uberstand auf
10,6 £ 3,0 ng/ml (p = 0,003 im Vergleich zur Kotied Eine &hnliche Reduktion zeigte
sich mit 9,8 £ 1,9 ng/ml bei Stimulation mit Ferwét und RU486 gegeniber den mit
RUA486 stimulierten Zellen (p = 0,01) (Abb. 17).

3.1.2.2.3 Effekte des Knock-downs der Aldehydoxidase 1 in 3FB1 Zellen

Da die Expression der Aldehydoxidase 1 wahrendAdiBpogenese stark induziert wurde
(s. 3.1.2.1 und 3.1.2.2.1), stellte sich die Fragelche Auswirkungen eine verminderte

Expression dieses Proteins wahrend der Adipozytieneinzierung haben wirde.
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Abbildung 18: Analyse der Proteinexpression von AQRPAR, FAS, FABP4, Annexin AB,
SOD2 und Chemerin in reifen 3T3-L1 Adipozyten, dier Induktion der
Differenzierung mit 100 nM AOX1 siRNA bzw. 100 nM oktroll siRNA
transfiziert wurden. Als Ladungskontrolle diente F2H.
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Daher wurde die Expression der AOX1 mittels Knockvds vor Einleitung der
Differenzierung reprimiert. Hierfur wurden 3T3-Llellen am Tag O vor Zugabe des
Differenzierungsmediums mit 100 nM AOX1 siRNA bzWontoll siRNA transfiziert
(s. 2.1.13 und 2.2.1.4.4) und dann gemall dem Stmddokoll zu Adipozyten
differenziert. Nach Abschluss der Differenzierumg &iag 9 war in den mit AOX1 siRNA
behandelten Zellen deutlich weniger AOX1 Proteinhemden (Abb. 18). Ebenso war die
Expression von FAS, FABP4 und Annexin A6 deutlidduziert, wahrend sich kein
Unterschied in der Proteinexpression von PPABuperoxid-Dismutase 2 (SOD2) und
Chemerin erkennen liel3.

Bei Farbung der Zellen mit Oil Red O (s. 2.2.4.8)gee sich, dass die Einlagerung von
Lipiden in den AOX1 siRNA behandelten Zellen dealtlreduziert war (Abb. 19).

Die Bestimmung der Triglyzeride in den Zelllysateon 3T3-L1 Adipozyten am Tag 9 der
Differenzierung, die am Tag 0 (d0), am Tag 3 (d8ybam Tag 6 (d6) der Differenzierung
mit AOX1 siRNA bzw. Kontroll siRNA transfiziert wden, zeigte, dass ein Knock-down
der AOX1 am Tag 0 oder Tag 3 der Differenzierungtsma 30% niedrigeren Triglyzeriden
fuhrte, wahrend ein Knock-down am Tag 6 der Diffeiierung keine Auswirkung auf die

zellulare Triglyzeridmenge hatte (Abb. 20A).
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Abbildung 19: Oil Red O Farbung der Lipidtropfenr@ifen 3T3-L1 Adipozyten, die mit AOX1
SiRNA (oben) oder Kontroll siRNA (unten) transfidievurden. Lipide in der
Zelle sind durch die Farbung rot dargestellt (166& Vergrof3erung). Ein
vergroRerter Ausschnitt der beiden mittleren Bild¢mrechts zu sehen (400fache
Vergrof3erung).
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Abbildung 20:  Bestimmung der Triglyzeride (A) inrd&elllysaten bzw. von Adiponektin (B)
und LDH (C) in den Zellkulturiiberstanden am Tage& differenzierung von
reifen 3T3-L1 Adipozyten, die am Tag 0 (d0), am Ba@3) bzw. am Tag 6 (d6)
der Differenzierung mit AOX1 siRNA bzw. KontrolIRNA transfiziert wurden.

In den Zellkulturiberstanden derselben Zellen wardrich Adiponektin und LDH
gemessen. Adiponektin war in den Uberstanden der Tag O bzw. Tag 3 der
Differenzierung mit AOX1 siRNA transfizierten Zeflamit 51,4 + 6,1% (p = 0,003) bzw.
78,5 + 4,7% (p = 0,008) relativ zu den am gleicfiag mit Kontroll siRNA transfizierten
Zellen (100%) signifikant reduziert. Zellen, die arag 6 der Adipozytendifferenzierung
mit AOX1 siRNA behandelt wurden, sezernierten atdiMengen an Adiponektin wie die
entsprechenden Kontroll siRNA transfizierten Zel{@i,7 = 10,0% zu 100%) (Abb. 20B).
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Die Menge der Lactatdehydrogenase (LDH) in den blieden dieser Zellen war nicht
erhoht. Dies schloss eine sekundar verminderte okaiktinsekretion in Folge erhdhten
Zelltods in den AOX1 siRNA behandelten Zellen afislf. 20C).
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3.2 Superoxid-Dismutase 2

Superoxid-Dismutase 2 (SOD2) ist ein mitochondsaleomotetrameres Enzym von
80 kDa, das die Disproportionierung von Superoxidefien katalysiert und so dem Schutz
vor Sauerstoffradikalen dient [106]. Die Menge aaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in der
Zelle spielt eine wichtige Rolle bei der Signalsdoktion und unterliegt einer strikten
Kontrolle. Ein UbermaR an ROS vermindert so z.B.e dinsulinstimulierte
Glukoseaufnahme und férdert die Differenzierung vdhuskelstammzellen und
Knochenmarkstromazellen zu Adipozyten [110-112F Ahtioxidatives Enzym kdnnte die
SOD2 daher eine wichtige Rolle bei der Adipogengsgder Insulinsensitivitat spielen und
von Bedeutung fir das Metabolische Syndrom sein.

Daher sollte in dieser Arbeit zunachst die Expassier SOD2 im humanen subkutanen
und viszeralen Fettgewebe sowie im Fettgewebe adipdnd diabetischer Tiere analysiert

und anschlieRend die Funktion und Regulation ddd&@ Adipozyten untersucht werden.

3.2.1 Expression der Superoxid-Dismutase 2 im Fettgewebe

3.2.1.1  Expression der Superoxid-Dismutase 2 im humanen Regewebe

Eine Analyse der Expression der Superoxid-Dismugage gepaarten Proben subkutanen
und viszeralen Fettgewebes von zehn Spendern msiggedeutlich starkere Expression im
Unterhautfettgewebe. In Abbildung 21 ist beispiélidas Ergebnis der Immunoblotanalyse
von drei Spendern wiedergegeben. Ein Zusammenhain@eschlecht, Alter, Adipositas

oder Diabeteserkrankung der Spender war nichtkeneen.

sc  Vis sc VIS sc Vvis

_— | | | SOD2

e
B 55 ]  5-Aktin

- - | Coomassie

Abbildung 21: Analyse der Proteinexpression der 3O gepaarten Proben humanen
subkutanen und viszeralen Fettgewebes dreier Spenittels Immunoblot. Die
Expression von —Aktin sowie die Farbung der Membran mit Coomassie
bestétigen eine gleichmaRige Probenbeladung.
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Die hohere Expression der SOD2 im subkutanen Retige konnte mit der beschriebenen
hoheren Aufnahme und Speicherung von Fettsauremesdgr hoheren Lipolyserate im

subkutanen Fettgewebe zusammenhangen (s. 3.151.1) |

3.2.1.2  Expression der Superoxid-Dismutase 2 im subkutanemund viszeralen
Fettgewebe der Maus

Eine Untersuchung der Proteinexpression der SODgpaarten Proben subkutanen und
viszeralen Fettgewebes von mannlichen C57BL/6 Maus@te ein ahnliches Ergebnis.

SC VIS SC VIS sCc VIS sc Vis

B .. w—— — SOD2
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Abbildung 22: Western Blot Analyse der SOD2 Praggpression in den gepaarten Proben
subkutanen und viszeralen Fettgewebes von vier C&7BViausen. Die
Coomassie-Farbung der PVDF-Membran bestatigt declygindRige Proben-
beladung.

Im subkutanen Fettgewebe von vier Tieren war dipréssion eindeutig starker als im
viszeralen Fettgewebe (Abb. 22). Allerdings war deterschied in den Fettdepots im

Vergleich zum humanen Fettgewebe weniger starkeguéagt.

3.2.1.3  Expression der Superoxid-Dismutase 2 im viszeralerFettgewebe der
Hochfettratte

Zudem wurde die Expression der SOD2 im viszeraletigewebe von Wistar Ratten
untersucht, welche durch Fitterung einer Hochféttéine Adipositas entwickelten. Im
Vergleich zu den schlanken, mit einer Standardgititterten Kontrolltieren (ST) war in
den adipdsen, mit einer Hochfettdiat geflitterteerdm die Expression der SOD2 im
viszeralen Fettgewebe deutlich erhoht.

Diese Induktion war, unabhangig von der verwendefattart, sowohl in den mit
Schweineschmalz (HF) (Abb. 23) als auch in den Kokosnussfett (KF) oder Olivendl

(OF) (nicht gezeigt) gefutterten Tieren zu sehen.
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Abbildung 23: Nachweis der Proteinexpression derD3Qm viszeralen Fettgewebe von
schlanken mit Standarddiat gefutterten (ST) wund p@én mit auf
Schweineschmalz basierenden Hochfettdiat gefitt€HE) Wistar Ratten mittels
Immunoblot. Die gleichmaRige Beladung wurde durdoi@assie-Farbung der
Membran sichergestellt.

3.2.1.4  Expression der Superoxid-Dismutase 2 im Fettgewelsker Zuckerratte

In gepaarten Proben subkutanen und viszeralenevegtes insulinsensitiver Zuckerratten
(ZDL) und diabetischer Zuckerratten (ZDF) war immbemisch eine starkere Expression
der SOD2 im viszeralen Fettgewebe der Tiere zunerdwe (Abb. 24A).
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Abbildung 24: Immunoblotanalyse des SOD2 Protemgédpaarten Proben subkutanen (sc) und
viszeralen (vis) Fettgewebes (A) bzw. im subkutaRetigewebe und viszeralen
Fettgewebe (B) nicht diabetischer Kontolltiere (3Dlund diabetischer
Zuckerratten (ZDF). Als Ladungskontrolle diente ©philin A.

Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zur héhereneEsipn des SOD2 Proteins im
subkutanen Fettgewebe der C57BL/6 Mause und deahemProbanden. Eine Erklarung
hierfir konnte der unterschiedliche Ursprungsont diszeralen Fettgewebsprobe sein.
Wahrend es sich bei den murinen und humanen visreF@ttgewebsproben um omentales
Fettgewebe handelt, wurde das viszerale FettgevasveZuckerratten retroperitoneal

gewonnen.
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Ein Vergleich der Expression der SOD2 in den sulnhem bzw. den viszeralen
Fettgewebsproben der nicht diabetischen und ddretischen Zuckerratten zeigte eine
starkere Expression der SOD2 im subkutanen Fettgevaer diabetischen Tiere. Im
viszeralen Fettdepot hingegen war kein Unterschiedder SOD2 Proteinexpression
zwischen den nicht diabetischen und den diabetisBlaten ersichtlich (Abb. 24B).

3.2.2 Expression der Superoxid-Dismutase 2 in Adipozyten

3.2.2.1  Expression der Superoxid-Dismutase 2 in primaren honanen Adipozyten

Eine Immunoblotanalyse der SOD2 ProteinexpressioRraadipozyten (prd) und in vitro
differenzierten reifen Adipozyten (reif) aus dem blsutanen Fettgewebe dreier
Spenderinnen offenbarte eine starke Induktion dedeids wahrend der Adipogenese
(s.3.1.2.2).

BMI 24 BMI 28 BMI 43

prda reif prd reif prd reif

e ~— | SOD2

GAPDH

Abbildung 25: Western Blot Analyse der Proteinesgien von SOD2 in subkutanen Pra-
adipozyten (prd) und in vitro diffferenzierten s#if Adipozyten (reif) dreier
Spenderinnen mit unterschiedlichem BMI. GAPDH dgeals Ladungskontrolle.

In Praadipozyten liel3 sich die SOD2 nicht oder suhwach detektieren. In reifen
Adipozyten hingegen war die SOD2 sehr stark exgnit{Abb. 25).

Die Stimulation reifer humaner Adipozyten aus dembksitanen Fettgewebe weiblicher
Spender mit Adiponektin in einer Konzentration vioh pg/ml zeigte keinen Einfluss auf
die Expression von SOD2 (nicht gezeigt).
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3.2.2.2  Expression der Superoxid-Dismutase 2 in 3T3-L1 Adipzyten

3.2.2.2.1 Expression der Superoxid-Dismutase 2 wahrend der Berenzierung von
3T3-L1 Adipozyten

Die starke Induktion der SOD2 wahrend der AdipogenbBumaner Adipozyten konnte
auch wahrend der in vitro Differenzierung von 3TBZellen zu Adipozyten nachgewiesen
werden. In 3T3-L1 Praadipozyten ist die SOD2 wiedean humanen Praadipozyten nur
schwach exprimiert, um dann bereits 24 h nach Ihodokder Adipozytendifferenzierung

(d1) stark zuzunehmen. Im Verlauf der Differenzigyinahm die Expression der SOD2
bis zum letzten Tag (Tag 9) der Differenzierungtigteu und erreichte in den reifen

3T3-L1 Adipozyten ihr hdchstes Expressionsniveabl(A26).

prda 1d 2d 3d 6d 9
— e SOD2

W D G SR e GAPDH

Abbildung 26: Bestimmung der Proteinexpression 86&D2 mittels Western Blot in 3T3-L1
Praadipozyten (pra), in 3T3-L1 Zellen 1 (1d), 2)(&1(3d) bzw. 6 (6d) Tage nach
Induktion der Adipozytendifferenzierung und in e#if3T3-L1 Adipozyten (9d).
Die Kontrolle der Beladung erfolgte durch Nachwets 1 GAPDH in denselben
Proben.

3.2.2.2.2 Regulation der Expression der Superoxid-Dismutase 2in 3T3-L1
Adipozyten

3.2.2.2.2.1Einfluss von Acetylsalicylsaure und LPS auf die Exgession der Superoxid-
Dismutase 2 in 3T3-L1 Adipozyten

Die Stimulation von reifen 3T3-L1 Adipozyten mit tanflammatorisch wirkender
Acetylsalicylsaure in Konzentrationen bis zu 100 ({4 24 h fdhrte nicht zu einer
Veréanderung der SOD2 Proteinexpression (nicht gézeAuch eine vierundzwanzig-
stiindige Inkubation von 3T3-L1 Adipozyten mit pritégmmatorisch wirkendem LPS in
einer Konzentration von 10 ng/ml hatte keinen kisdl auf die Expression der SOD2 (nicht
gezeigt).
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Abbildung 27:  Detektion der SOD2 mittels Immunobilot3T3-L1 Adipozyten, die wahrend der
neuntagigen Differenzierung mit 10 ng/ml LPS stiimilwurden. GAPDH diente
als Ladungskontrolle.

Hingegen zeigten 3T3-L1 Adipozyten, die in Gegertwan 10 ng/ml LPS differenziert
wurden, wie erwartet eine sehr starke Zunahme ab2SProtein (Abb. 27) [106]. Dies
kénnte mit den durch LPS induzierten ROS zu erki&esn [236].

3.2.2.2.2.2Einfluss von Glukose und Insulin auf die Expressionder Superoxid-

Dismutase 2 in 3T3-L1 Adipozyten

Hohe Konzentrationen von Glukose fuhren nachwdisia erhéhten ROS Mengen und
Insulinresistenz [111, 237]. Eine Kultivierung vaafen 3T3-L1 Zellen fur drei Tage unter
hyperglykédmischen (25 mM) Bedingungen war jedoclchhimit einer vermehrten
Expression von SOD2 Protein im Vergleich zu norngkginisch (5 mM) kultivierten
Zellen verbunden (nicht gezeigt). Auch eine Stirtialamit Insulin fihrte nicht zu einer

Veréanderung der SOD2 Expression (nicht gezeigt).

3.2.2.2.2.3Einfluss von Fettsduren auf die Expression der Supexid-Dismutase 2 in
3T3-L1 Adipozyten

Hohe Konzentrationen an zirkulierenden Fettsauren wine damit einhergehende
vermehrte Speicherung von Triglyzeriden im Fettdssvesind fur die Adipositas
charakteristisch [238]. Daher wurde der Einflu vohdhten Mengen an Fettsauren auf die
Expression von SOD2 in 3T3-L1 Adipozyten untersucht

Die Differenzierung von 3T3-L1 Adipozyten in Anwedeit sowohl von 200 pM
Palmitinsaure (PA), einer gesattigten Fettsaueaath von 200 pM Olsaure (OA), einer
einfach ungesattigten Fettsdure, oder 200 pM Linoks (LA), einer mehrfach
ungesattigten Omega-6-Fettsaure, fihrte zu eiaekest Zunahme der SOD2 Expression in
diesen Zellen (Abb. 28).
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Abbildung 28:  Western Blot Analyse der SOD2 Praggpression in 3T3-L1 Adipozyten, welche
unter Zusatz von 200 pM Palmitinsaure (PA), Ols§@a) oder Linolsaure (LA)
differenziert wurden. GAPDH diente als Ladungskolhe:

Dieser Effekt war dosisabhangig, wie an der sukvess Zunahme der SOD2
Proteinexpression in Adipozyten bei DifferenzierumgAnwesenheit von 12,5 uM, 25 pM,
50 pM, 100 uM und 200 pM Palmitinsaure, Olséaure bkimolsbure zu erkennen war
(Abb. 29A-C).

T — —— — | SOD2

— — . — — | (G APDH

T — — — — — SOD2

Abbildung 29: Detektion der SOD2 Proteinexpressiomttels Immunoblot in 3T3-L1
Adipozyten, welche unter dem Zusatz von 12,5, 26, 500 und 200 pM
Palmitinsaure (PA) (A), Olsaure (OA) (B) oder Lisalre (LA) (C) differenziert
wurden. GAPDH diente als Ladungskontrolle.
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Eine Inkubation von reifen 3T3-L1 Adipozyten fur B4mit 200 uM und 400 uM dieser
Fettsauren zeigte hingegen keinen Einfluss auEgmession der SOD2 (nicht gezeigt).

3.2.2.2.2.4Einfluss von Metformin, Fenofibrat und Pioglitazon auf die Expression der

Superoxid-Dismutase 2 in 3T3-L1 Adipozyten

Weder eine Stimulation von reifen 3T3-L1 Adipozyt&ir 24 h mit 100 und 200 pM

Metformin noch eine Differenzierung von 3T3-L1 &gllin Anwesenheit von 100 und
200 uM Metformin fuhrte zu einer Regulation der SO&uf Proteinebene (nicht gezeigt).
Auch eine Stimulation von reifen 3T3-L1 Adipozyt&ir 24 h mit 3,75 uM, 7,5 uM und

12,5 uM Pioglitazon, einem PPARAgonisten, hatte keinen Einfluss auf die Exprassio
von SOD2 (nicht gezeigt).

Die Inkubation reifer 3T3-L1 Adipozyten fir 24 htnii0 uM und 50 puM Fenofibrat (FF),

einem PPAR Agonisten, fuhrte jedoch mit beiden verwendeternémtrationen zur

deutlichen Reduktion der SOD2 Proteinmenge (Abld)3Bine einstiindige Vorinkubation

der Zellen mit 5 uM RU486 (RU), einem spezifiscHAAR Antagonisten, war in der

Lage die durch Fenefibrat vermittelte Reduktion &»D2 Expression groldtenteils zu
blockieren, was fir eine Beteiligung von PPARN dem reprimierenden Effekt von
Fenofibrat spricht (Abb. 30B).
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Abbildung 30:  Analyse der Proteinexpression von 3Qfittels Immunoblot in reifen 3T3-L1
Adipozyten, die 24 h mit 10 und 50 uM FenofibraFMbehandelt wurden (A),
bzw. 24 h mit 50 pM Fenofibrat (B) oder 20 uM WY648B (WY) (C) ohne oder
mit einstindiger Vorbehandlung mit 5uM RU 486 (RWAPDH diente als
Ladungskontrolle.

Dies wurde noch deutlicher bei Verwendung des $ipehen PPAR Agonisten WY
14643 (WY): hier konnte eine Vorstimulation mit R&% die Reduktion der SOD2
Proteinexpression vollstandig verhindern (Abb. 30C)
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3.2.2.2.3 Effekte des Knock-downs der Superoxid-Dismutase 2i3T3-L1 Zellen

Da eine starke Zunahme der Expression der SupeRigiutase 2 wahrend der
Adipozytendifferenzierung in primaren humanen Adigten sowie murinen 3T3-L1 Zellen
nachgewiesen werden konnte (s. 3.2.2.1 und 3.2)2.2var es von Interesse, die
Auswirkungen einer verminderten Expression diesesoteihs wahrend der
Adipozytendifferenzierung zu untersuchen. Die Egpien der SOD2 wurde daher vor
Induktion der Differenzierung durch Transfektion tmriO0 nM SOD2 siRNA bzw.

Kontoll sSiRNA am Tag 0 in 3T3-L1 Zellen reprimidgg. 2.2.1.4.4). Anschlie3end wurden
die Zellen wie Ublich gemall dem Standardprotokall Adipozyten differenziert

(s.2.2.1.4.2).

In reifen 3T3-L1 Adipozyten war nach Behandlung ®@D2 siRNA wesentlich weniger
SOD2 Protein mittels Immunoblot nachzuweisen (ABh). Auch die Expression von
PPAR war reduziert.

