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1. Einleitung

1.1 Das Fettgewebe als endokrines Organ

In den letzten 15 Jahren hat sich unsere Vorstellung von der Funktion der
Fettzellen wesentlich geandert. Das Fettgewebe ist nicht nur als Energiedepot
fur die Speicherung der Triglyzeride wichtig, sondern stellt ein echtes
endokrines Organ dar; das grofdte endokrine Organ der Korpers. 1987 wurde
das Fettgewebe als Hauptort des Sexualsteroid-Stoffwechsels identifiziert (1).
1993 wurde festgestellt, dass TNFa - ein Molekdl, das eine wichtige Rolle flr
die Induktion von Insulinresistenz spielt - von Adipozyten produziert wird (2).
1994 konnte gezeigt werden, dass das von Adipozyten produzierte Leptin
(griechisch leptos = dunn) eine Hauptrolle als Sattigungshormon bei der
hypothalamischen Korpergewichtsregulation spielt (3). Neben Leptin und
TNFa werden zahlreiche andere Substanzen von Adipozyten freigesetzt. Die
Regulation der Adipozytenfunktion erfolgt nicht nur durch exogene Hormone
(z.B. Insulin oder Katecholamine) sondern auch durch biologisch aktive

Verbindungen, die das Fettgewebe selbst sezerniert (=Parakrinie).

N @
A
o
- — Glatte Muskelzelle
0
| 2 — Praadipozyt
Q | =
Kapillare \ " Endothelzelle
Q & al a3l & \ 0 (A

0 e -
— %.ﬁ%% — FibrOblaSt

Abb. 1. Schematische Representation des weissen Fettgewebes
[Nach Schéffler et al. 2005]
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Einleitung - Das Fettgewebe als endokrines Organ

Man unterscheidet zwei verschiedene Arten von Fettgewebe: Das weile
Fettgewebe (Speicher fur Energie) und das braune Fettgewebe (Regulation
der Korpertemperatur). Das braune Fettgewebe bildet sich bei Menschen
nach der Neugeborenenphase fast vollstandig zuruck. Das weile Fettgewebe
enthalt Adipozyten, Praadipozyten, Fibroblasten, Monozyten, Makrophagen,
Endothelzellen, glatte Gefallmuskelzellen und mesenchymale Stammzellen
(Abb. 1) (4).

Aus den mesenchymalen Stammzellen und Praadipozyten kénnen wahrend
der gesamten Lebensdauer reife Adipozyten gebildet werden (vor allem durch
“Uberladung“ mit Triglyzeriden). Gleichzeitig kénnen Adipozyten durch
Apoptose eliminiert werden. Eingewanderte Fettgewebs-Makrophagen
stammen aus dem Knochenmark und die Makrophagen-Akkumulation
korreliert direkt mit dem Adipositas-Grad (5). Studien zeigen eine signifikante
Diapedese von Blut-Monozyten in das viszerale Fettgewebe und deren

Transformation in Makrophagen (5).

determination cell contact mitosis growth arrest lipid-
{commitment) clonal expansion accumulation
mesenchymal \ adipoblast \ pre-adipocyte | \ pre-adipocyte Il \ immature mature
stem cell adipocyte adipocyte
o\ {
7 [FLET el o B
A\<a, @8@ D) 6
l early markers ‘ ‘ intermediate markers ‘ | late markers ‘ l very late markers ‘
a2Col6 CJEBPWS C/EBPu Ieptin
LPL ADD1/SREBP-1c Glutd resistin
IGF-1 PPARY, perilipin ad!psm .
Krox20 KLF5 lipogenic enzymes adiponectin
lipolytic enzymes visfatir_1
omentin
CORS-26

Abb. 2. Die Umwandlung von mesenchymalen Stammzellen in reife
Adipozyten (6)
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Einleitung - Das Fettgewebe als endokrines Organ

Die Umwandlung von mesenchymalen Stammzellen in Praadipozyten und
deren nachfolgende Proliferation und Differenzierung wird durch verschiedene

endokrine, parakrine und autokrine Faktoren reguliert (Abb. 2) (6).

Die wichtigste endokrine Funktion des Fettgewebes wird durch die
metabolische Konsequenzen der Adipositas dargestellt. Adipositas ist durch
eine Volumenzunahme des Fettgewebes charakterisiert; diese ist entweder
durch eine Adipozytenhypertrophie oder eine Kombination aus
Adipozytenhypertrophie und — hyperplasie bedingt. Die Zunahme der
Fettgewebsmasse korreliert mit einem erhdhten Risiko fur die Entwicklung
einer Insulinresistenz, Hyperglykamie, Dyslipidamie und arteriellen Hypertonie
sowie eines Diabetes mellitus Typ 2 (=metabolisches Syndrom) (7). Dieser
Zusammenhang liegt wahrscheinlich an einer verstarken Freisetzung von

Substanzen aus dem Fettgewebe, die den Energiehaushalt regulieren.