Abbildung 31: Analyse der Proteinexpression von 30Dnd PPAR in reifen 3T3-L1
Adipozyten, die vor Induktion der Differenzierungtm00 nM SOD2 si RNA
(SOD2 siRNA) bzw. 100 nM Kontroll siRNA (Kontr siRN transfiziert wurden.
Es sind jeweils drei unterschiedliche Anséatze ggzdils Ladungskontrolle diente
GAPDH.

Ubereinstimmend mit der verminderten ExpressioRPRBAR zeigte sich bei einem Knock-
down der SOD2 eine um etwa 50% verringerte Mengevalh ausdifferenzierten
Adipozyten (Abb. 32A). Auch die Lipideinlagerung wan diesen Zellen wesentlich
geringer, wie sich durch Farbung der Zellen mit Q#éd O (Abb. 32B) sowie durch
Messung der Triglyzeride im Zelllysat (Abb. 33A)chaveisen lie3. So lag in den 3T3-L1
Zellen, in welchen SOD2 mittels siRNA reprimiert ida, die Menge an Triglyzeriden am
Tag 9 der Adipozytendifferenzierung mit 0,18 = Ofg/mg Zellprotein bei nur 35,6% der
Kontrollzellen mit 0,53 £ 0,12 mg/mg Zellprotein €@0,0001).
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Abbildung 32:  Morphologie reifer 3T3-L1 Adipozytedie vor Induktion der Differenzierung mit
100 nM SOD2 si RNA bzw. 100 nM Kontroll siRNA trdizsert wurden.
(A) Lichtmikroskopische Aufnahme SOD2 siRNA und Kail siRNA
behandelter 3T3-L1 Adipozyten am Tag 9 (100fachegkifierung) und (B) Oil
Red O Farbung der Lipidtropfen in SOD2 siRNA und nkoll siRNA
behandelten 3T3-L1 Adipozyten am Tag 9 (400fachegkd®erung).

Ebenso war die Menge an Adiponektin, welches nur nefen Adipozyten gebildet und
sezerniert wird (s. 3.1.2.2.1), im Zellkulturibersd differenzierter 3T3-L1 Zellen nach
einem Knock-down der SOD2 signifikant reduziert. Aag 9 der Differenzierung liefl3 sich
im Uberstand von SOD2 siRNA behandelten 3T3-L1etetit 7,5 + 2,7 ng/ml nur 25,7%
der Menge an Adiponektin im Vergleich zu den Kotiedlen (30,7 = 6,9 ng/ml) messen
(p < 0,0001) (Abb. 33B).

Abbildung 33: Bestimmung der Triglyzeride (A) inrdgelllysaten bzw. von Adiponektin (B) in
den Zellkulturiberstanden am Tag 9 der Differenzigr von reifen 3T3-L1
Adipozyten, die vor Induktion der Differenzierungitn5OD2 siRNA bzw.
Kontroll siRNA transfiziert wurden. (* p < 0,05)
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Des Weiteren wurde untersucht, ob der Knock-downS#@D2 in 3T3-L1 Zellen zu einer
veranderten Sensitivitdt gegenuber Insulin fuh3-B1 Zellen wurden hierzu vor
Induktion der Adipozytendifferenzierung wie obenstierieben mit SOD2 siRNA bzw.
Kontroll siRNA behandelt, und nach Abschluss deifddénzierung am Tag 9 fir 20 min
mit 50 und 200 nM Insulin stimuliert.

Abbildung 34: Immunoblotanalyse der Proteinexp@ssion p-AKT, AKT, p-ERK1/2, ERK1/2
und SOD2 nach zwanzigminutiger Stimulation mit 58 200 nM Insulin in
reifen 3T3-L1 Adipozyten, die vor Induktion der fifenzierung mit 100 nM
SOD2 si RNA (SOD2 siRNA) bzw. Kontroll siRNA (KonsfRNA) wurden.

Wie in Abbildung 34 zu sehen ist, konnte mittelsmimmoblot weder in der basalen
Expression der Protein Kinase B (AKT) und é@tracellular Signal-Regulated Kinase 1/2
(ERK1/2), zweier am Insulinsignalweg beteiligter nKsen, noch in ihrem
Aktivierungsgrad, ermittelt am Anteil der Proteimke eine aktivierende Phosphorylierung
aufweisen, ein Unterschied in Abhangigkeit des SEXpressionsniveaus nachgewiesen
werden. Dies spricht fur eine vergleichbare Insdmsitivitat in den SOD2 siRNA und den
Kontroll siRNA behandelten Adipozyten.
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3.3 Annexin A6

Annexin A6 ist ein 67 kDa grof3es Protein und gekdrtFamilie der Annexine, welche an
Vesikeltransport, Zellteilung, Apoptose, Kalziumsadfransduktion und Regulation des
Zellwachstums beteiligt sind [113]. Eine veranddftgression von Annexinen wurde in
verschiedenen Krankheiten beschrieben, u.a. im dbégb [114]. Vohl und Kollegen
beschrieben in Genexpressionsanalysen des subkutartk des viszeralen Fettgewebes
eine differenzielle Expression von Annexin A2, ARimeA3, Annexin A5 und Annexin A8
[105]. Fur Annexin A6 liegen hierzu keine Daten .vAtlerdings wurde eine Regulation
von Annexin A6 im Zusammenhang mit der Adipozytéifig, sowie eine Beteiligung am
reversen Cholesterintransport und eine verminddtigression in den peripheren
Blutmonozyten von adipésen Personen und Typ 2 Disdra gefunden [118-120].

In der vorliegenden Arbeit sollte daher eine depeedische Expression von Annexin A6
im Fettgewebe untersucht und Funktion und Regulatio Fettgewebe adip6ser und

diabetischer Tiere sowie in Adipozyten analysiestaen.

3.3.1 Expression von Annexin A6 im Fettgewebe

3.3.1.1  Expression von Annexin A6 im humanen Fettgewebe

In gepaarten Proben subkutanen und viszeralenevetties von zehn Spendern zeigte eine
Immunoblotanalyse eine starkere Expression von AnnA6 im viszeralen Fettgewebe.
Das exemplarische Ergebnis der Immunoblotanalysedvei Spendern ist in Abbildung 35
wiedergegeben. Ein Zusammenhang mit Geschlecher,Akdipositas oder Diabetes-

erkrankung der Spender war nicht zu erkennen.

Abbildung 35: Immunoblotanalyse der Annexin A6 Rinexpression in gepaarten Proben
humanen subkutanen und viszeralen Fettgewebes ven Spendern. Die
Expression von —Aktin sowie die Farbung der Membran mit Coomassie
bestétigen eine gleichmalRige Probenbeladung.
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3.3.1.2  Expression von Annexin A6 im subkutanen und viszelan Fettgewebe der
Maus

Ubereinstimmend mit der depotspezifischen Expression Annexin A6 im humanen
Fettgewebe zeigte auch eine Untersuchung der Reoqaiession von Annexin A6 in
gepaarten Proben subkutanen und viszeralen Fetbgsweon mannlichen C57BL/6

Mausen eine starkere Expression im viszeralen &stihe der Tiere (Abb. 36).

Abbildung 36: Nachweis des Annexin A6 Proteins etittimmunoblot in den gepaarten Proben
subkutanen und viszeralen Fettgewebes von vier CHB/BMausen. Die
Coomassie-Farbung der PVDF-Membran bestatigt desclgihdRige Proben-
beladung.

3.3.1.3  Expression von Annexin A6 im viszeralen Fettgewelder Hochfettratte

Zudem wurde die Expression von Annexin A6 in Abhigkeit einer nahrungsbedingten
Adipositas untersucht. Im viszeralen Fettgewebe n@mnlichen Wistar Ratten, welche
durch Futterung einer auf Schweineschmalz basierertbchfettdiat (HF) eine Adipositas
entwickelten, war im Vergleich zum viszeralen Fettgbe von schlanken mit einer
Standarddiat gefutterten Kontrolltieren (ST) diepEession von Annexin A6 deutlich
erhoht (Abb. 37).

Abbildung 37:  Analyse der Annexin A6 Proteinexpressim viszeralen Fettgewebe von
schlanken mit Standarddiat gefitterten (ST) undpd@dn mit einer auf
Schweineschmalz basierenden Hochfettdiat gefitt€HE) Wistar Ratten mittels
Western Blot. Die gleichmaRige Beladung wurde dutdomassie-Farbung der
Membran sichergestellt.
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3.3.1.4  Expression von Annexin A6 im Fettgewebe der Zuckeatte

Zur Untersuchung des Einflusses einer Insulinresistwf die Expression von Annexin A6
im subkutanen und viszeralen Fettgewebe wurdeneRrafsulinsensitiver Zuckerratten
(ZDL) und diabetischer Zuckerratten (ZDF) verwendetiche als Tiermodell eines nicht
insulinabhangigen Diabetes gelten.

In gepaarten Proben subkutanen und viszeralenevettges war immunchemisch nur in
den insulinsensitiven schlanken Kontrolltieren emeg den humanen und murinen Daten
Ubereinstimmende starkere Expression von AnnexiimAGiszeralen Fettgewebe der Tiere
zu erkennen (s. 3.3.1.1 und 3.3.1.2). In den distien Zuckerratten war keine
differenzielle Expression von Annexin A6 in den den Fettdepots nachzuweisen
(Abb. 38A).

Abbildung 38: Immunoblotanalyse des Annexin A6 Brad in gepaarten Proben subkutanen (sc)
und viszeralen (vis) Fettgewebes (A) bzw. im suakah Fettgewebe und
viszeralen Fettgewebe (B) nicht diabetischer Kdintoé (ZDL) und diabetischer
Zuckerratten (ZDF). Als Ladungskontrolle diente ©ptilin A.

Dieses Ergebnis spiegelt sich bei einem Vergleieh Eixpression von Annexin A6 im
subkutanen bzw. im viszeralen Fettgewebe der rid@etischen und der diabetischen
Zuckerratten wider. Wahrend in den viszeralen [gighbsproben nur ein geringer
Unterschied in der Proteinexpression von Annexind&gektiert werden konnte, war die
deutlich hohere Expression im subkutanen Fettgewdbe insulinresistenten Tiere
(Abb. 38A) bei einem direkten Vergleich mit der Eagsion im subkutanen Fettgewebe der

insulinsensitiven Tiere deutlich zu sehen (Abb. B8Bie stark erhéhte Expression von
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Annexin A6 im subkutanen Fettgewebe der insulistesien Ratten fuhrt somit zu einem

Verlust der fettdepotspezifisch differenziellen Eegsion.

3.3.2 Expression von Annexin A6 in Adipozyten

Da Annexin A6 sowohl im humanen Fettgewebe als aumhFettgewebe diverser
Nagetiermodelle nachgewiesen werden konnte und dont fettdepotspezifisches
Expressionsmuster aufwies, welches sich in Abh&mifig von Adipositas bzw.

Insulinresistenz veranderte, sollte weiterhin digrgssion von Annexin A6 in Adiozyten
untersucht werden und Funktion und Regulation gseln Zellen genauer charakterisiert

werden.

3.3.2.1  Expression von Annexin A6 in primaren humanen Adipayten

In isolierten primaren humanen Praadipozyten undtno differenzierten Adipozyten des
subkutanen Fettgewebes dreier Spenderinnen konntexfn A6 mittels Immunoblot
detektiert werden (Abb. 39). Annexin A6 war sowohben Praadipozyten als auch in den
reifen Adipozyten exprimiert. Allerdings zeigte Isien Vergleich zu AOX1 und SOD2 eine
relativ schwache und nur bei den reifen Adipozyteveier Spenderinnen nachweisbare
Induktion der Annexin A6 Expression (s. 3.1.2.1 3n2l2.1).

Abbildung 39: Nachweis der Annexin A6 Proteinexgies mittels Immunoblot in subkutanen
Praadipozyten (pra) und in vitro diffferenziertezifen Adipozyten (reif) dreier
Spenderinnen mit unterschiedlichem BMI. GAPDH dgeals Ladungskontrolle.

Eine Stimulation reifer humaner Adipozyten aus dsmbkutanen Fettgewebe mehrerer
Spenderinnen mit Adiponektin in einer Konzentratimm 10 pg/ml und mit Metformin in
Konzentrationen von 200 und 400 uM zeigte keinenfl&ss auf die Expression von

Annexin A6 (nicht gezeigt).
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3.3.2.2  Expression von Annexin A6 in 3T3-L1 Adipozyten

3.3.2.2.1 Expression von Annexin A6 wahrend der Differenziermg von 3T3-L1
Adipozyten
Die vergleichsweise schwache Induktion von Annnexthwéhrend der Adipogenese, die
in humanen Praadipozyten und Adipozyten zu erkemveamn zeigte sich auch wahrend der
in vitro Differenzierung von 3T3-L1 Zellen zu Adipgten. In 3T3-L1 Praadipozyten war
Annexin A6 bereits deutlich exprimiert, um dann iMerlauf der neuntdgigen
Adipozytendifferenzierung ab Tag 3 kontinuierlictbea nur im geringen Umfang
zuzunehmen (Abb. 40).

Abbildung 40: Bestimmung der Annexin A6 Proteinegsion mittels Western Blot in 3T3-L1
Praadipozyten (pra), in 3T3-L1 Zellen 1 (1d), 2)(&1(3d) bzw. 6 (6d) Tage nach
Induktion der Adipozytendifferenzierung und in e#if3T3-L1 Adipozyten (9d).
Die Kontrolle der Beladung erfolgte durch Nachweism GAPDH in denselben
Proben.

3.3.2.2.2 Regulation der Expression von Annexin A6 in 3T3-LJAdipozyten

3.3.2.2.2.1Einfluss von LPS auf die Expression von Annexin A6in 3T3-L1
Adipozyten

Stimulation von 3T3-L1 Zellen im Verlauf der Adipaigese mit 10 ng/ml LPS flhrte zu

einer Reduktion der Annexin A6 Proteinexpressiong dnittels Western Blot

immunchemisch in den reifen Adipozyten nachgewiegerden konnte (Abb. 41).

Abbildung 41: Nachweis von Annexin A6 Protein mgtémmunoblot in 3T3-L1 Adipozyten, die
wéhrend der neuntdgigen Differenzierung mit 10 hd/®S stimuliert wurden.
GAPDH diente als Ladungskontrolle.
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3.3.2.2.2.2Einfluss von Glukose und Insulin auf die Expressiorvon Annexin A6 in
3T3-L1 Adipozyten

Die Untersuchung eines Einflusses normoglykamischerd hyperglykamischer
Bedingungen sowie einer Regulation durch Insulidmehnung an Gegebenheiten, wie sie
in der Adipositas und der Insulinresistenz zu fmdand (s. 2.2.1.4.3), zeigte keine

Unterschiede in der Expression von Annexin A6 Rnote 3T3-L1 Zellen (nicht gezeigt).

3.3.2.2.2.3Einfluss von Fettsauren auf die Expression von Anngén A6 in 3T3-L1
Adipozyten

Auch eine Stimulation von 3T3-L1 Adipozyten mit Ratinsaure, Olsdure und Linolsaure

in Konzentrationen bis 400 pM zeigte weder in einemerundzwanzigstindigen

Kurzzeitansatz noch in einem differenzierungsbégheien Langzeitansatz einen Einfluss

auf die Proteinexpression von Annexin A6 (nichteigd.

3.3.2.2.2.4Einfluss von Metformin, Fenofibrat und Pioglitazon auf die Expression von
Annexin A6 in 3T3-L1 Adipozyten

Die zur Behandlung einer Insulinresistenz eingésetzMedikamente Metformin,

Fenofibrat und Pioglitazon zeigten keinen Einflas$ die Expression von Annexin A6 in
3T3-L1 Adipozyten (nicht gezeigt). Wahrend flr Hitagon keine Daten zu Annexin A6
vorliegen, wurde der fehlende Effekt von Metformimd Fenofibrat auf die Expression von
Annexin A6 bereits in primaren humanen Blutmonoayteschrieben [120].

3.3.2.2.3 Effekte der Uberexpression von Annexin A6 in 3T3-L1Zellen

Da fur Annexin A6 ein differenzielles Expressionstar im subkutanen und viszeralen
Fettgewebe nachgewiesen werden konnte, welchesrsiébhangigkeit einer Adipositas
und einer Insulinresistenz veranderte, sollte diakiion von Annexin A6 in Adipozyten
durch eine Uberexpression in 3T3-L1 Zellen genaharakterisiert werden.

Die Plasmide fir die Uberexpression von Annexin &6 3T3-L1 Zellen wurden
freundlicherweise im Rahmen einer Kooperation van Thomas Grewal zur Verfiigung
gestellt (s. 2.1.11 und 2.2.1.4.5) [190, 191]. 3T3-Zellen wurden am Tag 1 der
Differenzierung entweder mit pcDNA3.1 Annexin A6-BBEur Expression eines C-terminal

mit einem GFP-Tag versehenen Annexin A6 Fusionspretbzw. mit pcDNA3.1 GFP als
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Kontrollplasmid transfiziert und anschliel3end gend@® Standardprotokoll differenziert
und ggf. stimuliert (s. 2.2.1.4.2 und 2.2.1.4.5).

Abbildung 42: Analyse der Proteinexpression von &in A6, Annexin A6-GFP, FABP4,
AOX1, Galectin 3, SOD2, Chemerin und CMKLR1 mittéismunoblot in reifen
3T3-L1 Adipozyten, welche einen Tag nach Induktaer Differenzierung mit
einem Plasmid zur Uberexpression von Annexin A6-GBBw. einem
Kontrollplasmid transfiziert wurden. Der Nachweisnv -Aktin und GAPDH
stellte eine gleichmafige Probenbeladung sicher.

Die Uberexpression von Annexin A6 in den 3T3-L1 |&el wurde am Tag 9 der
Adipozytendifferenzierung immunchemisch Uberprifteben dem endogenen 67 kDa
grol3en Annexin A6 Protein, welches von dem Anné&6nAK detektiert wurde, konnte in

den pcDNA3.1 Annexin A6-GFP transfizierten Zellent minem GFP AK auch das

exogene ca. 93 kDa groRe mit einem C-terminalen -G&d° versehene Annexin A6
Fusionsprotein nachgewiesen werden (Abb. 42). Im @&FP- Annexin A6 Uber-

exprimierenden Zellen war zudem eine Zunahme voBA#A AOX1 und Galectin 3 sowie

eine leichte Abnahme von Chemerin festzustellen.
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Abbildung 43:  Lichtmikroskopische Aufnahme von e#if3T3-L1 Adipozyten, welche mit einem
Plasmid zur Uberexpression von Annexin A6-GFP beimem Kontrollplasmid
transfiziert wurden. (links: 100fache VergroReruglken: 200 uM; rechts:
400fache VergroRRerung, Balken: 50 uM)

Morphologisch lie3 sich in den Annexin A6 Ubererpgrenden Zellen in lichtmikros-
kopischen Aufnahmen eine Verénderung in GroéRe, datllAnordung der Lipidtropfchen
erkennen (Abb. 43). Es waren weniger und kleinegadiropfchen zu sehen, die sich
Uberwiegend ringférmig am Rand der Zellen anordmet&rotz der nur maligen
Uberexpression von Annexin A6 war also ein deudlidRhanotyp zu erkennen.
Ubereinstimmend mit der geringeren Anzahl an Lidigfchen in den Annexin A6
Uberexprimierenden 3T3-L1 Zellen konnte auch eiregmnderte Speicherung von
Triglyzeriden in diesen Zellen beobachtet werdem Fag 9 der Differenzierung liel3 sich
im Zelllysat der Annexin A6 Uberexprimierenden 2allmit 0,14 + 0,11 mg/mg Zellprotein
im Vergleich zu 0,25 = 0,11 mg/mg Zellprotein n8% der Menge an Triglyzeriden
nachweisen (p = 0,019) (Abb. 44B). Zudem war auoh fieigesetzte Menge an
Adiponektin in den Zellkulturiiberstanden dieserléelmit 13,3 + 8,8 ng/ml wesentlich
geringer als in den Uberstanden der mit dem Koplesmid transfizierten Zellen mit 28,0
+ 14,6 ng/ml: sie lag bei nur 46% der Kontrollzel{@ < 0,0001) (Abb. 44A).
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Abbildung 44: Bestimmung von Adiponektin in den [Kelturiiberstanden (A) bzw. Bestimmung
der Triglyzeride in den Zelllysaten (B) am Tag $ Béferenzierung von 3T3-L1
Zellen, welche am Tag 1 nach Induktion der Adipengifferenzierung mit einem
Kontrollplasmid bzw. einem Plasmid zur Uberexpressvon Annexin A6-GFP
transfiziert wurden. (* p < 0,05)

Bei einer Differenzierung von 3T3-L1 Zellen, welchdat pcDNA3.1 Annexin A6-GFP
bzw. mit pcDNA3.1 GFP als Kontrollplasmid transéi¢i wurden, in Gegenwart von
Fettsauren zeigten die Annexin A6 Uberexprimierend®llen im Gegensatz zu den
Kontrollzellen weiterhin Uberwiegend Kleinere ratdaslige Lipidtrépfchen und nur
vereinzelt groRRere zentrale Lipidtropfen. In den nKollzellen waren vornehmlich
Lipidtropfchen einheitlicher Grof3e zu erkennen, siieh gleichmaRig Uber das gesamte
Zellvolumen verteilten. In Abbildung 45 sind beisibiaft lichtmikroskopische Aufnahmen
von Annexin A6 Uberexprimierenden 3T3-L1 Adipozytemelche in Gegenwart von
100 puM Palmitinsdure differenziert wurden, und vamtsprechenden Kontrollen
wiedergegeben. Eine Stimulation mit Olsaure undolsaure wahrend der Adipogenese

fuhrte zu vergleichbaren Ergebnissen (nicht gekeigt
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Abbildung 45:  Lichtmikroskopische Aufnahme von e#if3T3-L1 Adipozyten, welche am Tagl
der Differenzierung mit einem Plasmid zur Uberezpien von Annexin A6-GFP
bzw. einem Kontrollplasmid transfiziert und anseBknd in Gegenwart von
100 pM Palmitinsaure differenziert wurden. (400&a&tergrofierung)
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3.4 Omentin

Omentin ist ein kirzlich als Adipozytokin identiiztes Protein, welches spezifisch von
Stromazellen des omentalen Fettgewebes synthetisidrsezerniert wird [121]. Wahrend
Omentin in Zellen als ein 34 kDA grof3es Monomerliegt, kann das sezernierte Omentin
im Serum als Trimer von 136 kDA nachgewiesen wengg liegt dort in Konzentrationen
von 150 bis 300 ng/ml vor [121-124, 129-131]. Im delipositas und der Insulinresistenz
sind die Serumspiegel von Omentin erniedrigt [1381]. In vitro verstarkt rekombinantes
Omentin die insulinabhangige Glukoseaufnahme inpAzyten und aktiviert die AKT
[121]. Somit kénnte Omentin ein neues insulinsénsitendes Adipozytokin sein.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zunéchst ein spechier Anti-Omentin  Antikérper
generiert, und das Protein rekombinant in Inseldl@z exprimiert und gereinigt werden.
AnschlieRend sollte die Wirkung dieses fur das engle Fettgewebe spezifischen
Adipozytokins auf die Leber untersucht werden, @ssindere vor dem Hintergrund der
Entstehung einer hepatischen Steatose im RahmeMetbolischen Syndroms. Zudem
sollte die Expression von Omentin im Fettgewebe Hamanen Kollektivs und im
Fettgewebe der Nagetiermodelle Gberprift werden.

3.4.1 Generierung eines polyklonalen Anti-Omentin Antikorpers

Fur die Generierung eines polyklonalen Anti-Ometitikdrpers wurde ein synthetisches
Peptid mit der Sequenz IYQKYPVKYGEGKC verwendetefg Sequenz entspricht den
Aminosauren 186 bis 199 des Omentin Proteins, wesdwohl im Menschen als auch in
der Maus und der Ratte konserviert sind. DiesesidPemurde in einer Auftragsarbeit von
der Firma Pineda Antikorperservice (Berlin) fir dismmunisierung von Kaninchen
verwendet (s. 2.1.7.1). Am Immunisierungstag 145dewas Serum der Tiere gewonnen
und die IgG Fraktion affinitatsgereinigt. Die Sgéat der 1gG-Fraktion wurde mit in vitro
translatiertem humanen Omentin Protein Uberprif2(8.4.11). Wie in Abbildung 46 zu
sehen ist, erkennt der generierte Anti-Omentin li&mper sowohl die monomere als auch
die dimere und trimere Isoform des Proteins, do# §iei der in vitro Translation spontan
ausbilden. Der Antikoérper war somit fur die spexdfie Detektion von Omentin geeignet

und wurde fur alle folgenden Versuche eingesetzt.
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Abbildung 46: Immunoblotanalyse des in vitro tratigrten humanen Omentin Proteins mit dem
in Kaninchen generierten Peptid-Antikdrper gegere@tim.

3.4.2 Etablierung eines Omentin ELISA

Da Omentin als sekretorisches Protein des Fettgesvbbschrieben wurde, welches von
diesem in die Zirkulation abgegeben wird, wurdesgjuantitative Erfassung des geldsten
Proteins in Zellkulturiiberstanden, Gewebsexplastame Serumproben angestrebt. Jedoch
war der generierte Peptid-Antikorper fur den Auflmanes ELISA nicht geeignet. Ebenso
war ein kommerziell erhaltlicher ELISA (Apotech) muquantitativen Nachweis von

Omentin nicht verwendbar.

3.4.3 Expression von Omentin im Fettgewebe

3.4.3.1  Expression von Omentin im humanen Fettgewebe

Eine Analyse der mRNA Expression von Omentin im hoan subkutanen und viszeralen
Fettgewebe von finf Spendern mittels Real-Time KRPbestatigte die beschriebene
hohere Expression im viszeralen Fettgewebe [12t].viszeralen Fettgewebe war die
MRNA Expression von Omentin mit 6,89 + 7,02 im Meigh zur Expression im
subkutanen Fettgewebe mit 0,07 = 0,06 (p = 0,05eumYielfaches hoher (Abb. 47A).

Eine Untersuchung der Omentin Proteinexpressiotelmitmmunoblot unter Verwendung
des polyklonalen Peptid-AK (s.0.) bestatigte diersael starkere Expression im viszeralen
Fettgewebe auch auf Proteinebene. Es wurden dieagep subkutanen und viszeralen
Fettgewebsproben von insgesamt zehn Spendern mmalytn Abbildung 47B ist
exemplarisch das Ergebnis in den Proben dreier dgpemiedergegeben. Wie hier in den
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Fettgewebsproben von zwei Spendern zu erkennerkasfte das Omentin Protein im
subkutanen Fettgewebe einiger Spender kaum detektseden. Ein Zusammenhang der
Expression mit Geschlecht, Alter, Adipositas odeal@teserkrankung liel3 sich in den
analysierten Spendern nicht erkennen.

Die hohere Expression von Omentin im viszeralemngegtebe sowohl auf mRNA- als auch
auf Proteinebene stimmt mit der aktuellen Datenlagker Literatur Gberein [121].

Abbildung 47: mRNA- und Proteinexpression von Orrenin gepaarten Proben humanen
subkutanen und viszeralen Fettgewebes. (A) Bestimymder Omentin mRNA
Expression mittels Real-Time RT-PCR im Fettgewebe fiinf Probanden. Die
Normalisierung erfolgte mit 18S rRNA. (* p = 0,088) Immunoblotanalyse der
Proteinexpression von Omentin im Fettgewebe vonSjsendern. Die Expression
von —Aktin sowie die Farbung der Membran mit Coomadsestatigen eine
gleichmaRige Probenbeladung.

3.4.3.2 Expression von Omentin im subkutanen und viszeralerFettgewebe der

Maus

Eine depotspezifische Expression von Omentin koanotsh im Fettgewebe von C57BL/6
Mausen nachgewiesen werden. Wie in den humanereRrealar Omentin in den murinen
Proben im viszeralen Fettgewebe sehr viel starkerimiert als im subkutanen Fettgewebe
(Abb. 48).
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Abbildung 48: Detektion von Omentin mittels Immuimibin den gepaarten Proben subkutanen
und viszeralen Fettgewebes von vier C57BL/6 Maugea.Coomassie-Farbung
der PVDF-Membran bestétigt die gleichmafige Problamiing.

3.4.3.3  Expression von Omentin im viszeralen Fettgewebe détochfettratte

Eine Immunoblotanalyse der Omentin Proteinexpressm viszeralen Fettgewebe von
mannlichen Wistar Ratten zeigte gegenuber den ol mit einer Standarddiat

gefutterten Kontrolltieren (ST) eine deutlich hédhé&ixpression in den Tieren, welche durch
Futterung einer auf Schweineschmalz basierendenhfeivdiat (HF) eine Adipositas

entwickelt hatten (Abb. 49).

Abbildung 49: Immunoblotanalyse der Omentin Pragpression im viszeralen Fettgewebe von
schlanken mit Standarddiat gefitterten (ST) undpd@dn mit einer auf
Schweineschmalz basierenden Hochfettdiat gefitt€HE) Wistar Ratten mittels
Western Blot. Die gleichmaRige Beladung wurde dutdomassie-Farbung der
Membran sichergestellt.

Demnach nimmt in diesem Tiermodell die Expression ®mentin im Fettgewebe einer
nahrungsbedingten Adipositas zusammen mit der MangEettgewebe zu. Ein Nachweis
von Omentin mittels Western Blot im Serum dieseerdi zeigte hingegen keine

unterschiedlichen Mengen des Proteins (nicht gézeig

3.44 Expression und Reinigung von rekombinantem Omentin

Die rekombinante Expression humanen Omentins in IHSektenzellen mit dem
Bakulovirus Expressionssystem und die anschlieRenifinitatsreinigung des
rekombinanten Proteins aus den Uberstanden dezigrién H5 Zellen an Hand seines

C-terminalen 6x HN-Tags wurde bereits unter 2.28chrieben.
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Abbildung 50:  Silberfarbung eines SDS-Polyacrylageid mit den Elutionsfraktionen 1-5 der
Affinitatsreinigung des rekombinanten humanen Oinsnaus den Uberstanden
infizierter H5 Zellen.

Die Reinheit der Elutionsfraktionen der Affinitéagmnigung wurde durch Silberfarbung
Uberpruft. Aliquots der Fraktionen wurden auf ein&MS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
und das Gel anschliel3end silbergefarbt. Das rekwambe humane Omentin war bereits in
der ersten Elutionsfraktion in grofRer Reinheit inather Konzentration zu gewinnen. Das
gereinigte rekombinante Protein lag hierbei Ubegers in seiner trimeren ca. 110 kDa
schweren Isoform vor (Abb. 50).

Die Elutionsfraktionen mit einer hohen Reinheit uether hohen Konzentration an
rekombinanten Protein wurden vereinigt, dialysieifier Proteinbestimmung unterzogen

und fur weitere Experimente bei -80°C aufbewahrt.

Abbildung 51:  Silberfarbung eines SDS-Polyacrylageid (A) bzw. immunchemische Detektion
mit Omentin Antikérper (B) von affinitatsgereinigberekombinanten humanen
6xHN-Omentin nach funfminitiger Inkubation bei Raemperatur (RT) bzw.
95°C mit (+) bzw. ohne (-) Zusatz vorMercaptoethanol ¢ME).

Das gereinigte rekombinante Protein wurde in SD&&npuffer bei Raumtemperatur bzw.

bei 95°C flur 5 min unter bzw. ohne Zusatz von 10%ercaptoethanol zur Reduktion der
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Disulfidbricken inkubiert und anschlieRend durch SSBPAGE aufgetrennt. Eine
Silberfarbung (Abb. 51A) bzw. der immunchemischeciNaeis mit dem polyklonalen
Omentin Antikorper (Abb. 51B) zeigten, dass dienere Isoform des rekombinanten
Omentins sehr stabil war und sich nur in geringemfdshg in die monomere und dimere
Isoform Uberfihren lie. Zudem war der Nachweis om polyklonalen Omentin

Antikdrper unter reduzierenden Bedingungen sergsitiv

3.4.5 Einfluss von Omentin auf primare humane Hepatozyten

Des Weiteren sollte der Einfluss von Omentin algessertes Protein des viszeralen
Fettgewebes auf Hepatozyten analysiert werden. fiHiewwurde das rekombinant

exprimierte  Omentin (s.0.) zur Stimulation von piren humanen Hepatozyten
(s. 2.2.1.5.2) eingesetzt, und der Einfluss di&enulation mittels Immunoblot, ELISA

und GeneChip® Expressionsanalysen untersucht.

Hierfiir wurde zunachst in einer Real-Time RT-PCRalee sichergestellt, dass Omentin
nicht in humanen Heptozyten exprimiert wird. In Aldbng 52 ist das Ergebnis dieser
Analyse wiedergeben. Wahrend sich im viszeralen @nen Fettgewebe, welches als
Positivkontrolle diente, eine Expression von Omewlgtektieren liel3, konnte eine mRNA

Expression in priméaren humanen Monozyten und Hegtta nicht nachgewiesen werden.

Abbildung 52:  Uberpriifung der Omentin mRNA Expressin primaren humanen Monozyten
und Hepatozyten mittels Real-Time RT-PCR. Die PC8dBkte wurden in einem
Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid dieitgemacht. cDNA von
vizeralem humanen Fettgewebe diente als Positivilbet
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Eine biologische Aktivitat des rekombinant expring@ und gereinigten Omentin Proteins
konnte durch dessen Erhéhung von Interleukin 88{ILXCL8) in den Uberstanden von
primaren humanen Hepatozyten und durch eine vktstdnsulinsignaltransduktion in

diesen Zellen nachgewiesen werden.

Abbildung 53:  Bestimmung von Interleukin 8 (IL-8) den Zellkulturiiberstanden von priméaren
humanen Hepatozyten von vier Spendern nach 24ntuitiion mit 300, 450 und
600 ng/ml rekombinanten Omentin (A). (* p < 0,0%)nhunoblotanalyse der
Proteinexpression von p-AKT und AKT nach 15 minn&tiation mit 300 ng/ml
Omentin und 5 min Stimulation mit 1 nM Insulin inripdren humanen
Hepatozyten. GAPDH diente als Ladungskontrolle (B).

So sezernierten primare humane Hepatozyten nachndewanzigstindiger Stimulation
mit rekombinantem Omentin in Konzentrationen von04&nd 600 ng/ml mehr
proinflammatorisches IL-8. In den Uberstanden dep#&tozyten konnte im Vergleich zur
Kontrolle mit 5,56 + 0,24 ng/ml nach Stimulation tmB00 ng/ml Omentin mit
5,62 £ 0,18 ng/ml kein Anstieg der Menge an seeei@n IL-8 gemessen werden. Bei
Verwendung von hoheren Konzentrationen Omentin &iar leichter aber signifikanter
Anstieg nachweisbar: IL-8 betrug 6,03 + 0,17 ngimben Uberstanden bei Einsatz von
450 ng/ml Omentin (p = 0,01) und 6,19 + 0,71 nddrilInkubation mit 600 ng/ml Omentin
(p = 0,04) (Abb. 53A). Hingegen konnte ein Einflugs Omentin auf die Freisetzung der
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Apolipoproteine B-100 und E in den primaren humarégpatozyten nicht gemessen
werden (nicht gezeigt).

Eine funfzehnminitige Vorstimulation von primaremntanen Hepatozyten mit 300 ng/ml
rekombinantem Omentin verstarkte die Signaltrangdak/on 1 nM Insulin. Dies liel3 sich
immunchemisch durch einen hoéheren Anteil phospletgh AKT Proteins in den
Zelllysaten nachweisen (Abb. 53B). Zudem flhrteedimkubation mit Omentin auch ohne
Stimulation mit Insulin zu einer starkeren Aktivieg von AKT. Eine &hnliche Verstarkung
der Insulinsignaltransduktion durch Omentin wurderelits in primaren subkutanen

humanen Adipozyten beschrieben [121].

Abklrzung KvsO KvsO KvsO Genname
(Spl) (Sp2)  (Sp3)

GJA3 2,1 3,8 2,9 Connexin 46, CX46

LHFPL3 2,0 2,6 4,1 LHFP-Like Proein 3

LAMA4 2,1 2,4 2,2 Laminin, alpha-4

A 24 P924667 8,5 3,1 2,8 unbekannt

ERCC6L 6,7 3,1 3,5 PIK1-interacting Checkpoint datie, PICH

A 23 P972 8,5 18,7 2,4 unbekannt

X86121 3,3 3,1 3,2 MRNA for T Cell Receptor, V beigx86121]
RP4-724E16.2 2,9 2,1 2,7 Hypothetical Protein FD314

NTRK3 2,1 2,2 2,7 Tyrosine Kinase Receptor C, TRKC

Tabelle 2: Gene, deren Expression in der Genegjmesanalyse von primaren humanen

Hepatozyten dreier Spender (Sp 1-3) mittels AffytketGeneChips® durch
Stimulation mit 300 ng/ml rekombinanten humanen @ne(O) im Vergleich zu
unstimulierten Kontrollen (K) mindestens um dentbaR verandert wurde.

Fur eine Genexpressionsanalyse von primaren humdapatozyten nach Stimulation mit
Omentin wurden im Auftrag Affymetrix Human Genomé&33_Plus2.0 Arrays durch das
Kompetenzzentrum fur fluoreszente Bioanalytik, Redpeirg, mit der cDNA von
Hepatozyten dreier Spender hybridisiert, die 2ztweder ohne (Kontrolle) oder mit 300
ng/ml rekombinanten humanen Omentin inkubiert wordearen. Eine Auswertung der
55.000 untersuchten Gensonden lieferte nur wenigadilatengene, deren Expression
durch Omentin induziert bzw. reprimiert war (Tal). -8 befand sich nicht unter den
regulierten Genen, so dass die nachgewiesene Indukbn IL-8 (Abb. 53A) nicht durch
eine vermehrte mMRNA Synthese bzw. eine erhdhte mSkdbilitat erklart werden kann.

Eine Genexpressionsanalyse von primaren Hepatgzyden 24 h mit 300 ng/ml
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kommerziell erworbenen rekombinanten humanen Omedstgr Firma Alexis (s. 2.1.14)
inkubiert wurden, fuhrte zu vergleichbaren Ergebais Die Regulation der identifizierten
Kandidatengene auf mRNA- und Proteinebene muss miitels Real-Time RT-PCR und
Immunoblot verifiziert werden.
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3.5 Galectin 3

Galectin 3 ist ein —Galaktosidbindendes Lectin, das intrazellular3@%Da grol3es Protein
im Zytosol und im Zellkern vorliegt und extrazedulauf Zelloberflachen sowie im Serum
nachgewiesen werden kann [139, 141-143]. Galectivir@ in zahlreichen Geweben und
Zelltypen exprimiert und spielt u.a. eine Rolle der Vermittlung von Zellmigration,
Zelladhasion und Zell-Zell-Interaktionen sowie iardRegulation der Apoptose [139, 143].
Galectin 3 wirkt chemotaktisch auf Monozyten, Mgkrtagen und Dendritische Zellen und
ist im Serum von Patienten mit verschiedenen emwliiiren Erkrankungen erhoht
[145-151]. Galectin 3 defiziente Mause zeigen ajrengere Empfanglichkeit gegentber
der Induktion eines Diabetes, entwickeln jedochhtEr eine NASH [152, 162, 163]. Eine
Expression von Galectin 3 in Adipozyten und im §ettebe wurde 2007 erstmals durch
Kiwaki und Kollegen beschrieben [164]. Sie konnteme Zunahme der Galectin 3
Expression im epididymalen Fettgewebe von adipdd&asen sowie eine stimulatorischen
Effekt von Galectin 3 auf die Proliferation von Rdégpozyten zeigen.

In dieser Arbeit sollte zunachst eine depotspedifis Expression von Galectin 3 im
Fettgewebe sowie die Regulation und Funktion inpadyten untersucht werden, und
anschlieBend die Serumkonzentration von Galectin 8er Adipositas und im Typ 2
Diabetes bestimmt und der Einfluss von GalectitsAdipozytokin auf die Leber evaluiert

werden.

3.5.1 Expression von Galectin 3 im Fettgewebe

3.5.1.1  Expression von Galectin 3 im humanen Fettgewebe

Eine Analyse der Galectin 3 Proteinexpression ipageen Proben subkutanen und
viszeralen Fettgewebes von zehn Spendern bestaligtevon Kiwaki und Kollegen
beschriebene Expression im Fettgewebe und zeigienzudie héhere Expression von
Galectin 3 im viszeralen Fettgewebe auf [164]. lbbiAdung 54 ist beispielhaft das
Ergebnis der Immunoblotanalyse von Galectin 3 ilkstanen und viszeralen Fettgewebe
von drei Spendern wiedergeben. Ein ZusammenhangGadectin 3 Expression mit

Geschlecht, Alter, Adipositas oder Diabeteserkragktdier Spender war nicht ersichtlich.
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Abbildung 54: Immunoblotanalyse der Galectin 3 Eirwxpression in gepaarten Proben
humanen subkutanen und viszeralen Fettgewebes wen Spendern. Die
Expression von B-Aktin sowie die Coomassie-Farbdaeg Membran bestétigen
eine gleichmafige Probenbeladung.

3.5.1.2  Expression von Galectin 3 im subkutanen und viszelan Fettgewebe der

Maus

In Ubereinstimmung mit den humanen Fettgewebsprobeigte eine Analyse der
Proteinexpression von Galectin 3 mittels Westemt Bl den gepaarten Proben subkutanen
und viszeralen Fettgewebes von mannlichen C57BLA6ddn eine starkere Expression im
viszeralen Fettdepot (Abb. 55).

Abbildung 55: Nachweis des Galectin 3 Proteins ettt Immunoblot in den gepaarten
subkutanen und viszeralen Fettgewebsproben von mi@nnlichen C57BL/6
Mausen. Die Coomassie-Farbung der PVDF-Membrariétigistlie gleichmafige
Probenbeladung.

Jedoch zeigte sich in den murinen Proben ein iasgegeringerer Unterschied in der

Galectin 3 Expression zwischen den Fettdepots.

3.5.2 Expression von Galectin 3 in Adipozyten

Neben einer Expression von Galectin 3 im humandrkiganen Fettgewebe und im
epidydimalen Fettgewebe von C57BL/6 Mausen wurdeKiwaki und Kollegen auch eine
Expression in Adipozyten und Préadipozyten nachgssvi, welche sie aus humanem
subkutanem Fettgewebe isolierten [164]. Im Rahmesed Arbeit sollten diese Ergebnisse
bestétigt werden und weiterhin die Expression voale@in 3 in priméaren humanen

Adipozyten und in der murinen Adipozytenzelllini@3L1 wahrend der Adipogenese
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sowie in Abhanigigkeit verschiedener Medikamente wdinabetogener Einflisse genauer

analysiert werden.