Die Sekretionsprodukte des Fettgewebes sind zum Teil als endokrine
Botenstoffen anzusehen und unterhalten einen Crosstalk 2zwischen
Fettgewebe und anderen Koérperorganen (z.B. Hypothalamus, Nebennieren,
pankreatische [3-Zellen, Leber, Endothel, Immunzellen). Die Adipozyten
stehen nicht einseitig unter dem Einfluss von Hormonen und nervalen
Einflussen, sondern sind aktiver Teil einer endokrinen ,Druse“. Das
Fettgewebe steht im Zentrum eines komplexen hormonellen Systems und die
potentielle Existenz einer Hypothalamus-Hypophyse-Fettgewebe Achse wird
bereits diskutiert (8).

1.2 Adipozytokine

Die Sekretionsprodukte des Fettgewebes werden als Adipozytokine
bezeichnet und kontrollieren die Nahrungsaufnahme, die Thermogenese, das
Immunsystem und neuroendokrine Funktionen (9). Die Adipozytokine

regulieren Uber den Appetit und den Energieumsatz das Kérpergewicht.
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Zudem beeinflussen sie die Insulinempfindlichkeit von Leber und Muskulatur,
die Blutgerinnung, den Tonus der GefalRe und sind mit metabolischen,
thromboembolischen und kardiovaskularen Ereignissen assoziert. Der Begriff
L2Adipozytokine“ beschreibt Hormone, Peptide, Proteine und Zytokine, die in
der Regel von den Adipozyten freigesetzt werden (Abb. 3). Es ist jedoch zu

beachten, dass nicht alle Zytokine ausschliel3lich von Fettzellen sezerniert

werden (10).
g T,

Adipsin L Resistin
IL-6 C1q Tissue factor Adiponektin
MCP-1 Adiponektin Visfatin

CTRP’s

Lipid-Stoffwechsel Hypertonie Enzyme
Lipoprotein Lipase Angiotensinogen (Steroid Stoffwechsel )
Cholesterol-ester — Cytochrome P450-
transfer-Protein dependent —Aromatase

Abb. 3. Adipozytokine und ihre endokrine Funktion

Die Adipokine erfullen wichtige Funktionen im Korper (10-12):
1. Regulation des Immunsystems (z.B. Zytokine mit pro- oder anti-
inflammatorischer Wirkung, Chemokine, Komplementfaktoren).
2. Beeinflussung der Gefallneubildung und Regulation des Blutdrucks

(z.B. Angiotensin, Leptin durch Sympathikusaktivierung).
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3. Beeinflussung der Gerinnung und Fibrinolyse (z.B. PAI-1, tissue
factor®).

4. Regulation der Insulinsensitivitat (Leptin, Adiponektin, Visfatin).

5. Regulation des Lipidstoffwechsels (Triglyzerid-Speicher, Lipolyse,
Lipogenese, FFA).

Im Folgenden werden einige Sekretionsprodukte von Adipozyten, die
besonders bei Adipositas und Diabetes mellitus eine wichtige Rolle spielen,

naher beschrieben.

1.3 Die C1g/TNF-Superfamilie

C1q ist das Zielerkennungsprotein des klassischen Komplementweges und
reprasentiert eine Verbindung zwischen angeborener und erworbener
Immunitat. C1q besteht in seiner Grundstruktur aus drei Peptidketten, die sich
mit ihren Kollagen-ahnlichen N-terminalen Regionen in Form einer Tripel-
Helix zusammenlagern und globulare C-terminale Enden ausbilden. Diese
Trimere oligomerisieren und bilden das sogenannte ,Bouquet of Flowers®.
C1q besteht aus insgesamt sechs dieser heterotrimeren Untereinheiten. Die
Kollagen-ahnlichen Regionen von C1q reagieren mit C1r und Ci1s, die
globularen C-terminalen Enden mit den Fc-Domanen von IgG- oder IgM-
Immunglobulinen, falls diese gleichseitig Antigene gebunden haben
(Immunkomplexe) (13). Die C1q Liganden werden mittels einer globularen

Domane von 140 Aminosaure erkannt (gC1q Domane).

Als 1998 die Struktur des Adiponektins mit seiner homotrimaren gC1g-
Domane aufgeklart wurde, ergab sich, dass das Molekul auch eine
unerwarterte Ahnlichkeit zur TNF-Familie zeigte. Der bereits im Jahre 1975
isolierte Tumor-Nekrose-Faktor (TNFa) war das erste Mitglied, und damit
Namensgeber fir die TNF Familie von Zytokinen und deren Rezeptoren. Die

Mitglieder der TNF Familie steuern viele Aspekte der Entzindung, Immunitat,
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Apoptose sowie Energie-Homeostase, und entwickelten sich aus einem
Vorlaufermolekul des angeborenen Immunsystems (14). Dementsprechend
sind die C1g-Komplementkomponenten sowie die TNF-Liganden evolutionar
aus einem gemeinsamen Prakursor Molekll des ,ancient innate immune