3.5.2.1  Expression von Galectin 3 in primaren humanen Adipayten

Galectin 3 konnte sowohl in primaren humanen Ppianjiten, welche aus dem subkutanen
Fettgewebe dreier Spenderinnen mit unterschiedhcBd | isoliert wurden, als auch in
den entsprechenden aus diesen Zellen differenziefi@ipozyten mittels Immunoblot
detektiert werden. Es zeigte sich eine starke Itidaldes Galectin 3 Proteins in den reifen
Adipozyten aller Spenderinnen (Abb. 56).

Abbildung 56: Western Blot Analyse der Proteineggren von Galectin 3 in subkutanen
humanen Praadipozyten (prd) und in vitro differertgin reifen Adipozyten (reif)
dreier Spenderinnen mit unterschiedlichen BMI. GAP@iente als Ladungs-
kontrolle

Dieses Ergebnis steht im Widerspruch mit den vowaki und Kolllegen detektierten
hoheren Expression von Galectin 3 in isolierten aoem Préaadipozyten [164]. Ob diese
Diskrepanz auf unterschiedliche Isolierungs- undtiierungsmethoden, auf die in vitro
Differenzierung der in dieser Arbeit verwendetermlamen Praadipozyten oder auf den
metabolischen Status der Spenderinnen zurlickzuflilste ist in dieser Arbeit nicht zu
klaren.

Eine Stimulation von primaren humanen Adipozyters aiem subkutanen Fettgewebe
zweier Spenderinnen fur 24 h mit 0,2 und 0,4 mM fbtetin fuhrte mit beiden
eingesetzten Konzentrationen zu einer ReduktionGidectin 3 Expression (Abb. 57A).
Ebenso war die Expression von Galectin 3 in primaheimanen Adipozyten nach
vierundzwanzigstundiger Inkubation mit 10 pug/ml painektin erniedrigt (Abb. 57B).
Sowohl Metformin als auch Adiponektin bewirken edivierung der AMPK, welche fur

die Reprimierung von Galectin 3 verantwortlich sieimnte.
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Abbildung 57: Nachweis von Galectin 3 mittels Imroblot in primaren humanen Adipozyten
aus dem subkutanen Fettgewebe nach 24 h StimulatiorD,2 und 0,4 mM
Metformin (Metf) (A) bzw. 10 pg/ml Adiponektin (Apjn(B). Die Kontrolle der
Beladung efolgte durch Nachweis von GAPDH in ddmselProben.

3.5.2.2  Expression von Galectin 3 in 3T3-L1 Adipozyten

3.5.2.2.1 Expression von Galectin 3 wéahrend der Differenzierng von 3T3-L1
Adipozyten

Wahrend sich in reifen humanen Adipozyten eineksté@ Expression von Galectin 3 im
Vergleich zu den Préadipozyten nachweisen liel3,gteeisich in der murinen

Adipozytenzelllinie 3T3-L1 eine hohe Expression v@alectin 3 in den Praadipozyten
(prd), die bereits einen Tag (1d) nach Induktiom Adipogeneses stark abnahm und
wahrend der gesamten Differenzierung und in deferreAdipozyten (9d) auf diesem

Niveau blieb (Abb. 58).

Abbildung 58:  Bestimmung der Proteinexpression @aectin 3 mittels Western Blot in 3T3-L1
Praadipozyten (pra), in 3T3-L1 Zellen 1 (1d), 2)(&1(3d) bzw. 6 (6d) Tage nach
Induktion der Adipozytendifferenzierung und in exif 3T3-L1 Adipozyten (9d).
GAPDH diente als Ladungskontrolle.

Die héhere Expression von Galectin 3 in Praadipozyin Vergleich zu reifen Adipozyten
deckt sich mit den von Kiwaki und Kollegen publizem Daten, steht aber nicht im
Einklang mit der in den primaren humanen Adipozywetektierten Zunahme von
Galectin 3 (s. 3.5.2.1) [164].



3 Ergebnisse 127

3.5.2.2.2 Regulation der Expression von Galectin 3 in 3T3-LAdipozyten

3.5.2.2.2.1Einfluss von LPS auf die Expression von Galectin & 3T3-L1 Adipozyten

Galectin 3 ist in der Lage LPS zu binden [239]. ZHBmfluss von LPS auf die Expression
von Galectin 3 liegen bereits in anderen ZellereDator: wahrend eine LPS Exposition der
intestinalen epithelialen Zelllinie Caco-2 zu eisgarken Induktion von Galectin 3 fuhrt,
inhibiert eine klassische Aktivierung von Makropbagmit LPS die Expression und
Sekretion von Galectin 3 [240, 241].

Abbildung 59: Immunoblotanalyse von Galectin 3 ii33.1 Adipozyten, welche wahrend der
neuntagigen Differenzierung mit 10 ng/ml LPS stieal wurden. Als
Ladungskontrolle diente GAPDH.

Eine Differenzierung von 3T3-L1 Zellen zu Adipozyten Gegenwart von 10 ng/ml LPS
fuhrte zu einer starken Zunahme von Galectin 3m ifen Adipozyten (Abb. 59).

3.5.2.2.2.2Einfluss von Glukose und Insulin auf die Expressionvon Galectin 3 in
3T3-L1 Adipozyten

Kultivierung von reifen 3T3-L1 Zellen im Anschluas die Differenzierung fur drei Tage
unter hyperglykamischen Bedingungen (HG, 25 mM Gé&a§ fuhrte im Vergleich zur
Kultivierung unter normoglykéamischen BedingungerG(Ne mM Glukose) nicht zu einer
Veranderung der Galectin 3 Proteinexpression (rgeleigt).

Bei einer nachfolgenden vierundzwanzigstindigem@ation mit 0,2 bzw. 2 uM Insulin
zeigte sich unter physiologischen Mengen von Glak&®reits bei der niedrigeren
Insulinkonzentration eine Zunahme von Galectin 3@m 3T3-L1 Adipozyten, wahrend
unter hyperglykdmischen Versuchsbedingungen diededKonzentration von Insulin nur

zu einer schwachen Induktion fihrte (Abb. 60).
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Abbildung 60: Immunoblotanalyse der Galectin 3 Eiraxpression in reifen 3T3-L1 Adipozyten
nach dreitdgiger Kultivierung unter normo- bzw. Byglykdmischen (NG bzw.
HG) Bedingungen und anschlieBender Stimulationyitund 2 uM Insulin fr
24 h. Der Nachweis der GAPDH Proteinexpressiontdidar Ladungskontrolle.

3.5.2.2.2.3Einfluss von Fettsduren auf die Expression von Gabtéin 3 in 3T3-L1
Adipozyten

Eine Differenzierung von 3T3-L1 Adipozyten in Gegeamt sowohl von Palmitinsaure,
einer gesattigten Fettsaure, als auch von Olséaimer, einfach ungesattigten Fettsaure, oder
Linolsaure, einer mehrfach ungesattigten Omegat&&are, fihrte bei einer Konzentration
von 200 puM zu einer starken Induktion der Gale&ifexpression (Abb. 61). Bei einer
hoheren Konzentration von 400 uM der Fettsdurerb(Ald) konnte ebenso wie bei einer
vierundzwanzigstindigen Stimulation der reifen 3T3Adipozyten mit 200 und 400 uM
der Fettsauren kein Einfluss auf Galectin 3 dedektierden (nicht gezeigt).

Abbildung 61:  Western Blot Analyse der Galectin ®tBinexpression in 3T3-L1 Adipozyten,
welche unter Zusatz von 200 und 400 uM PalmitinsgBA), Olsaure (OA) bzw.
Linolsaure (LA) differenzeriert wurden. GAPDH dierdls Ladungkontrolle.

Die Induktion der Galectin 3 Expression bei Difiezeerung der 3T3-L1 Adipozyten unter
Zusatz von Fettsauren war dosisabbhéngig, wie ibildilbng 62 zu erkennen ist. Die
Differenzierung zu Adipozyten in Anwesenheit von,5,225, 50, 100 und 200 puM
Palmitinsaure (Abb. 62A), Olsaure (Abb. 62B) bzvndlsaure (Abb. 62C) filhrte zu einer
sukzessiven Zunahme des Galectin 3 Proteins inZadien. Palmitinsaure und Olsaure

bewirkten bereits in einer Konzentration von 100 gdi& hochste Induktion von Galectin 3,



3 Ergebnisse 129

wahrend Linolséure in einer Konzentration von 200ip der Lage war die Expression von

Galectin 3 sogar noch weiter zu steigern.

Abbildung 62: Detektion von Galectin 3 Protein el$t Immunoblot in 3T3-L1 Adipozyten,
welche in Gegenwart von 12,5, 25, 50, 100 und 2d0Ralmitinsaure (PA) (A),
Olsaure (OA) (B) oder Linolsdure (LA) (C) differéet wurden. Als
Ladungskontrolle wurde GAPDH verwendet.

3.5.2.2.2.4Einfluss von Metformin, Fenofibrat und Pioglitazon auf die Expression von
Galectin 3 in 3T3-L1 Adipozyten

Eine Stimulation der 3T3-L1 Adipozyten fir 24 h siw mit dem PPAR Agonisten
Fenofibrat in Konzentrationen von 10 und 50 pM asmh mit dem PPARAgonisten
Pioglitazon in Konzentrationen von 3,75, 7,5 und512M hatte keinen Einfluss auf die
Expression von Galectin 3 (nicht gezeigt). Einewelzwanzigstiindige Inkubation mit 0,1
und 0,2 mM Metformin bewirkte in den 3T3-L1 Adipdeyn im Gegensatz zu den humanen
Adipozyten (s. 3.5.2.1) ebenfalls keine VeranderdegGalectin 3 Proteinexpression (nicht

gezeigt). Dies konnte jedoch an dem Einsatz geranddengen Metformin liegen.
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3.5.2.2.3 Effekte des Knock-downs von Galectin 3 in 3T3-L1 4&n

Da die Expression von Galectin 3 spezifisch fir dé&zerale Fettgewebsdepot war
(s. 3.5.1.1 und 3.5.1.2), wahrend der Adipogeneseliert war (s. 3.5.2.1 und 3.2.2.2.1)
und sich in Adipozyten durch verschiedene diabeateg8timuli sowie durch Metformin

und Adiponektin beeinflussen lie3 (s. 3.5.2.2.2jrde in weiteren Versuchen die
Auswirkung einer Galectin 3 Defizienz in 3T3-L1 Adzyten untersucht. Hierflr wurde
die Expression des Galectin 3 Proteins durch Tedtisin der 3T3-L1 Zellen am Tag O vor
Induktion der Differenzierung mit 100 nM GalectinsdRNA unterdrickt (s. 2.2.1.4.4).
Anschliel3end wurden die Zellen nach dem Standarokwot zu Adipozyten differenziert

(s.2.2.1.4.2).

In den reifen 3T3-L1 Adipozyten war am Tag 9 naah&ndlung mit Galectin 3 siRNA
nicht nur deutlich weniger Galectin 3 exprimierts ain den mit Kontroll siRNA

transfizierten Zellen, sondern auch deutlich wenkg®BP4 Protein nachweisbar (Abb. 63).

Abbildung 63: Immunoblotanalyse der Galectin 3 &#dBP4 Proteinexpression in reifen 3T3-L1
Adipozyten, welche vor Induktion der Differenziegumit 100 nM Galectin 3
SiRNA (Gal3 siRNA) bzw. Kontroll siRNA (Kontr siRNAtransfiziert wurden. Es
sind jeweils drei unterschiedliche Ansétze gezeidgs. Ladungskontrolle diente
GAPDH.

Uberexpression von Annexin A6 in 3T3-L1 Adipozytiérte hingegen zu einer erhéhten
Expression von Galectin 3, die von einer Induktvom FABP4 begleitet war (s. 3.3.2.2.3).
Inwieweit die koordinierte Expression von Gale@imund FABP4 in diesen Experimenten
auf eine gemeinsame Regulation der beiden Proteirieckzufiihren ist, misste in weiteren
Versuchen geklart werden.

Einhergehend mit der geringeren Expression von FABfesen die 3T3-L1 Adipozyten
bei einem Knock-down von Galectin 3 einen geringem@ifferenzierungsgrad auf
(Abb. 64A) und bildeten weniger Lipidtropfchen dAdbb. 64B).
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Abbildung 64:  Morphologie reifer 3T3-L1 Adipozytedie vor Induktion der Differenzierung mit
100 nM Galectin 3 si RNA bzw. 100 nM Kontroll siRN#ansfiziert wurden.
(A) Lichtmikroskopische Aufnahme Galectin 3 siRNAdu Kontroll siRNA
behandelter 3T3-L1 Adipozyten am Tag 9 und (B) Réd O Farbung der
Lipidtropfen in Galectin 3 siRNA und Kontroll siRNAehandelten 3T3-L1
Adipozyten am Tag 9. Bilder rechts jeweils 100fadtezgroRerung, Bilder links
jeweils 400fache VergroRerung.

Die geringere Differenzierung der Zellen und diernvederte Einlagerung von
Triglyzeriden konnte auch durch die Bestimmung des den Zellkulturiiberstand
sezernierten Adiponektins und der Menge an gesede Triglyzeriden in den Zellen
bestatigt werden (Abb. 65). So sezernierten diee@a 3 siRNA behandelten 3T3-L1
Adipozyten mit 8,6 + 7,2 ng/ml Adiponektin im Zalituriiberstand nur 22% der Menge an
Adiponektin der Kontroll sSiRNA behandelten Zelleritr89,1 £ 3,2 ng/ml (p < 0,0001)
(Abb. 65A). Die Menge der in den 3T3-L1 Adipozyteimgelagerten Triglyzeriden betrug
bei Knock-down der Galectin 3 Proteinexpressiort Gy08 + 0,05 mg/mg Zellprotein nur
12 % der Kontrollzellen mit 0,87 + 0,57 mg/mg Zetifein (p = 0,017) (Abb. 65B).
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Abbildung 65:  Bestimmung von Adiponektin in den [Kelturiiberstanden (A) bzw. Bestimmung
der Triglyzeride in den Zelllysaten (B) am Tag $ Béferenzierung von 3T3-L1
Adipozyten, welche vor Induktion der Differenziegumit Galectin 3 siRNA bzw.
Kontroll siRNA behandelt wurden. (* p < 0,05)

Bei einer Stimulation von Galectin 3 siRNA behatelel 3T3-L1 Adipozyten nach
Abschluss der Differenzierung am Tag 9 fur 20 mih 59 und 200 nM Insulin konnte
keine Veranderung in der Sensitivitdt der Zellergaggiber Insulin im Vergleich zu

Kontroll siRNA behandelten Zellen nachgewiesen ward

Abbildung 66: Immunoblotanalyse der Proteinexpia@ssion p-AKT, AKT und Galectin 3 nach
zwanzigminutiger Stimulation mit 50 und 200 nM Ilhsuin reifen 3T3-L1
Adipozyten, die vor Induktion der Differenzierungtrh00 nM Galectin 3 siRNA
(Gal3 siRNA) bzw. 100 nM Kontroll siRNA (Kontr siRN transfiziert wurden.

Wie in Abbildung 66 dargestellt ist, war in Zellemnit einer geringeren Galectin 3

Expression die basale Menge von AKT geringfugigdobath Bei Stimulation mit Insulin
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konnte in diesen Zellen jedoch kein Unterschiedem Phosphorylierungsniveau der AKT
detektiert werden. Auch die Expression und Aktiviegs der ERK1/2 war unverandert

(nicht gezeigt).

353 Galectin 3 im humanen Serum

Galectin 3 wird in verschiedenen Zellen und Gewedgorimiert und als I6sliches Protein
sowohl in den Extrazellularraum als auch in dag Bhgegeben [139]. Der Nachweis von
Galectin 3 in Adipozyten und die hohere Expression Galectin 3 im humanen viszeralen
Fettgewebe (s. 3.5.1.1) legten eine Untersuchung Skerumspiegel dieses neuen
Adipozytokins im Zusammenhang mit Adipositas undo T3 Diabetes nahe [164]. Des
Weiteren sollte der Beitrag des viszeralen Fettgpeseam systemischen Galectin 3 durch
Messung des Proteins im Pfortaderblut evaluiertemr wie dies bereits flr einige wenige
andere Adipozytokine erfolgte [50].

Fur die Analyse der Galectin 3 Serumspiegel in Adipositas und im Typ 2 Diabetes
mellitus wurden die Serumproben zweier Probandeypgm verwendet: zum einen Proben
der Probandengruppe 1 bestehend aus 23 normaldmeich(BMI 25 kg/m?),
30 ubergewichtigen (BMI > 25 kg/m?) und 30 Typ alsktischen Mannern (Tab. 3) zum
anderen Proben der Probandengruppe 2 bestehend5absauen und 55 Mannern mit
Typ 2 Diabetes mellitus (Tab. 5) (s. 2.2.8.1).

Die Bestimmung von Galectin 3 mittels ELISA im Sarder Probandengruppe 1 (Tab. 3)
zeigte, dass die Galectin 3 Serumkonzentration dgp 2 Diabetiker und der
Ubergewichtigen Kontrollen hoch war. Im Vergleicit den normalgewichtigen Kontrollen
war Galectin 3 in den Typ 2 Diabetikern und denrgbwichtigen Kontrollen jedoch
signifikant erhoht (Tab. 3 und Abb. 67A).
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T2D UG NG p-Wert
Anzahl 30 30 24
Alter (Jahre) 66 (48-88) 58 (41-79) 54 (40-73)  80D,017
BMI (kg/m2) 30,7 (21,2-40,0) 27,8 (25,0-35,5) 2829,0-24,9) 0,043 <0,00%°
WHR 1,05 (0,87-1,35) 1,01 (0,90-1,14) 0,92 (0,8B3), 0,004, <0,00%°
Glukose (mmol/l) 7,71 (3,83-13,814,66 (3,50-6,55) 4,71 (3,89-6,44) <0,6061
HDL (mmol/l) 1,01 (0,54-1,40) 1,35(0,88-2,07) 1,3709-2,07) <0,00
LDL (mmol/l) 3,81 (2,12-5,64) 4,69 (2,69-8,13) 4,%80-7,36) 0,006 0,004
CRP (mg/l) 4,2 (0,2-42,6) 2,0 (0,3-40,1) 0,7 (0,88 0,00%, <0,00%
Medikamente
ACEI 12 8 1
ARB 6
Betablocker 14 3 1
Diuretika 20 9 1
Lipidsenker 14 10 2
Insulin 10
Urikostatika 10 1 1
Metformin 12
Sulfonylharnstoff 6
Digitalis 7

Adipozytokine

Adiponektin (ug/ml) 2,6 (0,8-7,0) 2,8 (1,2-6,4) 2160-9,4)

Leptin (ng/ml) 12,6 (3,4-82,9) 5,7(1,8-26,5) 3,3(1,2-14,6) 0,005, 0,013,
<0,00%
Restistin (ng/ml) 17,9 (10,3-38,4) 9,6 (5,9-18,3) ,7 8,6-17,8) <0,007
Galectin 3 (ng/ml) 5,6 (3,8-8,8) 5,4 (3,5-8,1) @©®-6,2) 0,009 0,003
Tabelle 3: Anthropometrische und metabolischeeDaker Probandengruppe 1 bestehend aus

normalgewichtigen Mannern (BMI 25 kg/m2, NG), Ubergewichtigen Mannern
(BMI > 25 kg/m2, UG) und Mannern mit Typ 2 Diabetasllitus (T2D).

p-Werte: T2D gegen UG UG gegen NG: T2D gegen NG.

Angiotensin Converting Enzymimhibitor (ACEI), Angiotensin 1l Receptor
Blocker(ARB), Body Mass IndeiBMI), C-Reactive ProteifCRP),High-Density
Lipoprotein(HDL), Low-Density LipoproteirfLDL).
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Abbildung 67: Bestimmung des systemischen Gale@&inmittels ELISA im Serum der
Probandengruppe 1 (Tab. 3) bestehend aus normalgigein (BMI  25kg/mg?)
(NG), uibergewichtigen (BMI > 25kg/m2) (UG) und Typdiabetischen (T2D)
Méannern (A) und Korrelation der Galectin 3 Serungemtration mit dem BMI
(B), dem Serum Resistin (C) und dem Alter (D) ias#im Kollektiv.

Die systemische Galectin 3 Konzentration in diesEollektiv zeigte eine positive
Korrelation zu BMI (Abb. 67 B), Serum Resistin (Al#7C) und Alter (Abb. 67D) sowie
WHR und Serum Leptin der Probanden (Tab. 3). Diseelationen hatten jedoch nach
Korrektur fur BMI und WHR keinen Bestand (Tab. B)ne Korrelation des systemischen
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Galectin 3 mit Serum Nuchternglukos€;Reacitve Protein(CRP), LDL- und HDL-

Cholesterin sowie systemischen Adiponektin (Tabag)nicht vor (nicht gezeigt).

Korrelation von Pearson Partielle Korrelation nach

Galectin 3mit  Korrelation ~ P"We™  Korrektur fir BMI und WHR p-Wert
Leptin (ng/ml) 0,250 0,023 0,084 n.s.
Restistin (ng/ml) 0,377 <0,001 0,247 n.s.
Alter 0,308 0,005 0,276 n.s.
BMI 0,357 0,001
WHR 0,318 0,003
Tabelle 4: Pearson Korrelation des systemischeledBn 3 mit Leptin, Resistin, Alter BMI

und WHR und partielle Korrelation des systemisclectin 3 nach Korrektur
fur BMI und WHR mit Leptin, Resistin und Alter iredProbandengruppe 1.