System® hervorgegangen.

m Kollagen like Region

@ gC1q Domain

Adiponektin CORS-26
(CTRP-3)

Abb. 4. Molekulare Struktur einiger Mitglieder der C1q TNF Superfamilie

Die Mitglieder dieser kurzlich entdeckten C1g/TNF Familie weisen eine
Ahnlichkeit sowohl in der Genstruktur als auch in der Proteinstruktur auf. C1q
bestent aus 6 Heterotrimeren (18 polypeptidische Kette) wahrend
Adiponektin aus 4 Homotrimeren (12 polypeptidische Kette) besteht. Beide
haben eine kollagene Domane mit 22-Gly-X-Y Triplets (Abb. 4) (15;16). TNFa
besitzt eine stielformige glycin- und prolinreiche Domane und bildet bevorzugt

trimere Isoformen aus.

Klrzlich wurden aus der C1g- und TNF- Superfamilie, zu der neben TNF-a
auch das Adiponektin gehort, sieben weitere Strukturhomologe des
Adiponektins identifiziert und als CTRP 1-7 (C1g/Tumor necrosis factor-
related proteins) bezeichnet. Diese besitzen in der funktionell wichtigen
globularen Domane eine hohe Sequenzhomologie zum Adiponektin (Abb. 4),

sind aber nicht nur im Fettgewebe, sondern auch in vielen anderen Organen
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exprimiert. Alle sieben bekannten Adiponektinparaloge (CTRPs 1-7) bestehen
aus einer viergliedrigen Struktur und ahneln in der Aminosaurensequenz der

globularen Domane(15;17;18) .

1.4. Adiponektin

Adiponektin wurde 1995/1996 als ein 30 kDa grofles Protein mit
Serinprotease-Aktivitat (adipocyte complement-related protein of 30 kDa oder
Acrp30, AdipoQ, gelatin-binding protein of 28 kDa oder GBP28, the adipose
most abundant gene trancript 1 oder apM1), das ausschlieBlich im
Fettgewebe gebildet wird, beschrieben (19;20). Die Expression von
Adiponektin wird wahrend der Adipozytenreifung durch den nuklearen
Kernrezeptor PPAR-y stimuliert (21). Das Molekul besteht aus einem N-
terminalen Signalpeptid, einer variablen Region, einer Kollagen-Doméane und
einer C-terminalen globuldaren Domane. Die Struktur von Adiponektin weist
groRRe Ahnlichkeit mit C1q, Typ VIl und X Kollagen sowie TNFa. auf. Sie liefert
Trimere und Hexamere sowie High Molecular Weight (HMW) Komplexe (16).

Zwei Adiponektin-Rezeptoren sind beschrieben; AdipoR1 wird vor allem im
Skelettmuskel exprimiert und bindet mit groRer Affinitat globulares
Adiponektin und mit niedriger Affinitat full-length Adiponektin, wahrend
AdipoR2 reichlich in der Leber exprimiert wird und eine maRige Affinitat fur
globulares und full-length Adiponektin aufweist. Die Adiponektin-Rezeptoren
aktivieren die = AMP-aktivierte  Proteinkinase und den PPAR-a-
Stoffwechselweg. Dadurch wird die Glukoseaufnahme sowie die Fettsaure-
Oxidation gefordert wahrend die Glykoneogenese vermindert wird (Abb.5)
(16;22).

Adiponektin wirkt insulinsensitivierend durch eine Aktivierung des Lipid- und
Glukose-Stoffwechsels in der Leber und im Muskel. In der Leber werden die
Glukoneogenese und die Lipogenese reduziert, wahrend im Muskel die [3-

Oxidation  stimuliert wird. Adiponektin  reduziert die intrazellulare



Einleitung — Adiponektin 20

Triglyzeridemenge im Fettgewebe und steigert so die Insulin-Sensitivitat (23).

Adiponektin reguliert die Expression von pro-inflammatorischen und anti-
inflammatorischen Zytokinen. Die wichtigste anti-inflammatorische Funktion

ist die Suppression von TNFa und IFNy sowie die Induktion von IL-10 und IL-

1RA (Abb.5) (24).

Adiponektin

T p-Oxidation

m—' } GLUT4 Translokation

JACC (Malonyl-CoA)

................
------------------
LTI
ay

"y
.
L
L
0
»
.

Nl TNF

................... -I- | IFNy
” ) EF>NF-&~:B-b|nd|ng motif M0
M"'A R .J...:\M\ '. T IL-1RA

Abb.5. Adiponektin und seine Effekte auf Metabolismus und wichtige pro-

bzw. antiinflammatorische Zytokine (24)

Im Gegensatz zu den meisten Adipokinen besteht eine negative Korrelation
der Plasmaspiegel von Adiponektin mit dem Korpergewicht. Die Sekretion von
Adiponektin ist im Fettgewebe von Ubergewichtigen/Adipdsen vermindert,

was mit einer Insulinresistenz assoziert ist und eine diabetische

Stoffwechsellage begtinstigen kann (25).

In Tabelle 1 sind die verschiedenen Zustande, die mit einer Zunahme bzw.
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Abnahme der Adiponektin-Serumspiegel verbunden sind, zusammengefasst
(25-28)

Adiponektin- Adipositas
Abnahme Insulin-Resistenz
Diabetes mellitus Typ 2

Metabolisches Syndrom

Dyslipidamie

KHK

Arterielle Hypertonie
Adiponektin- Verabreichung von
Zunahme Thiazolidinedionen und

ACE-Hemmern
Nierenversagen
Herzversagen

Gewichtsabnahme

Tabelle 1. Regulation der Adiponektin-Serumspiegel

Bei Adipositas nimmt die Expression von AdipoR1 und AdipoR2 ab, so dass
sich die Adiponektin-Sensitivitat verringert. Parallel dazu nimmt die

Insulinresistenz zu (16). Die HMW Adiponektin-Spiegel korrelieren signifikant

mit der Insulin-Sensitivitat (29). Die verminderte Adiponektinproduktion bei
Adipésen kann eventuell auch durch eine vermehrte Synthese der pro-
inflammatorischen Zytokine TNFoa und IL-6, die beide die Adiponektin—
Synthese supprimieren, erklart werden (30;31). Bei einer Reduktion der
Fettmasse oder durch peroxisome-proliferator-activated receptor y (PPARY)-
Aktivierung durch Thiazolidinedione verbessert sich die Insulin-Sensitivitat
und der Adiponektinspiegel steigt wieder an. Bei Frauen ist der
Plasmaadiponektinspiegel signifikant hoher als bei gleichwichtigen Mannern,
was auf einem androgeninduzierten Effekt beruhen konnte (26). Desweiteren

wirkt Adiponektin auf die Lipide durch Stimulierung der Fettsaureoxidation im
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Muskel, Abnahme der freien Fettsduren und Triglyzeride ohne Anderung der
Nahrungszufuhr (32). Die positive Korrelation zwischen den Adiponektin- und
HDL-Cholesterin-Spiegeln, die negative Korrelation zwischen den
Adiponektin- und  Triglyzerid-Spiegeln,  die  Adiponektin-vermittelte
Supprimierung der Schaumzellbildung aus Makrophagen, die Modulation der
endothelialen Expression von Adhasionmolekulen sowie die Proliferation
vaskularer glatter Muskelzellen deuten insgesamt auf eine anti-atherogene
Wirkung des Adiponektins hin (33).

Zusammenfassend |83t sich sagen, dass Adiponektin die Insulin-Sensitivitat
erhdht und eine anti-inflammatorische und anti-atherogene Wirkung besitzt.
Aus diesem Grund verspricht die weitere Aufklarung der Wirkmechanismen
von Adiponektin und seinen Paralogen neue Maoglichkeiten fur die
Entwicklung von Therapeutika zur Behandlung von Adipositas, Diabetes

mellitus Typ 2 und der koronaren Herzerkrankung.

1.5. Das Adiponektinparaloge CORS-26 (CTRP-3)

Collagenous Repeat-Containing Sequence of 26 kDa Protein (CORS-26) ist
ein Mitglied der C1q/TNF Superfamilie und ein Strukturhomolog des
Adiponektins. Das Molekul wird wie Adiponektin von einem N-terminalen
Signalpeptid, einer variablen Region, einer Kollagen-Domane und einer C-
terminalen globularen Domane gebildet (Abb. 6). In ihren Aminosaure-
Sequenzen weisen Adiponektin und CORS-26 jedoch nur eine Homologie von
65% auf, so dass man korrekterweise nicht von Homologie sondern Paralogie
sprechen muss. Beide Proteine haben ein Molekulargewicht von etwa 26 kDa
und das CORS-26 Protein besitzt mit 246 Aminosauren nur 2 Aminosauren

weniger als Adiponektin (34).

Es wurde gezeigt, dass CORS-26 im Knorpel der Wachstumsfuge, in

Fibroblasten, in der Niere (35), in DUnn- und Dickdarm, in der Plazenta, in
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Abb. 6. Protein-Struktur von Adiponektin und CORS-26

der Lunge und in der Milz exprimiert wird (36). Nicht nachweisbar sind CORS-
26- mRNA und Protein in Praadipozyten. Wahrend der Adipozyten-
Differenzierung zu reifen Adipozyten wird CORS-26 zunehmend sezerniert.
Obwohl Praadipozyten und Fibroblasten eine anhliche Morphologie aufweisen
und beide von mesenchymalen Vorlaufer-Zellen abstammen, exprimieren
Fibroblasten im Gegensatz zu Praadipozyten CORS-26 (34).