Die Bestimmung von Galectin 3 mittels ELISA im Saruder Probandengruppe 2
bestehend aus 100 Frauen und Ménnern mit Typ 2el@alzeigte keinen Unterschied in
der Galectin 3 Konzentration zwischen Frauen unchidén (Tab. 5 und Abb. 68A). Ein
Geschlechtsdimorphismus wie fir andere Adipozytekiag demnach nicht vor. Eine
Korrelation der Galectin 3 Serumkonzentration ieséim Kollektiv mit Alter, BMI, Dauer
der Diabeteserkrankung, CRP, LDL- und HDL-Cholestender C-Peptid war nicht
gegeben (Tab. 5). Jedoch zeigte sich eine negdtiveelation des Galectin 3
Serumspiegels mit dem HbAlc Wert der Probanden (A68B). Patienten der
Probandengruppe 2 mit Bluthochdruck, Neuropathiegtin@pathie, Nephropathie,
peripherer arterieller Verschlu3krankheit oder karer Herzkrankheit wiesen keine
veranderten Galectin 3 Serumspiegel auf (Tab.&joch war die Serumkonzentration an
Galectin 3 in Typ 2 Diabetikern mit einem CRP Wert5 mg/l signifikant hoher im
Vergleich zu Typ 2 Diabetikern mit einem CRP-Werb mg/l, welches der Referenzwert
des ortlichen Labors ist (Abb. 68C).
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Frauen Mé&nner p-Wert
Anzahl 45 55
Alter (Jahre) 67 (45-84) 61 (41-86)
BMI (kg/m2) 26,5 (12,5-48,8) 28,4 (16,8-43,9) p<@10
C-Peptid (ng/ml) 1,6 (0,1-9,2) 1,7 (0,2-5,6)
HDL (mmol/l) 1,30 (0,38-2,49) 1,16 (0,31-2,17)
LDL (mmol/l) 2,80 (2,07-4,61) 3,10 (2,07-7,02)
Dauer des Diabetes (Jahre) 5 (0-35) 5 (0-30)
HbAlc (%) 6,8 (5,5-12,8) 7,2 (4,8-13,4)
CRP (mg/l) 3,2 (0-167) 3,7 (0-195)
Medikamente
ACEI 14 20
ARB 8 3
Betablocker 13 15
Lipidsenker 11 15
Metformin 17 21
Sulfonylharnstoffe 11 15
Glinide 3 2
Glitazone 2
Konventionelle Insulintherapie 8 9
Intensivierte Insulintherapie 12 17
Nitrate 1
Adipozytokine
Galectin 3 (ng/ml) 5,3 (2,1-15,3) 4,6 (2,1-15,2)

Tabelle 5:

Anthropometrische und metabolischeeDaker Probandengruppe 2 bestehend aus

Frauen und Mannern mit Typ 2 Diabetes mellitus.

Angiotensin Converting Enzymmhibitor (ACEI), Angiotensin |1l Receptor
Blocker(ARB), Body Mass IndeBMI), C-Reactive Protei(fCRP),High-Density
Lipoprotein(HDL), Low-Density LipoproteifLDL).
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Abbildung 68: Bestimmung des systemischen Gale@&inmittels ELISA im Serum der
Probandengruppe 2 (Tab. 5) bestehend aus 100 FraueManner mit Typ 2
Diabetes mellitus (A) und Korrelation der GalecBnSerumkonzentration in
diesem Kollektiv mit dem HbAlc Wert (B). GalectinS&rumkonzentration in
Typ 2 Diabetes mellitus Patienten dieses Kollekthiseinem CRP-Wert bzw. >
5 mg/l (C). Galectin 3 Konzentration im Serum voypT2 Diabetes mellitus
Patienten dieses Kollektivs mit &hnlichem Alter, Bvhd CRP-Wert ohne und
mit Behandlung mit Metformin (D).

Bei einer Untersuchung des Einflusses verschieddfextikamente auf die Galectin 3
Serumkonzentration der Typ 2 Diabetes Patienten Rl@bandengruppe 2 war kein
Zusammenhang mit der Behandlung mit Lipidsenkémgiotensin Converting Enzyme
Inhibitors (ACEI), Sulfonylharnstoffen, Beta-Blockern oder nei intensivierten

Insulintherapie zu erkennen. Fir eine Aussage ideer Einfluss einer Behandlung mit
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Angiotensin 1l Receptor BlockdARB), Gliniden, Glitazone und einer konventioeell

Insulintherapie lagen jeweils zu wenige Patienten fab. 5). Bei einem Vergleich von
Patienten dieses Kollektivs mit oder ohne Behargllait Metformin, welche sich im Alter,
BMI und CRP-Wert nicht signifikant unterschiederijgte sich eine signifikant niedrigere
Galectin 3 Serumkonzentration in den 21 Patienteglche Metformin einnahmen, im
Vergleich zu den 34 Patienten, welche kein Metfarrminnahmen (Abb. 68D). Dieses
Ergebnis stimmt mit der in primaren humanen Adipgery gefundenen verringerten

Galectin 3 Expression nach Stimulation mit Metfarriberein (s. 3.5.2.1).

mit ohne p-Wert
Bluthochdruck 79 21 n.s.
Neuropathie 28 70 n.s.
Nephropathie 26 74 n.s.
Retinopathie 14 86 n.s.
pAVK 12 88 n.s.
KHK 18 82 n.s.

Tabelle 6: Zahl der Typ 2 Diabetes mellitus Rdga mit Bluthochdruck, mikro- und

markovaskulédren Erkrankungen in der Probandengrupp&s wurden keine
signifikantenUnterschieden im systemischen Gale8tibei Patienten mit oder
ohne den aufgefiihrten Komplikationen gemessen t(nggnifikant, n.s.).
Periphere arterielle VerschlulZkrankheit (pAVK), &oare Herzkrankheit (KHK).

Fur die Untersuchung des Beitrages des viszeratigdwebes zur systemischen Galectin
3 Menge wurden portalventse, systemisch vendsesystemisch arterielle Serumproben
von 2 Mannern und 3 Frauen (Alter 64 (52-73) Jaamga)ysiert, welche sich aufgrund nicht
leberbedingter Erkrankungen, wie z.B. Metastaseéralk&patischer maligner Tumore, einer
Operation an der Leber unterziehen mussten undalerbeberfunktionen aufwiesen. Die
Bestimmung der Galectin 3 Serumkonzentration infeaiben dieser Probanden zeigte eine
signifikant hohere Menge an Galectin 3 im portabsen Serum im Vergleich zum
systemisch vendsen Serum auf (Abb. 69). Die nadbaee hthere Menge an Galectin 3 in
der Pfortader spricht flr einen bedeutsamen Beitieg) durch das viszerale Fettgewebe
sezernierten Galectin 3 an dessen Gesamtserumkoatzsm
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Abbildung 69: Bestimmung der Galectin 3 Menge nsttELISA in portalvendsen (PVS) und
systemisch vendsen (SVS) Serum von zwei Mannern dmed Frauen mit
normaler Leberfunktion.

Im systemisch arteriellen Serum konnte kein sigaifter Unterschied der Galectin 3
Konzentration zum portalvenésen und systemisch s@mdSerum gemessen werden
(nicht gezeigt). Ein Ergebnis, welches eine erhddgephere Synthese oder Degradation

nicht nahelegt.

3.54 Einfluss von Galectin 3 auf primare humane Hepatozgn

Des Weiteren sollte der Einfluss von Galectin 3 sdzerniertes Protein des viszeralen
Fettgewebes auf Hepatozyten analysiert werden. filliewurden primare humane
Hepatozyten dreier Spender (s. 2.2.1.5.2) fur 2hime (Kontrolle, K) oder mit 10 ng/ml
rekombinanten Galectin 3 (G) stimuliert, anschlref3elie RNA der Zellen gewonnen, in
cDNA umgesetzt und zur Hybridisierung von AffymetiHuman Genome U133 _Plus2.0
Arrays (Auftragsarbeit des Kompetenzzentrums fluorészente Bioanalytik in
Regensburg) verwendet (s. 2.2.6). Insgesamt wus&e®00 Gensonden untersucht. Eine
Auswertung der untersuchten Gensonden lieferte enehrKandidatengene, deren
Expression durch Galectin 3 induziert bzw. repriiniwar und von welchen einige in
Tabelle 7 wiedergegeben sind. Die Effekte warengbdsehr gering. Eine Veranderung um
den Faktor zwei wie bei Stimulation mit Omentin faght vor (s. 3.4.5). Eine Verifizierung
der Regulation der identifizierten Kandidatengené mRNA- und Proteinebene mittels
Real-Time RT-PCR und Immunoblot muss noch erfolgen.
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Abkirzung KvsG KvsG KvsG Genname
(Sp1)  (Sp2)  (Sp3)

FABP4 0,5 0,6 0,7 Fatty Acid Binding Protein 4

FABP5 0,4 0,6 0,8 Fatty Acid Binding Protein 5

FABP3 0,8 0,8 0,7 Fatty Acid Binding Protein 3

FST 0,6 1,0 0,9 Follistatin

LGALSS 0,6 0,9 0,8 Galectin 8

LDLR 1,2 1,4 1,4 LDL Receptor

MMP14 1,3 1.4 15 Matrix Metalloproteinase 14

RDH13 1.4 1,2 1.4 Retinol Dehydrogenase 13

STAT1 1,4 3,2 1,7 Signal Transducer and ActivatoFranscription 1
STAT?2 1,5 15 1,1 Signal Transducer and Activatofranscription 2
STAT3 1,5 1,1 1,2 Signal Transducer and Activatofranscription 3
Tabelle 7: Auflistung einiger Gene, deren Expussn der Genexpressionsanalyse von

primdren humanen Hepatozyten dreier Spender (Sp rhiBels Affymetrix
GeneChips® durch Stimulation mit 10 ng/ml rekombiea humanen Galectin 3
(G) im Vergleich zu unstimulierten Kontrollen (K&randert waren.
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3.6 Chemerin und Chemerinrezeptor CMKLR1

Chemerin ist ein chemotaktisch wirkendes Proteielches als Ligand fur den G-Protein
gekoppelten Rezeptor CMKLR1 dient, und spielt ekelle in der angeborenen und
erworbenen Immunantwort [168, 169, 171, 174, 179, 242]. Chemerin kann als 18 kDA
gro3es Protein im Serum nachgewiesen werden undiewwor Kurzem als neues
Adipozytokin identifiziert [165-167, 169, 171, 17481, 242]. Eine Expression von
Chemerin wurde in verschiedenen Fettgewebsdeposs Menschen und der Maus
detektiert, sowie eine Induktion in der Adiposibeobachtet [165-167, 181]. Chemerin und
CMKLR1 werden von Adipozyten synthetisiert und Kkatown Experimente deuten auf
eine Rolle von Chemerin und CMKLR1 in der Adipogemeund einen Einfluss von
Chemerin auf die Insulinsignaltransduktion hin [1B6%, 181-183]. Im Menschen
korrelieren die Serumspiegel von Chemerin mit Merkdes Metabolischen Syndroms wie
BMI, Blutdruck, Insulinresistenz, HDL-Cholesterifiriglyzeriden und Glukose und mit
Entzindungsmakern wie IL-6 und TNF-[165, 184, 185]. Mit seiner Rolle im
Glukosestoffwechsel sowie in der angeborenen umgbréenen Immunantwort kdnnte
Chemerin als neues Adipozytokin somit von Bedeufiing/letabolischen Syndrom sein.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Expression vber@erin und CMKLR1 im subkutanen
und viszeralen Fettgewebe und in Adipozyten untdnsuwerden, sowie die
Serumkonzentration von Chemerin in der Adipositad im Typ 2 Diabetes bestimmt und

der Einfluss von Chemerin als Adipozytokin auf deber evaluiert werden.

3.6.1 Expression von Chemerin und Chemerinrezeptor CMKLR1im humanen

Fettgewebe und in primaren humanen Adipozyten

Ein immunchemischer Nachweis von Chemerin und Chienezeptor CMKLR1 in
gepaarten Proben humanen subkutanen und viszefadttgewebes war mit den
verwendeten Antikdrpern nicht mdoglich. Eine mRNA pEession von Chemerin und
CMKLR1 im subkutanen Fettgewebe zweier Spenderndev2007 von Goralski und
Kollegen beschrieben [166]. Tan und Kollegen wieseriner jungsten Veroffentlichung
eine starkere Expression von Chemerin auf mRNA- Rrateinebene im subkutanen und
viszeralen Fettgewebe von Frauen mit polyzystiscemrsyndrom nach, ohne aber einen
fettdepotspezifischen Expressionsunterschied edtermu kbnnen [181]. Die erfolgreiche

Detektion von Chemerin Protein durch diese Arbeitsge konnte auf die Verwendung
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eines anderen evtl. sensitiveren Antikorpers bzwuf aine unterschiedliche
Probenvorbereitung zurickzufiihren sein.

Des Weiteren zeigten Goralski und Kollegen eineehémRNA Expression von Chemerin
und CMKLR1 in Adipozyten verglichen mit Praadipoayt welche aus humanem
subkutanem Fettgewebe isoliert wurden [166]. In eeinnmmunoblotanalyse der
Proteinexpression von Chemerin und CMKLR1 ProteinPraadipozyten, welche aus
subkutanen Fettgewebe isoliert wurden, und in d@speechenden aus diesen Zellen in
vitro differenzierten Adipozyten von zwei Spendeen konnte in den Adipozyten einer
Spenderin eine hohere Expression von Chemerin uMKLR1 detektiert werden
(Abb. 70).

Abbildung 70:  Nachweis von Chemerin und Chemerigpéar CMKLR1 mittels Immunoblot in
den subkutanen Praadipozyten und in vitro diffdemten Adipozyten zweier
Spenderinnen sowie im Lebergewebe zweier weitengen&er. Gleichzeitig
erfolgte ein Nachweis von 40 und 10 ng rekombirmaritemanen Chemerins.
GAPDH diente als Ladungskontrolle.

Insgesamt war die Expression beider Proteine inRigadipozyten und Adipozyten sehr
gering verglichen mit ihrer Expression im Lebergbwevon zwei Spendern. Ein
gleichzeitiger Nachweis von 40 und 10 ng rekombi@arhumanen Chemerins zusammen
mit diesen Proben bestatigte die Spezifitat undsBeiat des Antikdrpers als auch die

schwache Expresssion von Chemerin in den primac#poXyten.
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3.6.2 Expression von Chemerin und Chemerinrezeptor CMKLR1im Fettgewebe
der Maus und in murinen 3T3-L1 Adipozyten

3.6.2.1  Expression von Chemerin und Chemerinrezeptor CMKLR1 im

subkutanen und viszeralen Fettgewebe der Maus

In den gepaarten Proben subkutanen und viszeraltgelwebes von vier C57BL/6 Mausen

liel3 sich eine eindeutig starkere Expression imarglen Fettdepot nachweisen (Abb. 71).

Abbildung 71:  Analyse der Chemerin Proteinexprassioden gepaarten Proben subkutanen und
viszeralen Fettgewebes von vier C57BL/6 Mausen emsitimmunoblot. Die
Coomassie-Farbung der PVDF-Membran bestatigte diichgnaiige
Probenbeladung.

Bislang liegen keine Daten zur Expression von ChemErotein im Fettgewebe von
Mausen vor. In der Leptindefizienten ob/ob Maus deukein Unterschied der Chemerin
und CMKLR1 mRNA Expression zwischen dem subkutanem dem viszeralen
Fettgewebe beschrieben, wahrend eine Northern Blodlyse eine hohere mRNA
Expression von Chemerin im viszeralen FetgewebeG®NBL/6 Mausen aufzeigte [166,
182].

3.6.2.2  Expression von Chemerin und Chemerinrezeptor CMKLR1 in 3T3-L1
Adipozyten

3.6.2.2.1 Expression von Chemerin und Chemerinrezeptor CMKLR1wé&hrend der

Differenzierung von 3T3-L1 Adipozyten

Wahrend der Differenzierung von murinen 3T3-L1 £elzu Adipozyten konnte eine starke
Induktion des Chemerinrezeptors CMKLR1 ausschios3am Tag 1 der Differenzierung
detektiert werden. Die Expression von Chemerin dnotnahm am Tag 6 der
Differenzierung leicht zu um dann in den reifen 3TI3Adipozyten sehr stark exprimiert
zu werden (Abb. 72).
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Abbildung 72:  Bestimmung der Chemerin und CMKLRbtBinexpression mittels Western Blot
in 3T3-L1 Praadipozyten (pra), in 3T3-L1 Zellen1d), 2 (2d), 3 (3d) bzw. 6 (6d)
Tage nach Induktion der Adipozytendifferenzierungduin reifen 3T3-L1
Adipozyten (9d). GAPDH diente als Ladungskontrolle.

In der Literatur wird eine stetige Zunahme der mREApression von Chemerin und
CMKLR1 wahrend der Adipogenese von 3T3-L1 Zelleh der hochsten Expression in den
reifen Adipozyten beschrieben [166, 167]. Daten HExpression von Chemerin und
CMKLR1 auf Proteinebene in 3T3-L1 Adipozyten liegdnslang nicht vor. Die
abweichende starke Expression des CMKLR1 Proteids h2 nach Induktion der
Adipogenese konnte auf eine Regulation der Pratpiession auf translationeller Ebene

zurUckzufiuhren sein.

3.6.2.2.2 Regulation der Expression von Chemerin und Chemerirezeptor
CMKLR1 in 3T3-L1 Adipozyten

3.6.2.2.2.1Einfluss von LPS auf die Expression von Chemerin wh Chemerinrezeptor
CMKLR1 in 3T3-L1 Adipozyten

Eine Stimulation von 3T3-L1 Zellen im Verlauf derdipozytendifferenzierung mit
10 ng/ml LPS bewirkte eine starke Induktion desnobiaktisch wirkenden Chemerin
Proteins in den reifen 3T3-L1 Adipozyten, welchanionchemisch mittels Western Blot
detektiert werden konnte (Abb. 73).

Abbildung 73:  Immunoblotanalyse von Chemerin in 313 Adipozyten, welche wahrend der
neuntagigen Differenzierung mit 10 ng/ml LPS stimal wurden. Als
Ladungskontrolle diente GAPDH.
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3.6.2.2.2.2Einfluss von Glukose und Insulin auf die Expressiornvon Chemerin und
Chemerinrezeptor CMKLR1 in 3T3-L1 Adipozyten

Um den Einfluss von Glukose und Insulin auf die E&ggion von Chemerin und CMKLR1
zu untersuchen, wurden reife 3T3-L1 Zellen nachchhsss der Differenzierung fur drei
Tage unter hyperglykdmischen Bedingungen (HG, 25 n@Wkose) bzw. unter
normoglykdmischen Bedingungen (NG, 5 mM Glukoseltilart und anschlieend fur
24 h mit 0,2 bzw. 2 uM Insulin stimuliert.

Basal zeigte sich unter hyperglykamischen Versustlisigungen eine etwas niedrigere
Expression von Chemerin und eine etwas hohere Esijoe von CMKLR1 auf
Proteinebene. Bei Stimulation mit Insulin zeigtechsibei Chemerin sowohl unter
physiologischen Mengen von Glukose als auch unieetglyk&dmischen Bedingungen eine
Abnahme der Proteinexpression, wahrend sich bei CRIK unter den gleichen
Versuchsbedingungen eine Zunahme der Proteinex@nesach Stimulation mit Insulin
zeigte, die unter hyperglykdmischen Bedingungeerdithgs nur bei Einsatz der hoheren

Konzentration an Insulin zu erkennen war (Abb. 74).

Abbildung 74: Immunoblotanalyse der Chemerin und KLIR1 Proteinexpression in reifen
3T3-L1 Adipozyten nach dreitagiger Kultivierung entnormo- bzw. hyper-
glykdmischen (NG bzw. HG) Bedingungen und anschhe@r Stimulation mit
0,2 und 2 uM Insulin far 24 h. Der Nachweis der &P Proteinexpression
diente der Ladungskontrolle.

3.6.2.2.2.3Einfluss von Fettsduren auf die Expression von Cheenin und
Chemerinrezeptor CMKLR1 in 3T3-L1 Adipozyten

Um einen mdglichen Einfluss von freien Fettsdurehdse Expression von Chemerin und

CMKLR1 in 3T3-L1 Adipozyten zu untersuchen, wurd&h3-L1 Zellen in Anwesenheit

von 200 bzw. 400 pM Palmitinsaure, Olsaure odeolsiure differenziert. Eine Analyse



3 Ergebnisse 147

der Proteinexpression in den reifen Adipozyten aag 9 mittels Immunoblot zeigte eine
Induktion von Chemerin mit beiden verwendeten Koagionen Palmitinsaure (PA),
einer gesattigten Fettsaure, sowie der einfachsittigten Olsaure (OA) und der mehrfach

ungesattigten Omega-6-Fettsaure Linolsaure (LAD(AD).

Abbildung 75:  Analyse der Proteinexpression von r@één und CMKLR1 mittels Immunoblot
in 3T3-L1 Zellen, welche wahrend der Adipozytengtiffnzierung mit
Palmitinsaure (PA), Olsaure (OA) bzw. LinolsaureAJL(200 und 400 uM)
behandelt wurden. Die Detektion von GAPDH in deroben zeigte eine
gleichmaRige Beladung des Blots.

Die Proteinexpression von CMKLR1 nahm nach Stimoiamit Olsaure und Linolsaure
ebenfalls mit beiden verwendeten Konzentrationen wéhrend sie mit 200 pM
Palmitinsaure unverandert war und 400 uM Palmitins@bnahm (Abb. 75).