CORS-26 ubt seine stimulierende Funktion auf die Chondrozyten-Proliferation
in einer parakrinen/autokrinen Weise aus (37). Weiter spielt es eventuell eine
Rolle in der Entwicklung des Skeletts (38). CORS-26 wird in reifen Adipozyten
exprimiert und besitzt anti-inflammatorische Effekte. Es inhibiert die LPS-
induzierte IL-6- und TNFa-Sekretion in monozytaren Zell-Linien und in
primaren humanen Blutmonozyten und reduziert die NFkB Aktivierung (36).
Es besteht eine negative Regulation zwischen CORS-26 und exogenen
(jedoch nicht endogenen) PPARy-Liganden. Es existieren Daten, die eine
Ahnlichkeit der transkriptionellen Regulation von CORS-26 mit Leptin zeigen
(34).

CORS-26 induziert die adipozytare Sekretion von Adiponektin und Resistin.
Seine Bedeutung fur die Entstehung der Insulin-Resistenz, des Diabetes
mellitus Typ 2 und des metabolischen Syndroms sollte weiterhin untersucht

werden.
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1.6. Die Monozytenfunktion bei Diabetes mellitus Typ 2

1.6.1. Monozyten und Fettgewebe

Die viszerale Adipositas und die Adipositas-assoziierte Insulinresistenz bzw.
der Diabetes mellitus Typ 2 werden von einer chronischen unterschwelligen
Entzindung begleitet (5;39;40). Studien beweisen, dass die Makrophagen
das Fettgewebe infiltrieren und deren Anzahl mit der Adipozytengrof3e und
dem Body Mass index (BMI) korreliert. Die eingewanderten Makrophagen
sowie die reifen Adipozyten sezernieren proinflammatorische Zytokine.
Desweiteren findet eine Diapedese von Blutmonozyten in das Fettgewebe
statt, die sich in gewebsstandige Makrophagen transformieren (41). Eine
wichtige Rolle fur diese Einwanderung spielt der C-C motif chemokine
receptor-2 (CCR2) (42). Eine Differenzierung von Praadipozyten des
Fettgewebes zu Makrophagen ist auch madglich, da Adipozyten und
Makrophagen bei Adipositas ahnliche Eigenschaften haben (Abb.7) (43).

°, e ®
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Adipozyt Makrophage
l e%e J e ®
o * vl o.
e o ‘e ? e0Cg¢
° L ] [ I ] O O O °
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Groler Adipozyt Schaumzelle
Adipositas Insulinresistenz Atherosklerose

Abb. 7. Anhlichkeit zwischen Adipozyten und Makrophagen

Eine Erklarung daflr ist, dass der Transkriptionsfaktor peroxisome

proliferator-activated receptor y, (PPARYy;) fur die Adipozytendifferenzierung
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sowie fur die Makrophagendifferenzierung wichtig ist. Bei der Entstehung des
metabolischen Syndroms spielt nicht nur die erhdhte Nahrungsaufnahme eine
Rolle, sondern auch der entziindliche Charakter dieses Zustandes. Somit
bekommt der Begriff ,Makrophage®, der vom griechischen Wort fur ,big eater”

stammt, eine Doppeldeutigkeit (5).

1.6.2. Monozyten und Entziindung

Die chronische Entzindung beim metabolischen Syndrom betrifft besonders
Leber, Muskeln und Fettgewebe. Ausserdem unterliegen monozytare Zellen
bei adiposen und hyperglykamischen Typ 2 Diabetikern einem
proinflammatorischen Zustand (44-46). So ist bekannt, dass die Expression
von proinflammatorischen Zytokinen wie TNFoa und IL-6 in humanen
Monozyten durch Glukose reguliert wird (47-49). Monozyten von Patienten mit
Typ 2 Diabetes mellitus sezernieren vermehrt Sauerstoff-radikale nach
entsprechender Stimulierung. Zusatzlich zum proinflammatorischen Zustand
sind auch andere Anderungen der Monozytenfunktion bei Diabetes mellitus
Typ 2 beschrieben: reduzierte PKC-Aktivitat und zellvermittelte Immunitat,
erhohte TNFa Sekretion nach Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS)
(Endotoxin, gebunden an die Membranoberflache gramnegativer Bakterien),
erhdhte CD36 (Phagozytose-Rezeptor) Expression, erhdhtes Ansprechen auf
Interferon y und erhdhte TNFR2 Expression (50).

Die Monozyten haben die Fahigkeit zur Synthese pro- und anti-
inflammatorischer Zytokine sowie Wachtumsfaktoren, die das entzundliche
Ansprechen modulieren. Die Zytokine beinflussen physiologische Effekte, die
bei Diabetikern gestort sind, wie Apoptose und Wundheilungsprozesse. Bei
Diabetikern sind Defekte der mikrobiziden Funktion der Monozyten ein
bedeutender Grund fur die Entwicklung von bakteriellen Infekten sowie fur
eine erhohte Morbiditat und Mortalitédt. Die Monozyten bei Patienten mit
Diabetes mellitus weisen eine gestérte Chemotaxis und Phagozytose auf
(51).
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Inbesondere werden bei der Entstehung der Insulinresistenz neue
Signalwege aktiviert, die auch durch bakterielle Substanzen aktiviert werden.
LPS wird im Plasma von LPS-binding Protein (LBP) gebunden. Der
entstandene LPS/LBP-Komplex interagiert dann mit dem CD14-Rezeptor auf
den Monozyten und Makrophagen. Durch die Interaktion mit dem LPS-
Signalrezeptor Toll-Like Rezeptor 4 (TLR4) an der Zellmembran der
Monozyten werden verschiedene Signalwege aktiviert, einschliesslich des
IkappaB kinase (IKK)-NF-kB Signalweges und drei mitogen-activated protein
kinase (MAPK) Signalwegen: Extracellular Signal-Regulated Kinase (ERK) 1
and 2, c-Jun N-terminal kinase (JNK) and p38. Uber den intrazelluldren
Transmitter NFKB kommt es schliel3lich zu einer vermehrten Expression und

Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen (Abb.8) (52).

LPS-binding
O O Protein
oog i gg TR,
LPS-LBP

Komplex
LPS-LBP Komplex

CD14-TLR4

|

Zytokin
Produktion

Abb. 8. LPS-induzierte Zytokinproduktion in Monozyten

Experimente an Ratten zeigten, dass die Pravention der NF-kB Aktivierung
durch Suppression der activator |kB Kinase [ die Entstehung von
Insulinresistenz blockiert (53). Untersuchungen zeigten eine erhohte LPS-
vermittelte Aktivierung der Monozyten bei Patienten mit Diabetes mellitus

Typ 2, jedoch kein Ansprechen der Monozyten auf eine akute Hyperglykamie,
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was fur eine andere Rolle des LPS im Vergleich zu Hyperglykamie als

Stimulus zur Aktivierung der Monozyten spricht (50).

1.6.3. Monozyten und Atherosklerose

Die Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 haben eine erhdhte Pradisposition
fur Atherosklerose. Nach der «Response to injury» Hypothese handelt es sich
bei der Atherosklerose um einen Endothelzellschaden bzw. eine
Endothelzelldysfunktion, verursacht durch die erhohte Konzentration von
oxidietem LDL und den anderen Risikofaktoren der Atherosklerose

(Hyperglykamie, Hypertonie, Rauchen usw.).

Die Einwanderung von Blutmonozyten und glatten Muskelzellen in die Intima
und die Transformation der Makrophagen zu Schaumzellen durch die
Aufnahme von oxidiertem LDL ist ein Hauptmechanismus der Entwicklung

von atherogenen Plaques (Abb. 9) (54).

Endothelzelle

Monozyte

»av(Oxidiertes
®- o -
6)0. Schaumzelle

Abb. 9. Die Rolle der Makrophagen bei der Entstehung der Atherosklerose

Die diabetische Angiopathie ist eine diabetesspezifische Form der
Atherosklerose, die sich nicht von der Atherosklerose des Nichtdiabetikers
unterscheidet, sich jedoch in frihem Lebensalter manifestiert und auch die

kleine Arterien betrifft (55). Studien zeigen eine erhdhte Expression von CD36
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und CD68 — beides Marker fur die Reifung der Monozyten zu Makrophagen —
bei Monozyten im peripheren Blut von Diabetikern und eine erhdhte
Expression von CD36 und CD68 nach MCP-1 Stimulation, was flr einen
aktivierten Zustand dieser Monozyten spricht (54). Desweiteren scheint die
Leukozytenadhasion bei Diabetikern erhdoht zu sein, was mit einem erhdhten
Risiko fur vaskulare Komplikationen verbunden ist (56). Untersuchungen der
Funktion von Blutmonozyten bei Diabetikern mit Atherosklerose zeigten
quantitative und funktionelle Abnormitaten der Monozyten, und eine stark
reduzierte spontane Produktion proinflammatorischer Zytokine. Die
Zytokinsekretion nach Stimulation mit LPS und IFN-y verhalt sich allerdings

wie beim Gesunden (57).

1.7. Zielsetzung und Hypothese

Es ist bekannt, dass Sekretionsprodukte von Adipozyten die
proinflammatorische Aktivierung der Monozyten beeinflussen. Desweiteren ist
die proinflammatorische Aktivierbarkeit der Monozyten bei Diabetes mellitus
Typ 2 gestort. Unsere Hypothese war, dass CORS-26 ein Molekul ist, das
eine anti-inflammatorische Wirkung auf die humanen Monozyten aufweist.
Ziel der Studie war die Effekte der Stimulation mit CORS-26 und LPS, allein
oder in Kombination, auf die Konzentration von TNFa und IL-6 bei isolierten
humanen Monozyten von Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2, zu

untersuchen.