3.6.2.2.2.4Einfluss von Metformin, Fenofibrat und Pioglitazon auf die Expression von
Chemerin und Chemerinrezeptor CMKLRL1 in 3T3-L1 Adipozyten

Eine Stimulation der 3T3-L1 Adipozyten fir 24 h s@w mit dem PPAR Agonisten

Fenofibrat in Konzentrationen von 10 und 50 pM asmh mit dem PPARAgonisten

Pioglitazon in Konzentrationen von 3,75, 7,5 un¢b2M oder mit dem AMPK Aktivator
Metformin in Konzentrationen von 100 und 200uM b&atteinen Einfluss auf die
Expression von Chemerin und CMKLR1 (nicht gezeigt).



3 Ergebnisse 148

3.6.3 Chemerin im humanen Serum

Chemerin wird vom Fettgewebe synthetisiert und seee und lasst sich im Serum
nachweisen [165-167, 181]. Wahrend eine fettdepatépche Expression von Chemerin
nicht beschrieben wurde, konnten mehrere Arbeitgggn eine hoéhere Expression im
Fettgewebe in der Adipositas nachweisen [165, 183). Zu den Konzentrationen von
Chemerin im humanen Serum liegen bereits DatenBazaoglu und Kollegen konnten im
Serum von Typ 2 Diabetikern und glukosetolerantemtkollen keinen Unterschied im
Chemerinspiegel nachweisen [165]. Stejskal und dgelh hingegen identifizierten die
Hohe des Chemerinserumspiegels als unabhangigeteMar das Metabolische Syndrom,
wéhrend Tan und Kollegen einen Zusammenhang zwis@rad der Insulinresistenz und
dem Serumchemerin fanden [181, 185]. Die Bestimmuorg Chemerin in Serumproben
von drei Probandengruppen sollte nun klaren, okesyisches Chemerin in der Adipositas
erhoht ist und mit anderen Adipozytokinen und Entkingsmarkern Kkorreliert. Des
weiteren sollte der Beitrag des viszeralen Fett@peseam systemischen Chemerinspiegel
analysiert werden.

Die Probandengruppe 1 setzte sich aus 30 normaigegen (BMI 25 kg/m?),
39 Ubergewichtigen (BMI > 25 kg/m?) und 44 Typ alsktischen Mannern zusammen,
deren anthropometrische und metabolische Daten abelle 8 wiedergegeben sind
(s.2.2.8.1).

Die Bestimmung von Chemerin in den SerumproberPdebandengruppe 1 mittels ELISA
zeigte, dass die Chemerin Serumkonzentration dprZlRiabetiker &hnlich hoch war wie
die der Ubergewichtigen Kontrollen, welches mit d@sten einer anderen Arbeitsgruppe
Ubereinstimmt [165]. Im Vergleich mit der Serumkeniration der normalgewichtigen
Kontrollen war das systemische Chemerin in den T3¥pDiabetikern und den
tbergewichtigen Kontrollen jedoch signifikant erhfhab. 8 und Abb. 76A).
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T2D UG NG p-Wert
Anzahl 44 39 30
Alter (Jahre) 64 (42-88) 59 (41-79) 61 (40-73) @04
BMI (kg/m?) 31,0 (21,2-45,9) 28,1 (25,9-36,5) 2428,0-24,9) <0,00%°
WHR 1,05 (0,87-1,35) 1,01 (0,90-1,14) 0,94 (0,831, 0,012, <0,00%?°
Glukose (mmol/l) 7,16 (3,83-13,814,66 (3,50-6,55) 4,72 (3,88-6,44) <0,661
HDL (mmol/l) 1,06 (0,54-1,55) 1,40 (0,88-2,02) 13701-2,07) <0,007
LDL (mmol/l) 3,99 (2,12-8,29) 5,02 (2,69-10,83%,76 (2,80-7,35) 0,0080,02
CRP (mg/l) 4,0 (0,2-42,6) 2,0 (0,3-29,0) 0,7 (013 0,003, <0,00F
Medikamente
ACEI 15 9 2
ARB 8
Betablocker 19 3 1
Diuretika 25 9 2
Lipidsenker 18 11 4
Insulin 14
Urikostatika 12 1 1
Metformin 20
Sulfonylharnstoff 8
Digitalis 10

Adipozytokine

Adiponektin (ug/ml) 2,8 (0,8-10,6) 3,0 (1,2-8,5) 47%1,0-9,4)

Leptin (ng/ml) 11,4 (3,0-82,9) 5,7 (1,6-26,5) 4,6 (1,2-14,6) 0,003, 0,03,
<0,00%
Restistin (ng/ml) 14,6 (8,5-38,4) 10,0 (5,2-18,3) ,8 8,6-17,8) <0,00T
Chemerin (ng/ml) 144 (64-311) 119 (65-235) 94 (38)1 0,003, <0,00F
Tabelle 8: Anthropometrische und metabolischeeDaker Probandengruppe 1 bestehend aus

normalgewichtigen Mannern (BMI 25 kg/m2, NG), Ubergewichtigen Mannern
(BMI > 25 kg/m2, UG) und Mannern mit Typ 2 Diabetasllitus (T2D).

p-Werte: T2D gegen UG UG gegen NG: T2D gegen NG.

Angiotensin Converting Enzymimhibitor (ACEI), Angiotensin 1l Receptor
Blocker(ARB), Body Mass IndeiBMI), C-Reactive ProteifCRP),High-Density
Lipoprotein(HDL), Low-Density LipoproteirfLDL).
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Abbildung 76: Bestimmung des systemischen Chemanittels ELISA im Serum der
Probandenguppe 1 (Tab. 8) bestehend aus normalyéeyeic (BMI 25kg/m2)
(NG), ubergewichtigen (BMI > 25kg/m?) (UG) und Typdiabetischen (T2D)
Mannern (A) und Korrelation der Chemerin Serumkoizgion mit dem BMI
(B) in diesem Kaollektiv.

Des Weiteren zeigte sich eine malige positive Katicem des Serum Chemerin der
Probanden mit deren BMI (Tab. 9 und Abb. 76B), WutRl CRP Spiegel (Tab. 9), sowie
eine stark positive Korrelation zu deren systenescheptin- und Resistinspiegeln (Tab. 9).
Zudem Kkorrelierte die systemische Chemerin Konagiotm negativ mit dem HDL-

Cholesterin der Probanden (Tab. 9). Die Korrel&iomon Chemerin mit Leptin, Resistin
und HDL-Cholesterin waren auch nach Korrektur fitIind WHR noch vorhanden. Eine
Korrelation von Serum Chemerin mit Alter, Nuchtdutbucker, Gesamtcholesterin, LDL-

Cholesterin, Triglyzeriden und systemischen Adipgingag nicht vor (nicht gezeigt).
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Korrelation von Pearson Partielle Korrelation nach

Chemerin mit Korrelation ~ P"We'  korrektur fiir BMI und WHR p-Wert
Leptin (ng/ml) 0,495 <0,001 0,428 <0,001
Restistin (ng/ml) 0,452 <0,001 0,508 <0,001
CRP 0,337 0,001 0,301 0,005
HDL -0,325 0,001 -0,329 0,002
BMI 0,300 0,001
WHR 0,270 0,004
Tabelle 9: Pearson Korrelation des systemischem@rin mit Leptin, Resistin, CRP, HDL,

BMI und WHR und partielle Korrelation des systerhise Chemerin nach
Korrektur fir BMI und WHR mit Leptin, Resistin, CRBnd HDL in der

Probandengruppe 1 bestehend aus normalgewichtigeméin (BMI 25 kg/m2,

NG), Uibergewichtigen Mannern (BMI > 25 kg/m2, UG)duMannern mit Typ 2
Diabetes mellitus (T2D). (Nicht signifikant, n.s.).

Die Bestimmung des systemischen Chemerin in deang@oben von 46 Frauen und 61
Mannern mit Typ 2 Diabetes mellitus der Probandepge 2 (anthropometrische und
metabolische Daten s. Tab. 10) (s. 2.2.8.1) zeigten geschlechtsspezifischen
Unterschied der Chemerin Serumkonzentration (Talui@® Abb. 77A). Die Chemerin
Serumspiegel dieser Probanden korrelierten nicht witer, BMI, Dauer der
Diabeteserkrankung, CRP, Leukozytenzahl, Triglymsr LDL- und HDL- Cholesterin,
Kreatinin, Kreatinin-Clearance, Harnstoff, Harnswund HbAlc (nicht gezeigt). Jedoch
liel3 sich eine positive Korrelation des systemiscGbemerin mit dem C-Peptidspiegel der
Probanden nachweisen (r = 0,383, p = 0,008; nadmeKiur fur BMI: r = 0,345, p =
0,019). Eine Veranderung des Serumspiegels von €Ememin Patienten der
Probandengruppe 2 mit Bluthochdruck, Neuropathiegtin@pathie, Nephropathie,
peripherer arterieller Verschlu3krankheit oder karer Herzkrankheit war nicht erkennbar
(Tab. 11). Probanden mit einerm CRP Wert > 5 mgftdm jedoch signifikant hohere
systemische Chemerinwerte als Probanden einem C&P-Wb mg/l, wobei dieser Wert
dem Referenzwert des ortliche Labors fir CRP ermisp(Abb. 77B).
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Frauen Méanner p-Wert
Anzahl 46 61
Alter (Jahre) 67 (45-84) 60 (39-86) 0,028
BMI (kg/m2) 26,2 (12,5-48,8) 27,9 (16,8-43,9)
C-Peptid (ng/ml) 1,6 (0,1-9,2) 1,8 (0,2-11,2)
HDL (mmol/l) 1,29 (0,39-2,49) 1,17 (0,31-2,17) peO1
LDL (mmol/l) 2,79 (2,07-4,61) 3,11 (2,07-7,02)
Dauer des Diabetes (Jahre) 5 (0-35) 5 (0-30)
HbA1c (%) 6,8 (5,5-12,8) 7,2 (4,3-13,4)
CRP (mg/l) 4,2 (0-195) 3,8 (0-195)
Medikamente
ACEI 18 15
ARB 3 7
Betablocker 15 14
Lipidsenker 13 11
Metformin 21 16
Sulfonylharnstoff 15 12
Glinide 3 3
Glitazone 2
Alpha-Glukosidase Blocker
Konventionelle Insulintherapie 9 9
Intensivierte Insulintherapie 18 11
Nitrate 2 1

Adipozytokine

Chemerin (ng/ml)

156 (33-425)

140 (43-312)

Tabelle 10:

Anthropometrische und metabolischieeDder Probandengruppe 2 bestehend aus

Frauen und Mannern mit Typ 2 Diabetes mellitus.
Angiotensin Converting Enzynhibitor (ACEI), Angiotensin 1l Rezeptorblocker
(ARB), Body Mass Index(BMI), C-Reactive Protein(CRP), High-Density
Lipoprotein(HDL), Low-Density LipoproteirfLDL).
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Abbildung 77: Bestimmung des systemischen Chemariittels ELISA im Serum der
Probandengruppe 2 (Tab. 10) bestehend aus 107 rFtenge M&nner mit Typ 2
Diabetes mellitus (A) und Chemerin Serumkonzerdratin Typ 2 Diabetes
mellitus Patienten dieses Kollektivs mit einem CRBrt bzw. > 5 mg/l (B).
Frauen Manner Gesamt p-Wert
Anzahl 46 61 107
Bluthochdruck 35 43 78 n.s.
Neuropathie 19 8 27 n.s.
Nephropathie 17 9 26 n.s.
Retinopathie 8 5 13 n.s.
pAVK 6 5 11 n.s.
KHK 11 6 17 n.s.
Tabelle 11:

Zahl der Patienten mit Bluthochdrunikro- und markovaskularen Erkrankungen
in der Probandengruppe 2 bestehend aus Frauen @nddvh mit Typ 2 Diabetes
mellitus. Es wurden keine signifikanten Unterschiéah systemischen Chemerin

bei Patienten mit oder ohne den aufgefiihrten Kdmptinen gemessen (nicht

signifikant, n.s.). Periphere arterielle Verschitikheit (pAVK), koronare
Herzkrankheit (KHK).
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Ein Vergleich des Chemerin Serumspiegels von 1vatgewichtigen Typ 2 diabetischen
Mannern (BMI 25 kg/m?) und 24 normalgewichtigen gesunden Mannder
Probandengruppe 1 (Tab. 8) zeigte zudem, dasshhéckem BMI der Probanden sowohl
CRP (p < 0,001) als auch Chemerin (p < 0,001) imufeder Typ 2 Diabetiker signifikant
hoher waren (Abb. 79).

Abbildung 78: Bestimmung des systemischen ChenigriBerum von normalgewichtigen Typ 2
diabetischen Mannern (BMI 25kg/m2) und normalgewichtigen gesunden
Mannern der Probandenguppe 1 (Tab. 8).

Um den Beitrag des vom viszeralen Fettgewebe serean Chemerins am systemischen
Chemerin zu evaluieren, wurde in portalvendsen (PW8patisch ventsen (HVS) und
systemisch vendsen (SVS) Serum von Patienten, elchFolge einer Leberzirrhose ein
transjugularer intrahepatischer portosystemischeuns (TIPS) implantiert wurde bzw.
welche sich aufgrund anderer nicht leberbedingtekraBkungen einer Operation
unterziehen mussten (Probandengruppe 3) (s. 22@4d Menge an Chemerin mittels
ELISA bestimmit.

Die Messung der Chemerinspiegel ergab in den Ratiemit einer Leberzirrhose eine
ahnliche Konzentration von Chemerin im portalvemdgsad systemischen Serum, jedoch
war die Menge an Chemerin im hepatisch vendsen ndesignifikant hoher als im
portalvendsen Serum (Abb. 79A).
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Abbildung 79:  Bestimmung von Chemerin mittels ELISA portalvendsen (PVS), hepatisch
vendsen (HVS) und systemisch ventsen (SVS) Serum Ratienten mir
Leberzirrhose (A) bzw. gesunden Kontrollen mit nalen Leberfunktion (B).

Typ 2 Diabetiker Kontrollen p-Wert
Anzahl 9 35
Alter (Jahre) 63 (45-36) 49 (40-76) 0,029
BMI (kg/m2) 25 (19-36) 26 (17-38)
HbAl1c (%) 6,5 (4.9-9,8) 5,2 (3,9-6,2) 0,009
Quick-Wert (%) 80 (49-97) 71 (28-100)
Albumin (g/l) 32,1 (3,6-40,0) 33,1 (1,6-47,0)
Chemerin (ng/ml)
PVS 111 (46-187) 106 (11-192)
HVS 122 (66-185) 125 (25-234)
SVS 127 (57-234) 114 (24-140)
Tabelle 12: Patienten der Probandengruppe 3 Hmsde aus Frauen und Mannern mit

Leberzirrhose, welche zuséatzlich an einem Typ Dd8lias mellitus erkrankt waren
bzw. keine Stérung des Glukosestoffwechsels aubmiesEs konnte Kkein
signifikanter Unterschied der Chemerinspiegel imgwentsen (PVS), hepatisch
vendsen (HVS) und im systemischen (SVS) Serum irhdAlgkeit einer
Diabeteserkrankung gemessen werden.
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Von den Patienten mit Leberzirrhose der Probandgaug 3 waren neun an Typ 2 Diabetes
mellitus erkrankt (Tab. 12). Der Serumspiegel vére@erin im PVS, HVS und SVS dieser
Probanden wies jedoch keinen Unterschied im Vesigleu den nicht an Typ 2 Diabetes
mellitus erkrankten Patienten dieses Kollektivs @ab. 12).

Die Chemerin Serumkonzentration der 6 gesundenrBlben lag im gleichen Bereich wie
die Chemerin Konzentration im Serum der Leberziikeo. Eine hohere Konzentration an
Chemerin im HVS im Vergleich zum PVS und SVS konimmeder Kontrollgruppe im
Gegensatz zu den an Leberzirrhose erkrankten Rdeba nicht detektiert werden
(Abb. 79B). Im systemisch arteriellen Serum der talipersonen konnte ebenfalls kein
signifikanter Unterschied der Chemerin Konzentratoum vendsen Serum gemessen
werden (nicht gezeigt). Demzufolge ist eine erhglgdphere Synthese oder Degradation

unwahrscheinlich.

3.6.4 Einfluss von Chemerin auf primare humane Hepatozyte

Zudem sollte der Einfluss von Chemerin als sezagsdrotein des viszeralen Fettgewebes
auf Hepatozyten analysiert werden. Hierfir wurde dDNA von primaren humanen
Hepatozyten dreier Spender (s. 2.2.1.5.2), welc¢ine24 h ohne (Kontrolle, K) oder mit
40 ng/ml rekombinanten Chemerin (C) stimuliert wamd zur Hybridisierung von
Affymetrix Human Genome U133 _Plus2.0 Arrays (Aufsarbeit des Kompetenzzentrums
fur fluoreszente Bioanalytik in Regensburg) einggses. 2.2.6). Insgesamt wurden 55.000
Gensonden untersucht. Eine Auswertung der untetsmc&ensonden lieferte mehrere
Kandidatengene, deren Expression durch Chemerinzied bzw. reprimiert (Tab. 13).
Eine Verifizierung der Regulation der identifiziemt Kandidatengene auf mRNA- und

Proteinebene mittels Real-Time RT-PCR und Immurtainlass noch erfolgen.
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Abklrzung KvsC KvsC KvsC Genname
(Spl)  (Sp2)  (Sp3)

CD36 0,6 1,0 0,8 CD 36 Antigen / Fatty Acid Tramsise

COL8A2 11 1,2 13 Collagen Type VIII Alpha 2

CCNA2 0,8 0,7 0,9 Cyclin A2

IL6ST 0,6 0,9 0,8 Interleukin 6 Signal Transducer

RICTOR 0,5 0,8 0,9 Rapamycin-Insensitive CompabmTOR

SOCS4 0,4 0,8 0,8 Suppressor of Cytokine Signaling

Tabelle 13: Gene, deren Expression in der Geessmnsanalyse von primaren humanen

Hepatozyten dreier Spender (Sp 1-3) mittels AffyiReGeneChips® durch
Stimulation mit 40 ng/ml rekombinanten humanen Caém(C) im Vergleich zu
unstimulierten Kontrollen (K) verandert waren.
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4 Diskussion

4.1 Expression der untersuchten Proteine im Fettgewebe

Eine erhohte Fettgewebsmasse geht mit einer leaditgen systemischen Entziindung
einher. Im hypertrophen Fettgewebe werden vermedaktive Sauerstoffspezies (ROS,
Reactive Oxygen Spediegebildet, die sowohl die adipozytare Insulinresig als auch die
Freisetzung entzindlicher Mediatoren geeinflusggij. [In der Adipositas ist insbesondere
die Zunahme des viszeralen Fettgewebes mit eind@@htam Risiko fur Insulinresistenz
und metabolischen Erkrankungen verbunden [3]. Ilnfken dieser Arbeit wurde daher die
depotspezifische Expression von AOX1, SOD2, Anneri, Omentin, Galectin 3,
Chemerin und Chemerinrezeptor CMKLR1 im subkutamea viszeralen Fettgewebe
sowie der Einfluss von Adipositas, Insulin und Gls& bzw. einer Insulinresistenz auf
deren Expression untersucht.

AOX1 und SOD2 sind zwei der wichtigsten Enzyme die Regulation zellularer ROS.
Galectin 3 und Chemerin regulieren die Funktion viomnmunzellen und sind bei
entzundlichen Erkrankungen erhdht. Zu Beginn didgbeit war lediglich bekannt, dass
beide Proteine vom Fettgewebe freigesetzt werdemerin A6 hingegen beeinflusst die
Aufnahme und zellulare Verteilung von Cholestefda der Anteil an Cholesterin im
Lipidtropfen bestimmt, wieviel Triglyzeride gesplee&t werden kdnnen, wurde eine
Funktion von Annexin A6 in Adipozyten postuliertm@ntin war bereits als ein vermehrt

vom viszeralen Fettgewebe freigesetztes Adipokstieeben.

41.1 Depotspezifische Expression im subkutanen und visaden Fettgewebe

In den gepaarten subkutanen und viszeralen Fetligps@ben von zehn Spendern zeigte
sich eine Uberwiegend viszerale Expression von Rinné&6, Omentin und Galectin 3,
wahrend SOD2 im subkutanen Fettgewebe starker rabgti war. Dieses
Expressionsmuster war auch in den gepaarten sutgkutand viszeralen Fettgewebsproben
von C57BL/6 Mausen zu erkennen, der Unterschied all@rdings im Vergleich zum
humanen Fettgewebe weniger stark ausgepragt. FOf1AKbnnte die in der Literatur
beschriebene erhdhte Expression im viszeralen dwedige auf mRNA Ebene bestatigt
werden [105]. Auf Proteinebene war die Expressioon VAOX1 individuell sehr
unterschiedlich und zeigte keine Préaferenz fur Ettgewebsdepot. Auch fiur die

Expression in der Leber sind fur AOX1 sehr groRRetetbthiede zwischen einzelnen
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Individuen beschrieben worden [101]. Die Detektamer fettdepotspezifischen Expression
von Chemerin und CMKLR1 war in humanen Fettgewatdspn auf Grund der geringen
Sensitivitat der Antikérper nicht mdglich. Von zwkibeitsgruppen wurde eine Expression
beider Proteine im humanen Fettgewebe nachgewiepaigch nicht unter dem
Gesichtspunkt einer depotspezifische Expressioersutht [166, 181]. In den gepaarten
subkutanen und viszeralen Fettgewebsproben von B6Mausen liel3 sich deutlich eine
starkere Expression von Chemerin im viszeralengBettbe nachweisen. Obwohl dieses
Ergebnis in humanen Proben mit einem anderen Amtécdbestatigt werden musste, lasst
sich aufgrund der Ubereinstimmenden Expressionadéeeren untersuchten Proteine im
humanen und murinen System eine hohere Expression Ghemerin im viszeralen
Fettgewebe vermuten. Unter dieser Annahme wurdenirdidieser Arbeit untersuchten
Adipokine Omentin, Galectin 3 und Chemerin Uberwred) vom viszeralen Fettgewebe
sezerniert.

Zudem wurde die depotspezifische Expression weitEteine im subkutanen und
viszeralen humanen Fettgewebe untersucht. Adipomekdipophilin, ApoE und Flotillin 1
wurden vermehrt im subkutanen Fettgewebe und PIBK@D163 vermehrt im viszeralen
Fettgewebe exprimiert. Das Expressionsmuster si@htEinklang mit der aktuellen
Literatur. So ist die vermehrte Expression des linsensitivierenden Adipozytokins
Adiponektin im subkutanen Fettgewebe bereits bésobn [24, 243, 244]. Ebenso ist die
niedrigere Expression von ApoE im viszeralen Fettgjee bekannt [245, 246]. Die
Expression von ApoE korreliert mit dem Differenziegsgrad und der GroRRe der
Adipozyten sowie deren Insulinsensitivitat [247 8R4Endogen in Adipozyten gebildetes
ApoE vermittelt dort die Einlagerung von Triglyzgen und Cholesterin in die Zelle [249].
Die héhere Expression von ApoE im subkutanen Fettbe deckt sich mit den signifikant
hoéheren Mengen an Cholesterin, Triglyzeriden uniiskeren, welche in den subkutanten
Fettgewebsproben nachgewiesen wurden. Dies stehtEimklang mit der héheren
Lipolyserate des viszeralen Fettgewebes [47]. Hérah der Insulinsignaltransduktion
beteiligte PI3K wurde in primaren humanen Adiponyt&ein Unterschied in der
Proteinexpression in Abhangigkeit des zur Isolatierwendeten Fettdepots entdeckt [250].
Jedoch wurde in Genexpressionsanalysen eine erh&x@ession im viszeralen
Fettgewebe beschrieben [105]. Da sich das Fettgewabben Adipozyten aus
verschiedenen anderen Zellen zusammensetzt, kdimteentifizierte hohere Expression
im viszeralen Fettgewebe auch auf andere Zelltypaickzufiihren sein. Die starkere

Expression des Monozyten- und Makrophagenspezédisédberflachenmarkers CD163 im
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viszeralen Fettgewebe spiegelt die hohere Infitratlieses Fettdepots mit Makrophagen
wider, die sich in der Adipositas auf Grund desehmenden inflammatorischen Milieus
nochmals erhéht [40, 251-253]. Fur das ubiquitapriexierte Lipidtropfen assoziierte
Protein Adipophilin wurde noch keine fettdepotsfiszhe Expression beschrieben [254,
255]. Ebenso ist fur Flotillin 1, einem Lipid Rafssoziierten Protein, das nach Stimulation
mit Insulin die PI3K unabhangige Rekrutierung ddsk@setransporters GLUT4 an die
Zytoplasmamembran vermittelt, eine hohere Expressio subkutanen Fettgewebe noch
nicht bekannt [256, 257]. Flotillin 1 ist u.a. indfozyten exprimiert und ist in den
Erythrozyten von Typ 2 Diabetikern reduziert [258].

4.1.2 Expression in der Adipositas und in der Insulinresstenz

In Hochfettratten, einem Tiermodell nahrungsbedingfdipositas, nahm die mRNA
Expression der AOX1 im viszeralen Fettgewebe dareliwelchen eine Hochfettdiat
basierend auf Schweineschmalz (HF) bzw. Olivendt)(@eflttert wurde, signifikant ab.
Im viszeralen Fettgewebe von Tieren auf Kokosntis@fé-) basierender Hochfettdiat war
hingegen keine Regulation ersichtlich. Sowohl! die &ls als auch die OF Hochfettdiaten
fuhrten zu einer Insulinresistenz in den Tierene Qleiche Regulation fand sich in der
Expression des fur die Adipogenese essentiellemskrgptionsfaktors PPAR der im
Fettgewebe der HF und OF Tiere signifikant vermihder. Ebenso war die Menge der
AOX1 mRNA im viszeralen Fettgewebe der insulinresigen Zuckerratten (ZDF), einem
Tiermodell fur eine insulinunabhangige Form des Pypiabetes mellitus, stark reduziert
im Vergleich zur Expression im viszeralen Fettgesveler insulinsensitiven Kontrolltiere
(ZDL). Wiederum zeigte die Expression von PPARden Fettgeweben der ZDF und ZDL
Ratten die gleiche Regulation. Dies kénnte auf &aeegulation von AOX1 und PPARN
der Insulinresistenz hinweisen. Die Expression P6AR im Fettgewebe nimmt in der
Adipositas parallel mit der Hypertrophie der Adigten ab. Mit zunehmender
Lipideinlagerung werden die Adipozyten zwar grofsnd aber weniger gut differenziert
[5, 259]. Ebenso ergab sich in Assoziationsstudén Zusammenhang zwischen dem
Prol2Ala Allel des PPARGens mit einer hoheren bzw. dem GIn115Pro Allel @mer
niedrigeren Insulinsensitivitat im Menschen [23B80R In vitro zeigte die Expression von
AOX1 Protein unter hyperglykédmischen Bedingungedera eine verminderte Induktion
nach Stimulation mit Insulin, wahrend Fettsduremdse Einfluss auf die Expression hatten.
Diese Ergebnisse sowie die gestorte Differenzienmy Adipozyten nach einem Knock-
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down von AOX1 in den Praadipozyten sprechen flie garotektive Rolle der AOX1 im
Fettgewebe.

Fur Omentin, SOD2 und Annexin A6 konnte eine hohEsgression im viszeralen
Fettgewebe der adipdsen HF Ratten nachgewieseremeBEi Annexin A6 zeigte sich
zudem im Fettgewebe der insulinresistenten ZDF gZuekten ein Verlust des
fettdepotspezifischen  Expressionsmusters. Wahreng dhsulinsensitiven ZDL
Zuckerratten, wie auch schon im humanen und murketitgewebe nachgewiesen, eine
hohere Expression von Annexin A6 im viszeralen dgestiebe aufwiesen, zeigten die
insulinresistenten ZDF Ratten bedingt durch einarkst Induktion der Annexin A6
Expression im subkutanen Fettgewebe eine verglarehllenge an Annexin A6 Protein in
beiden Fettgewebsdepots. Ob diese Veranderung preEsionsmuster auf die Zunahme
des Fettgewebes an sich in der Adipositas oderdeufinsulinresistenz im Besonderen
zurtckzufuhren ist, bedarf weiterer UntersuchungreiAdipozyten hatten erhéhte Mengen
an Glukose keinen Einfluss auf die basale Exprasgan Annexin A6, ebenso wie eine
Stimulation von reifen Adipozyten mit Insulin unt@ormo- bzw. hyperglykdmischen
Bedingungen oder eine Differenzierung von Adiporyite Gegenwart von Fettsauren nicht
zu einer Veranderung der Annexin A6 Expressiontgihr

Die erhohte Expression von SOD2 im viszeralen Eetgpe der HF, KF und OF Ratten
konnte hingegen auf deren Induktion durch ROS Zamifcihren sein. Freie Fettsauren und
Hyperglykdmie in der Adipositas sind mit einer drtén Produktion von ROS in Folge der
gesteigerten Aktivitdt der Atmungskette in den Mitondrien verbunden [261]. Die
Stimulation von Adipozyten mit Fettsduren oder LfB&t zu einer Insulinresistenz und ist
neben einer erhdhten Expression von IL-6 und ekkéivierung von NF B und AP-1 auch
mit einer Anreicherung von ROS verbunden [236]. lgbestimmend mit der Induktion von
oxidativen Stress nimmt die Expression von SOD2nait®chondriales ROS abbauendes
Enzym kompensatorisch in 3T3-L1 Adipozyten nachm8tation mit gesattigten und
ungesattigten Fettsduren dosisabhdngig wie auchh rmagmulation mit LPS zu
(Abbildung 81). Andere Enzyme dirften im Abbau VR®S eher eine untergeordnete
Rolle spielen, da eine SOD2 Defizienz in Mauserhinkompensiert werden kann und
perinatal zum Tod fuhrt [108]. Die Kultivierung vaédipozyten unter hyperglykédmischen
Bedingungen hatte hingegen ebenso wie die Stinoulatiit Insulin keinen Effekt auf die
Expression von SOD2. Daher dirften die erhéhtenddenan Fettsduren und nicht die
erhohten Glukose- und Insulinspiegel in der Adifassientscheidend fir die Zunahme der

SOD2 Expression im Fettgewebe sein. Daflr spricdchadass SOD2 im Fettgewebe der
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KF Ratten ebenso induziert war wie im FettgewebeHteund OF Ratten, obwohl die mit
Kokosnussfett gefltterten Tiere eine fast normatsulinsensitivitat aufwiesen im
Gegensatz zu den insulinresistenten mit Schweimesizhoder Olivendl gefltterten Tiere
(Abbildung 81) [210] .

Abbildung 80: Schematische Darstellung der depaifipehen Expression (griine Pfeile) der in
dieser Arbeit untersuchten Proteine und deren \den@mg in der Adipositas (rote
Pfeile). SOD2 wird starker im subkutanen, Annexi®, ®mentin und Galectin 3
im viszealen Fettgewebe exprimiert. In der Adipasitst die Expression dieser
Proteine erhoht. Die Serumkonzentration von Chamenid Galectin3 ist in der
Adipositas ebenfalls erhoht, die von Omentin emiggd

4.2 Regulation der untersuchten Proteine in der Adipogeese

Im Fettgewebe von Ubergewichtigen und vor allenp@skn Menschen und Tieren ist die
Adipogenese gestort. Die Speicherung von Lipidemasmindert und das Sekretionsmuster
der Adipozytokine verédndert sich. Diese Faktoremuinstigen die Entstehung einer
Insulinresistenz [45, 51]. Eine Analyse der Regatatder untersuchten Proteine in der
Adipogenese sollte daher neue Erkenntnisse Ubekdigozytendifferenzierung an sich als

auch uber die Stérung der Adipogenese liefern.
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In der Adipogenese wird AOX1 frih induziert. Der XO Promoter enthalt Bindestellen
fur die Transkriptionsfaktore®pecificity Proteinl und 3 (Spl und Sp3), welche bereits
frih in der Adipozytendifferenzierung aktiviert wien [262, 263]. Die Expression von
AOX1 nimmt wie die von PPAR bereits am Tag 1 und Tag 2 der 3T3-L1
Adipozytendifferenzierung zu, wahrend die Expressiodes intermedidren
Differenzierungsmarkers PPARrst am Tag 3 der Differenzierung ansteigt undTamg 6
weiter zunimmt [264]. Eine Reduktion der AOX1 Exgs®n mit SIRNA flhrt
dementsprechend auch nur bei Behandlung der 3TZdllen in der frihen Phase der
Differenzierung am Tag O und Tag 3 zu einer vermiteh Differenzierung der
Adipozyten, wie sie durch die geringere Zahl undf€&r von Lipidtropfen sowie einer
reduzierten Speicherung von Triglyzeriden und einverringerten Freisetzung von
Adiponektin messbar war, wahrend eine ReduktionTag 6 keinen Einfluss auf die
Adipogenese hatte (Abbildung 82). AOX1 kdnnte zaB.der Produktion von ROS oder
Retinsdure beteiligt sein, welche beide in geringganzentrationen die Adipogenese
fordern [112, 265, 266]. Des Weiteren konnte AOXitath Abbau von Aldehyden, die bei
der Lipidperoxidation entstehen und die Adipogenadgbieren, seinen forderlichen
Einfluss geltend machen [267, 268].

Die Expression der SOD2 wurde unmittelbar nach Kktidao der Adipogenese stark
induziert und nahm im Verlauf der Adipogenese kamerlich zu, um in den reifen
Adipozyten das hochste Expressionsniveau zu emgickin Knock-down der SOD2 in
Praadipozyten beeintrachtigte die Adipogenese (dbhg 82). Die Zellen waren nicht voll
ausdifferenziert, wie an Hand der niedrigeren Esgign von PPAR der verringerten Zahl
an Lipidtropfen, der verminderten Speicherung vamglyzeriden und der reduzierten
Freisetzung von Adiponektin festgestellt werdenriken SOD2 wirde somit durch Schutz
vor oxidativen Schaden eine protektive Rolle in gafiyten, u.a. auch in der Adipositas,
einnehmen, da eine inadaquat niedrige SOD2 Expresgihere ROS Mengen nach sich
zieht, welche die antioxidative Kapazitat der Zeli@ersteigen und zu einer reduzierten
Speicherung von Lipiden und einer vermindertendetzung von Adiponektin fuhren. Die
Insulin abhéngige Aktivierung von AKT und ERK1/2 mwgedoch nicht herabgesetzt.
Demnach wird die Insulin abh&ngige Reprimierungldpolyse und die Insulin abhangige
Speicherung von Lipiden durch die geringere SODJré&ssion nicht beeinflusst. Eine
verminderte Menge an SOD2 Protein kdnnte folgliodh Adipogenese stéren, ohne die

Insulinsensitivitat zu beeintrachtigen.
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Bei Untersuchung der Annexin A6 Expression in Adigen zeigte sich im Vergleich zu
AOX1 und SOD2 nur eine verhaltnismafdig geringe huma des Proteins wahrend der
Differenzierung. Eine Uberexpression von Annexinwshrend der Adipogenese fiihrte zu
Adipozyten mit einem spezifischen Phénotyp, deckline verminderte Speicherung von
Triglyzeriden, einer geringeren Freisetzung von pbdiektin sowie wenigeren und
kleineren Lipidtropfen gekennzeichnet war (Abbildu82). Diese Lipidtropfen waren
ringformig am Zellrand angeordnet. Grol3e und Vengjsmuster der Lipidtropfen
anderten sich auch bei Differenzierung der AnneiXth Uberexprimierenden Zellen in
Gegenwart von Fettsduren nicht wesentlich. Wahranden Kontrollzellen tberwiegend
Lipidtropfen einheitlicher Gro3e zu finden wareie dich tUber das gesamte Zellvolumen
verteilten, waren in den Annexin A6 Uberexprimieten Zellen weiterhin Gberwiegend
kleinere randstandige Lipidtropfen zu sehen, dieeimeelt durch einen grol3en zentral
angeordneten Lipidtropfen durchbrochen wurden. igieere Expression von Annexin A6
in Adipozyten ist demnach mit einer geringeren Bpeikapazitat fur Lipide verbunden.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit dem im subdkeh Fettgewebe von adipdsen
insulinresistenten ZDF Ratten beobachteten Anstieg Annexin A6 Expression. Das
subkutane Fettgewebe ist in der Adipositas durcpetiyophe Adipozyten mit einer
verminderten Aufnahme von Lipiden charakterisiert Wie Wirkung von Glitazonen setzt
an diesem Ungleichgewicht an [86-88]. In Adipozytesr die Expression von Annexin A6
durch Pioglitazon jedoch nicht beeinflusst. Eine ll&@ovon Annexin A6 im
Lipidstoffwechsel und in der Regulation der Lipmifen liegt nicht nur auf Grund des
nachgewiesenen Phanotyps sondern auch auf Grundodesndenen Literatur nahe. So
wurde in kleinen Adipozyten im Vergleich zu groRR3éwipozyten bei gleichzeitigem
Vorliegen einer Insulinrezeptordefizienz eine vagerte Expression von Annexin A6
beobachtet. Neben Annexin A6 war in diesen Zellame eReihe von Proteinen und
Enzymen mit einer Rolle im Lipidstoffwechsel hempliert [118]. Zudem wurde flr
Annexin A6 eine Rolle in der LDL Aufnahme und intrezellularen Cholesterintransport
beschrieben [119]. Eine vermehrte Expression vonneXm A6 geht mit einer
Anreicherung von Caveolin 1 im Golgi Komplex soweter verminderten Zahl von
Caveolae an der Plasmamembran einher [119]. Cavéolst der Hauptbestandteil von
Caveolae, wird in der Adipogenese stark induziad wurde vor kurzem an der Oberflache
von Lipidtropfen nachgewiesen [269]. Ausgehend d@sen neuen Daten wird vermutet,
dass Lipidtropfen nicht nur durch Synthese und &mung von Triglyzeriden am

Endosomalen Retikulum gebildet werden kdnnen, sondach durch eine Synthese von
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Triglyzeriden aus Fettsduren in Caveolae an deopgsmamembran entstehen kdnnen
[269]. Annexin A6 kdnnte diesen Caveolin 1 verntigie Schritt der Lipidtropfengenese
durch Retention von Caveolin 1 im Golgi Komplexenbinden.

Eine Untersuchung der Expression von Galectin 3der Adipogenese fihrte zu
unterschiedlichen Ergebnissen. Wahrend in murin€8-13L Zellen die Expression von
Galectin 3 in Praadipozyten sehr stark war und ttethar nach Induktion der Adipogenese
abnahm, war in primaren humanen Préaadipozyten @Gal@awur schwach exprimiert, aber
in den reifen Adipozyten stark induziert. Ob eshditerbei um einen speziesspezifischen
Effekt oder um eine Auswirkung der unterschiedlich€ultivierungsmethoden handelt,
musste in weiteren Untersuchungen geklart werdeRS Lund Fettsauren sind als
proinflammatorische Stimuli, die auch in der Adipas und im Typ 2 Diabetes mellitus
erhoht vorliegen, in der Lage die Expression vonle@m 3 stark zu induzieren
(Abbildung 81). Die Zunahme von Galectin 3 in Adigten war im Falle der Stimulation
mit Fettsduren dosisabhangig. Erhohte Mengen Gakdstten hingegen keine
Auswirkungen auf die intrazellulare Galectin 3 Eegmion, jedoch war die
Insulinabhangige Induktion von Galectin 3 untersdie Bedingungen vermindert. Des
Weiteren zeigten Adipozyten, in welchen vor Indoktider Adipogenese die Expression
von Galectin3 durch Behandlung mit siRNA reduziesurde, einen geringeren
Differenzierungsgrad (Abbildung 82). Die Zellen daten weniger Lipidtropfen aus,
speicherten weniger Triglyzeride ein und setzteringere Mengen Adiponektin frei. Die
Sensitivitat der Zellen gegeniber Insulin war jegdoacht beeintrachtigt. Die verminderte
Expression von Galectin 3 war in diesen Zellenemer geringeren Menge FABP4 Protein
verbunden, einem zytoplasmatischen Protein mitreRelle in der Aufnahme, dem
Transport und der Verstoffwechselung von Fettsaunen Adipozyten [270]. Die
Uberexpression von Annexin A6 in Adipozyten fluhiéngegen zu einer erhohten
Expression von Galectin 3 und auch von FABP4. Imwié diese beobachtete koordinierte
Expression der beiden Proteine auf eine Koreguldtmw. auf eine Induktion von FABP4
durch Galectin 3 zurlckzufiuihren ist, misste in @veit Versuchen geklart werden. Auch
ob die beobachteten Effekte des Galectin 3 Knockrdo auf die reduzierte Menge
intrazellularen Galectin 3 zurlckzufihren sind odmuf eine daraus resultierende
verminderte Menge extrazellularen Galectin 3 warRi@ahmen dieser Arbeit nicht mehr
festzustellen. Interessanterweise wurde aber vordfn fir Galectin 3 defiziente Mause
eine geringere Diabetespradisposition nach Streptomgabe gezeigt [152]. Die

protektive Wirkung einer FABP4 Defizienz auf die tiwitklung von Adipositas,



4 Diskussion 166

Insulinresistenz, Typ 2 Diabetes mellitus, Fetttebad Atherosklerose wurde hingegen
schon vor einigen Jahren im Tiermodel nachgewieseh kdnnte zu den beschriebenen
Effekte der Galectin 3 Defizienz beitragen [270R71&h Gegensatz zu diesen bekannten
Daten bewirkte Galectin 3 in humanen Leberzelleternu eine Reduktion von FABP4, was

zum einen zu einer verminderten Aufnahme von Lipidend einer verbesserten

Insulinsensitivtat in der Leber fihren kdnnte undnzanderen fir eine Regulation von

FABP4 durch Galectin 3 spricht.

Abbildung 81: Schematische Darstellung der Wirkwag Fettsdauren (FFAFree Fatty Acidl
bzw. LPS auf die Expression von SOD2, Galectin@®@hemerin in Adipozyten.