Im Anbetracht der zahlreichen Interaktionen zwischen Komponenten des
Lipoprotein-Stoffwechsel und Adipokinen einerseits und der Monozyten-
Aktivierung andererseits, war es unser Ziel zu prufen, ob die LPS-induzierte
proinflammatorische Aktivierung der Monozyten bei Typ 2 Diabetikern
abhangig von Parametern des Lipid-Stoffwechsels ist und ob dies durch das

neue Adiponektin-Paralogon CORS-26 beeinflusst werden kann.
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2. Material und Methoden

2.1. Gerate und Materialen

a. Gerate

Autoklav Varioklav Dampfsterilisator
ELISA-Reader

Inkubationsschrank 37° Celsius, 5% CO,
Magnetrihrer / Heizplatte MR 3001 K
Mikroskop und Zubehor
Sicherheitswerkbank

Zentrifuge Megafuge 1.0 R

b. Materialen

Auslaufpipetten sterile (5, 10 und 25 pl)
Dialyseschlauch 29 mm

Elisa Platte (96-Loch)

MACS CD14 Micro Beads

MACS MultiStand

MACS seperation columns
Pipettensatz

Reggiergefalde (1,5 und 2,0 ml)
Steriflip 50 ml

Stericup 500ml

Sterile Filter-Spitzen (20, 100 und 1000 pl)

Vacutainer™ CPT™ 8 ml
Zell Schaber
Zellkulturplatten cell + (6-Loch)

Zentrifugenrdohre 50 ml

H+P

Bio-TEK Instruments GmbH

Hera cell, Heraeus Instruments

Heidolph

Zeiss

Hera Safe, Heraeus Instruments

Heraeus

Nunc

Serva

Corning Costar
Miltenyi Biotech
Miltenyi Biotech
Miltenyi Biotec
Eppendorf
Eppendorf
Millipore
Millipore
Sarstedt

BD

Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
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2.2. Auswahl des Studienkollektives

Es wurden 30 Patienten mit bekanntem Diabetes mellitus Typ 2 und 20
gesunde Studienteilnehmer (Klinikpersonal und Studenten) der Klinik und
Poliklinik fur Innere Medizin | des Universitatsklinikum Regensburg von
Oktober 2007 bis April 2008 in die Studie eingeschlossen.

Als Einschlusskriterien galt ein vorbekannter Diabetes mellitus Typ 2 und ein
Patientenalter von 18-85 Jahre. Ausschlusskriterien waren eine

Schwangerschaft sowie eine akute oder chronische Infektion (Blutbild, CRP).

Es erfolgte eine Blutentnahme bei niichternen Probanden mit anschlielRender
Isolierung der Monozyten aus dem Vollblut. Das Vorliegen einer sekundaren
Komplikation bzw. einer diabetischen Nephropathie, Retinopathie,
Neuropathie, KHK sowie einer positive Familienanamnese fur Diabetes
mellitus wurde dokumentiert. Der Body-Mass-Index (BMI) (in kg/m?) wurde
nach GréRe und Gewicht berechnet. Laborchemisch wurden zusatzlich
Glucose, HbA1c, Cholesterin, LDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin, Triglyzeride,

CRP, Leukozyten, Hamoglobin und Kreatinin bestimmt.

Die Patienten wurden Uber das Ziel der Studie, die freiwillige Teilnahme und
den Datenschutz ausfuhrlich informiert, das schriftliche Einverstandnis wurde
eingeholt. Die Genehmigung der Studie durch die Ethikkommission des

Universitatsklinikums Regensburg lag vor.

2.3. Methoden

2.3.1. Isolierung der Monozyten aus Vollblut

Zur Isolierung der primaren peripheren Monozyten aus dem Vollblut wurden

pro Proband sechs Vacutainer mit 8 ml Blut gefullt. Die Vacutainer wurden

mehrmals geschwenkt, um das entnommene Blut mit dem Citratpuffer zu
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mischen und die Blutgerinnung zu verhindern. AnschlieRend erfolgte eine

Zentrifugation fir 25 Minuten bei 2900 rpm (rounds per minute).

Vor dem Zentrifugieren Nach dem Zentrifugieren

Vollblut Plasma

Mononuklerare Zellen
und Thromhozyten

Polyester Gel ——_

Granulozyten
Lnd Erythrozyten

Abb. 10. Separation von Vollblut

Nach der Zentrifugation befanden sich die schwereren Bestandteile (vor allem
die Erythrozyten) am Boden des Rorchens unterhalb des Polyester-Gels, so
dass Plasma, mononukleare Zellen und Thrombozyten oberhalb des Gels
abgenommen werden konnten (Abb.10). Dazu wurden die Vacutainer
mehrmals geschwenkt, so dass sich die mononuklearen Zellen und die
Thrombozyten homogen im Plasma verteilten und unter der Sterilbank in
Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt werden konnten. Dabei wurden die Zellen

eines Spenders gereinigt und nochmals fur 15 Min. bei 1200 rpm zentrifugiert.