Wahrend die Expression von Chemerin und Chemeeptez CMKLR1, Ubereinstimmend
mit der Literatur, in reifen humanen Adipozyten Wergleich zu Praadipozyten induziert
war, wich die Expression von CMKLR1 in 3T3-L1 Adipden davon ab [166]. In 3T3-L1
Zellen wurde Chemerin am Tag 9 der Differenzierungeifen Adipozyten stark induziert.
CMKLR1 hingegen wurde ausschlieBlich am Tag 1 umliar nach Induktion der
Differenzierung in den 3T3-L1 Zellen vermehrt expiert, was fur eine Rolle in der frihen
Phase der Adipogenese spricht (Abbildung 82). Biesmt mit Ergebnissen von Goralski
und Kollegen Uberein, die eine Inhibierung der Adjenese nur bei einem Knock-down
von Chemerin bzw. CMKLR1 in Praadipozyten fandeichhjedoch in Zellen die sich
bereits in der Differenzierung befanden [166]. Dégeiteren wurde Chemerin in
Adipozyten nach Stimulation mit Fettsauren starluimiert. Die CMKLR1 Expression
wurde durch Olsaure und Linolsdure induziert, abaht durch Palmitinsaure. Die
Expression des Chemoattraktant Chemerin nahm zudech Stimulation mit LPS zu
(Abbildung 81). Sowohl zirkulierende Mengen vontB&tiren als auch von Endotoxin sind
in der Adipositas erhoht [273, 274]. Die Induktieon Chemerin durch Fettsauren und LPS
konnte die hdheren Serumkonzentrationen in der dsilips erklaren. Hyperglykdmische

Bedingungen fuhrten zu einer leichten Abnahme den@rin und einer leichten Zunahme
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der CMKLR1 Expression in 3T3-L1 Adipozyten. EinenSilation mit Insulin unter hyper-

als auch normoglykamischen Bedingungen resultierégner Reduktion von Chemerin und
einer Induktion von CMKLR1. Ob die Reduktion desrazellularen Chemerin mit einer
erhohten Menge extrazellularen Chemerins einhergeldt so unter hyperglykamischen
hyperinsulindmischen Bedingungen, wie sie im Diaebetzu finden sind, zu einer
vermehrten Rekrutierung von Makrophagen und soizarZunahme der systemischen

Entzindung fihren kénnte, muss in weiteren Versugaeklart werden.

Abbildung 82: Schematische Darstellung der Zu- b&bnahme Expression der in dieser Arbeit
untersuchten Proteine in der Adipogenese (recimsyérgleich zur Expression in
Praadipozyten (links) (A). in der Adipositas undrede Effekte. Schematische
Darstellung der gestérten Adipozytendifferenzierungi Uberexpression von
Annexin A6 bzw. Knock-down von AOX1, SOD2, Gale&inChemerin [166]
bzw. CMKLR1 [166] in den Praadipozyten (B).
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4.3 Einfluss insulinsensitivierender Medikamente auf dé Expression der

untersuchten Proteine

Neben der Expression im subkutanen und viszeratdtgdwebe und dem Einfluss der
Adipositas war auch der Einfluss von Medikamentarelche zur Behandlung der
Adipositas assoziierten Insulinresistenz eingeseéztlen, auf die Expression der in dieser
Arbeit untersuchten Proteine von Interesse.
Wahrend Metformin keinen Einfluss auf die Expresster AOX1 in Adipozyten zeigte,
waren sowohl Pioglitazon als auch Fenofibrat in dege die Expression von AOX1 zu
reprimieren. Bei der durch den PPARAgonisten Fenofibrat vermittelten Reduktion
handelt es sich um einen PPARBpezifischen Effekt, der durch einen PPA$pezifischen
Antagonisten inhibiert werden konnte. Hingegen ledin@s sich bei Reduktion durch
Pioglitazon um einen PPARunabhangigen Effekt, der sich durch einen PPAR
spezifischen Antagonisten nicht unterdriicken lief3.
Die Expression von SOD2 in Adipozyten wurde, wie @xpression von AOX1, nicht
durch Metformin reguliert, obwohl Metformin durchedSteigerung der Lipolyse und
-Oxidation zu einer Reduktion der Triglyzeride umnd einer Zunahme der ROS fihrt
[275]. Ebenso zeigte Pioglitazon keinen Einflusd die Expression von SOD2 in
Adipozyten. Fur Pioglitazon wurde eine Verminderueg durch TNF induzierten ROS
Menge beschrieben [110]. Die Ergebnisse in diesdreiA sprechen jedoch gegen eine
Rolle der SOD2 in diesem Zusammenhang. Die Aktingrvon PPAR durch Fenofibrat
oder einem spezifischen PPARgonisten hingegen vermochte die Expression vobDEZ0O
in 3T3-L1 Adipozyten deutlich zu reduzieren. Dieti&lerung von PPAR ist mit dem
verstarkten Abbau von Fettsauren und der Inhibgrproinflammatorischer Signalwege
wie z.B. NF B verbunden [76]. Ob diese Veranderungen allerdaugsh die Reduktion der
SOD2 Expression erklaren konnten, bedarf weitergetduchungen.
Metformin zeigte keinen Einfluss auf die Expressiber in dieser Arbeit untersuchten
Proteine AOX1, SOD2, Annexin A6, Chemerin und CMKLRn Adipozyten mit
Ausnahme von Galectin 3, welches es reduziertepdxaiktin war ebenfalls in der Lage die
Expression von Galectin 3 zu reprimieren. Da sowadétformin als auch Adiponektin die
AMPK aktivieren, kdnnte Metformin durch Aktivierurder AMPK direkt die Expression
von Galectin 3 regulieren [65, 276]. Ubereinstimehdriermit war in Typ 2 Diabetikern
unter Metforminbehandlung die Serumkonzentration @alectin 3 signifikant niedriger.
Da die Serumkonzentration von Galectin 3 nichtaheit von Adiponektin korrelierte, dirfte
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Adiponektin wohl nicht der bestimmende Faktor flie dMenge des zirkulierenden
Galectin 3 sein.

Auf die Expression von Annexin A6, Chemerin und CMRL in Adipozyten hatte eine
Stimulation mit Metformin, Pioglitazon und Fenofdbkeine Auswirkung.

Diese Ergebnisse zeigen, dass auch das Fettgewsbe Adipozyten durch PPAR
Agonisten bzw. Metformin beeinflusst werden konndislang wurde die Wirkung
insulinsensitivierender Medikamente auf Adipozytemd das Fettgewebe mit Ausnahme
der Glitazone wenig untersucht. Ahnliche Experireentie die hier beschriebenen
Versuche kdnnten zum einen die Wirkweise gangigedikamente aufklaren aber auch zur
Entwicklung neuer Strategien bei der Behandlung Aldipositas fuhren. Neben in vitro
Untersuchungen waéren hier aber auch Tierversuclie Amalysen geeigneter humaner

Biopsien gefragt.

4.4 Serumkonzentration und Einfluss der untersuchten Adpozytokine auf die

Leber

Omentin, Galectin 3 und Chemerin werden vom Fetémnsezerniert und gehéren daher
zur wachsenden Familie der Adipozytokine. Da aliei @roteine vermehrt im viszeralen
Fettgewebe nachgewiesen werden konnten, sollte usar@menhang mit derRortal
Paradigmdie Serumkonzentration der Proteine im Typ 2 Diebeind in der Adipositas
bestimmt sowie die Konzentration im portalventsdat Bn Vergleich zum heptatische
bzw. systemisch ventsen Blut analysiert werden died Wirkung dieser Proteine auf
humane Hepatozyten untersucht werden.

Die Serumkonzentration von Omentin konnte mangelssegeeigneten Detektionssystems
in humanen Seren nicht bestimmt werden. Auch liefetie Expressionanalyse von
humanen Hepatozyten nach Stimulation mit Omentinwenige regulierte Gene, obwohl
eine Stimulation von Hepatozyten mit Omentin disulinsignaltransduktion wie zuvor in
Adipozyten beschrieben zu verstarken vermochte ][12Die Regulation der
Kandidatengene muss ebenso wie die der Galectind3Qhemerin Expressionsanalysen
noch verifiziert werden.

Die Serumkonzentration von Galectin 3 war, wie dieisten der bislang untersuchten
Adipozytokine, in der Adipositas erhoht [47, 27Am Gegensatz zu Leptin und
Adiponektin war Galectin 3 im Serum von Frauen hieth6ht und zeigte keinen
geschlechtsspezifischen Dimorphismus in Typ 2 Debeatienten. Die Serumspiegel von
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Galectin 3 zeigten eine positive Korrelation mitptia, Resistin, Alter sowie WHR und
BMI. Diese Korrelationen hatten nach Korrektur BMI und WHR jedoch keinen Bestand.
Im Serum von Typ 2 Diabetes Patienten mit einemilgdn CRP war Galectin 3 signifikant
hoher. Hohere Galectin 3 Serumspiegel wurden zugtermatienten mit verschiedenen
entzindlichen Erkrankungen, wie z.B. Morbus Crohmd usystemischer Lupus
Erythematosus, und Karzinomen, wie Melanom und tzdkarzinom, detektiert, was fur
eine allgemeine Assoziation von hoheren Galectin Kdbnzentrationen mit
Entzindungsreaktionen spricht [147, 148, 151]. DBatesnisches Galectin 3 keine
Korrelation zum Gesamhamoglobin zeigte, ist eindeRmn Galectin 3, das unter anderem
auch an Haptoglobin bindet, im Abbau von Hamogladigemein eher unwahrscheinlich.
Galectin 3 konnte jedoch spezifisch den Abbau Vgkigrtem Hamoglobin beschleunigen,
dessen Aufnahme in Makrophagen lber 8eavenger Recept@D163 im Vergleich zu
unglykiertem Hamoglobin vermindert ist [278, 27H]ne reduzierte Menge von AGE geht
aber auch mit weniger ROS und somit einer vermiedeGlykierung von HbAlc einher.
Daher konnte auch eine verminderte Bildung von HbAdrch einen indirekten Effekt von
Galectin 3 vermutet werden. In Typ 2 DiabetikernenrMetforminbehandlung war zudem
die Serumkonzentration von Galectin 3 signifikanedniger. Dies konnte auf eine
Aktivierung der AMPK in Adipozyten zurlickzufiihreais.

Eine erhdohte Menge Vviszeralen Fettgewebes kann kmwobachteten chronischen
Entzindung in adipésen Personen beitragen. Die Bleran Adipozytokinen in der
Pfortader konnte dabei durch ihre direkte Wirkung die Leber von entscheidender
Bedeutung sein [47]. Untersuchungen zu Konzentratiovon Adipozytokinen in der
Pfortader sind bislang jedoch rar [50]. Galectiwi8d im viszersalen Fettgewebe deutlich
starker exprimiert als im subkutanen Fettgewebee Rintersuchung des Beitrages des
viszeralen Fettgewebes zur systemischen Galed#ier®e durch Bestimmung der Galectin
3 Konzentration in portalventsen, systemisch vemasal systemisch arteriellen Serum
zeigte eine signifikant héhere Menge an Galectim $ortalvenésen Serum im Vergleich
zum systemisch vendsen Serum auf. Die nachweistidrere Menge an Galectin 3 in der
Pfortader kénnte auf einen wesentlichen Beitrag desch das viszerale Fettgewebe
sezernierten Galectin 3 an dessen GesamtserumKkomtzem hinweisen. Die Daten
schlie3en aber auch eine Freisetzung von Galectinréh die Milz oder den Darm nicht
aus.

Galectin 3 gelangt in hoheren Mengen Uber die Bdert in die Leber. Viele Proteine

werden von der Leber aufgenommen und dies kannRegulation ihrer systemischen
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Konzentration beitragen. Des Weiteren konnen dizséeine aber auch durch ihre direkte
Wirkung auf die Leber von entscheidender Bedeufiinglie Funktion dieses Organs sein.
Die Auswertung der Genexpressionanalyse der mitectal 3 stimulierten priméaren
humanen Hepatozyten zeigte u.a. eine Abnahme voBPBA FABP4, FABP5 und
Follistatin, welche protektiv der Entstehung eifheXFLD entgegenwirken kénnten. Dies
steht im Widerspruch mit den bei adipésen und distieen Patienten detektierten erhéhten
Galectin 3 Mengen und ihrem erhohten Risiko flediepatische Steatose [2]. Allerdings
Ubt Galectin 3 in metabolischen Erkrankungen veesldne Funktionen aus. In der
Insulinresistenz fordert Galectin 3 so zum einem Eintztindung, wirkt aber zum anderen
durch Reduktion der AGE gleichzeitig Gewebeschéadetgegen. Galectin 3 defiziente
Mause weisen dementsprechend eine geringere Enizgraber auch vermehrte sekundare
Schaden durch die erhéhten Ablagerungen von AG#eimNiere und der Leber auf [158,
161].

Da eine Expression von Chemerin im Fettgewebe nnadipozyten in Ubereinstimmung
mit der aktuellen Literatur nachgewiesen werdennkenjedoch zu Beginn dieser Arbeit
lediglich eine &hnlich hohe Serumkonzentration @ivemerin in diabetischen und nicht
diabetischen Spendern mit vergleichbaren BMI besbkn war, sollte in dieser Arbeit die
Konzentration von Chemerin im Serum von normalgatgen, Ubergewichtigen und
diabetischen Probanden sowie im Pfortaderblut geemeserden [165-167, 181, 185]. Es
zeigte sich, dass das systemische Chemerin wiesgsiemische Galectin 3 in der
Adipositas erhoht ist und keinen geschlechtspehiéia Dimorphismus zeigt. Die
Serumkonzentration von Chemerin korrelierte negativ dem HDL-Cholesterin und
positiv. mit dem BMI, WHR und CRP sowie mit den ®ystschen Leptin- und
Resistinspiegeln der Probanden. Weiterhin lagenbsieGalectin 3 unabhangig vom BMI
hohere Chemerinkonzentrationen im Serum von Typidgb@&ikern mit einem erhdhten
CRP vor. Ein Ergebnis, dass fir eine Assoziationn v€hemerin mit einer
Entztindungsreaktion und nicht mit Adipositas spri@dudem konnte kein Unterschied in
der Chemerinkonzentration zwischen portalvendsenl sgstemischen Serumproben
festgestellt werden. Chemerin dirfte folglich im mdehen nicht Uberwiegend vom
subkutanen oder viszeralen Fettgewebe in die Zitlari abgegeben werden. Da durch die
Bestimmung der absoluten Chemerinkonzentration arui@ jedoch keine Aussage Uber
den Anteil des aktiven Chemerins gemacht werdem kamissten hierzu noch weitere

Untersuchungen durchgefuhrt werden. Die AuswerideigGenexpressionanalyse der mit
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Chemerin stimulierten priméaren humanen Hepatozijgderte nur wenige Kandidatengene,

deren Regulation noch verifiziert werden musste.
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5 Zusammenfassung

Die Adipositas, insbesondere das Vorliegen einseeralen Adipositas, ist mit einem
erhohten Risiko fur metabolische und kardiovaslkuBrkrankungen verbunden. Das Ziel
dieser Arbeit war es, durch einen Vergleich vonagefen Proben humanen subkutanen und
viszeralen Fettgewebes neue Adipozytokine, weldrenehrt vom viszeralen Fettgewebe
synthetisiert werden, zu identifizieren und ansfbdéind genauer zu charakterisieren.
Hierfir wurden gepaarte humane subkutane und \akzérettgewebsproben und primare
humane Praadipozyten und Adipozyten verwendet, esséwitgewebsproben von C57BL/6
Mausen, Hochfettratten und Zuckerratten und dieimuAdipozytenzelllinie 3T3-L1. Des
Weiteren wurden die sezernierten Adipozytokine imarush von normalgewichtigen,
Ubergewichtigen und diabetischen Probanden und ortalpendésen und systemisch
vendsen Serum von humanen Spendern bestimmt.

Es wurden sechs Proteine untersucht. AOX1 und S&Pzwei der wichtigsten Enzyme
fur die Regulation zellularer ROS. Galectin 3 unide@erin regulieren die Funktion von
Immunzellen und sind bei entzindlichen Erkrankungdrdht. Annexin A6 beeinflusst die
Aufnahme und zellulare Verteilung von Choleste@mentin war bereits als ein vermehrt
vom viszeralen Fettgewebe freigesetztes Adipoksatheeben.

In den gepaarten subkutanen und viszeralen Fetligpr@ben von zehn Spendern konnte
eine starkere Expression von Annexin A6, Omentird WBalectin 3 im viszeralen
Fettgewebe sowie eine starkere Expression von S@D2subkutanen Fettgewebe
nachgewiesen werden. Dieses Expressionsmusterwelrim subkutanen und viszeralen
Fettgewebe von C57BL/6 Mausen zu detektieren. Dipr&Ssion von AOX1 war im
humanen Fettgewebe individuell sehr unterschiedlicd zeigte keine Praferenz fir ein
Fettgewebsdepot. Eine Expression von Chemerin UM&LR1 konnte in den humanen
Fettgewebsproben nicht detektiert werden. Danebameavin den humanen Proben eine
hohere Expression von PI3K und CD163 im viszeraleth von Adiponektin, Adipophilin,
ApoE und Flotillin 1 im subkutanen Fettgewebe festglt.

Eine vermehrte Expression in der Adipositas konmteTiermodell der Hochfettratte fr
SOD2, Annexin A6 und Omentin nachgewiesen werdei@ Bxpression von AOX1
hingegen nahm ausschlie3lich im Fettgewebe adi@iseuch insulinresistenter Ratten ab,
begleitet von einer gleichzeitigen Reduktion vonARP, und dieses Expressionsmuster

konnte im Tiermodell der Zuckerratte bestatigt veerdAuf Grund einer Induktion von
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Annexin A6 im subkutanen Fettgewebe der insulistesien Zuckerraten kam es zudem zu
einem Verlust des fettdepotspezifisch differenerlExpressionsmusters.

Im Verlauf der Differenzierung von murinen 3T3-LElen zu Adipozyten konnte eine
frihe Expression von AOX1 und PPARam Tag 1 und Tag 2 der Adipogenese
nachgewiesen werden, wahrend die Expression desrnatliaren Differenzierungsmarkers
PPAR erst an Tag 3 und Tag 6 der Differenzierung agstidie Expression von
Annexin A6 und SOD2 nahm im Verlauf der neuntagigeffierenzierung stetig zu, wobei
die Induktion von SOD2 wesentlich starker war. Eepression von Chemerin wurde
hingegen ausschlie3lich in reifen Adipozyten inéuziwdhrend dessen Rezeptor CMKLR1
ausschliel3lich am ersten Tag der Adipogenese virsdprimiert wurde. Lediglich fur
Galectin 3 wurde eine starkere Expression in Ppiagien detektiert. In priméren
humanen Praadipozyten und Adipozyten konnte einealme von AOX1, SOD2,
Annexin A6 und Chemerin in den reifen Adipozytestdégt werden. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen in der Zelllinie war in den humanenpadyten auch die Expression von
Galectin 3 und CMKLRL1 in den reifen Zellen indutiebes Weiteren zeigte sich eine
vermehrte Expression von FABP4, SCD1, ApoE, PI3Ktilkn 1 und -Aktin in den
reifen humanen Adipozyten.

Eine Stimulation mit Fettsauren oder Endotoxin, alel in der Adipositas systemisch
erhoht sind, fihrte zu einer Induktion der Expression SOD2, Galectin 3 und Chemerin
in 3T3-L1 Adipozyten. Insulin als auch hyperglyk&ctie Mengen Glukose waren in der
Lage Chemerin in Adipozyten zu reduzieren und CMKI# induzieren. Galectin 3 wurde
durch Insulin jedoch nicht durch Glukose erhéhttddrhyperglykamischen Bedingungen
zeigte sich eine verminderte Induktion von CMKLRiduGalectin 3 nach Stimulation mit
Insulin. Auf die Expression von SOD2 und Annexin Bdten weder Insulin noch Glukose
einen Einfluss.

Insulinsensitivierende Medikamente zeigten unteestiithe Effekte auf die Expression der
untersuchten Proteine in Adipozyten. Annexin A6e@lkerin und CMKLR1 wurden weder
durch den AMPK Aktivator Metformin noch durch deRAR Agonisten Pioglitazon oder
den PPAR Agonisten Fenofibrat verandert. Pioglitazon warder Lage die Expression
von AOX1 unabhangig von einer PPARKktivierung zu reduzieren. Fenofibrat fihrte zu
PPAR vermittelten Reduktion von sowohl AOX1 als auchC&0 Metformin, wie auch
Adiponektin, reprimierten die Expression von Gale&t

Ein Knock-down von AOX1, SOD2 und Galectin 3 m#tesiRNA in 3T3-L1

Praadipozyten resultierte in einer verminderteridd@nzierung der Zellen, einer geringeren
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Zahl von Lipidtropfen, einer reduzierten Speichgrumon Triglyzeriden und einer
erniedrigten Freisetzung von Adiponektin. Ein &timéir Phanotyp zeigte sich bei
Uberexpression von Annexin A6 wahrend der AdipogeneGoralski und Kollegen
beschrieben auch fir Chemerin und CMKLR1 eine gtsiifferenzierung nach Knock-
down in Praadipozyten [166].

Die Serumkonzentrationen von Galectin 3 und Cheamearen in der Adipositas erhoht.
Da die erhdhten Serumspiegel der beiden Proteiabhiimgig vom BMI mit dem CRP der
Spender korrelierten, durfte eine Assoziation derale@in3 und Chemerin
Serumkonzentrationen mit einer Entztindungsreaktiwh nicht mit der Adipositas an sich
vorliegen. Manner und Frauen wiesen Kkeine untegsiiichen Serummengen von
Galectin 3 oder Chemerin auf. Serum Galectin 3 madiabetischen Spendern unter
Therapie mit Metformin erniedrigt und korreliertegativ mit HbAlc. Im Vergleich zum
systemisch vendsen Serum zeigte sich im portahen8&&rum eine hohere Konzentration
von Galectin 3 nicht jedoch von Chemerin. Das vislee Fettgewebe dirfte demnach
signifikant zur systemischen Serumkonzentration Galectin 3 beitragen, wahrend dies

bei Chemerin nicht der Fall ist.
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