Nach dem Zentrifugieren wurden die Plasmalberstande abgesaugt und die
Zellen in 20ml PBS gewaschen (1200 rpm, 10 min, RT), in ein
Eppendorfgefall tberfuhrt und mit 2ml CD14 Beads-Puffer gewaschen (1200
rom, 10 min, RT). Im Anschluss wurden die Zellen in 130 pl CD14 Beads-
Puffer resuspendiert und mit 27 yl CD14 Beads (Miltenyi Biotec., Bergisch-
Gladbach, Deutschland) fiir 20 min bei 4°C inkubiert. Die Monozyten

exprimieren stark das Oberflachenprotein CD14, an das die an die
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magnetischen Beads gekoppelten monoklonalen CD14-Antikdrper binden. In
einem magnetischen Feld werden aufgrund dieser Verbindung die Monozyten
von den anderen Zellen separiert. Nach der Inkubation wurde die mit
Microbeads inkubierte Zellsuspension mit 1 ml CD14 Beads-Puffer
gewaschen (1200 rpm, 10 min, RT), in 2 ml CD14 Beads-Buffer
aufgenommen und anschlieBend auf die Saule pipettiert. Nach dreimaligem
Waschen mit 3 ml CD14 Beads-Puffer wurden die Saulen aus dem Magneten
entfernt und die monozytaren Zellen mit 5 ml CD14 Beads-Puffer eluiert. Die
Zellen wurden abzentrifugiert (1200 rpm, 5 min, RT), in 3 ml RPMI-Medium
(Biochrom, Berlin) aufgenommen und ein 10 pl Aliquot verwendet, um die
Zellzahl zu bestimmen. Die Zellzahl wurde mikroskopisch in der Neubauer

Zellzahlkammer bestimmt.
2.3.2. Kultivierung der Monozyten

Als Kulturmedium fur die Monozyten wurde das Medium RPMI 1640
(Biochrom AG, Southborogh, MA, USA) mit 10% autologem Serum Uber 18h
verwendet. Die Kultivierung erfolgte in einem Blutschrank bei 37 °C, 5% CO,

und wassergesattigter Atmosphare.
2.3.3. Stimulationsexperimente

Im Durchschnitt war die Monozytenmenge auf ca. 12-13 x 10° Monozyten
begrenzt, so dass maximal 4 Experimente durchgefuhrt werden konnten. Fir

jedes Stimulationsexperiment wurden 3 x 10° primare Monozyten verwendet.
Versuchsansatz a. mit LPS

Primare Monozyten wurden 24h mit 10 % autologem, Serum
supplementiertem RPMI 1640 Medium zu Makrophagen differenziert. Die
differenzierten Zellen adharierten am Boden der Zellkulturschale und die

Differenzierung wurde unter dem Lichtmikroskop Uberpruft.
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Das Medium wurde nach der Differenzierung erneuert und die Zellen wurden
mit LPS (1 ug/ml) stimuliert. Adipositas und Insulinresistenz werden als ein
,chronischer und niedrig-aktiver Entzundungsstatus® angesehen und
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 sind potentiell an eine chronische
Immunstimulation gewodhnt. Aus diesem Grund wurde eine hohe Dosierung
von LPS (1 pg/ml) verabreicht. Nach 18-24h Stimulation wurden die Zellen

sowie die Zelliberstande abgenommen.

Versuchsansatz b. mit CORS-26

Primare  Monozyten wurden 24h mit 10% autologem, Serum
supplementiertem RPMI 1640 Medium zu Makrophagen differenziert. Die
differenzierten Zellen adharierten am Boden der Zellkulturschale und die
Differenzierung wurde unter dem Lichtmikroskop Uberpruft. Das Medium
wurde nach der Differenzierung erneuert und die Zellen wurden mit CORS-26
(1 pg/ml) stimuliert. Nach 18-24h Stimulation wurden die Zellen sowie die

Zelluberstande abgenommen.

Versuchsansatz c¢. mit LPS und CORS-26

In diesem Fall wurden die Zellen zuerst 30 Minuten mit CORS-26 vorinkubiert.

Danach erfolgte die Stimulation mit LPS wie beschrieben.

Versuchsansatz d. Kontrolle

Die nicht stimulierten Monozyten wurden als Kontrolle genutzt.
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2.3.4. Bestimmung von Zytokinen und Chemokinen

Die Konzentration von IL-6 und TNF-o im Uberstand der
Monozytensuspension wurde mittels ELISA bestimmt. Es wurden DuoSET

ELISA Systeme von R&D Systeme, Wiesbaden, Deutschland verwendet.

2.3.5. Messung der Routineparameter

Laborchemisch wurden Glucose, HbA1c, Cholesterin, LDL-Cholesterin, HDL-
Cholesterin, Triglyzeride, CRP, Leukozyten, Hamoglobin und Kreatinin im
hausinternen  Labor des Instituts fur Klinische Chemie und
Laboratoriummedizin mit Standardmethoden im Rahmen der ohnehin

durchgefuhrten Routine-Diagnostik bestimmt.

2.3.6. Statistik

Die Auswertung der erhobenen Daten erfolgte computergestitzt mit dem
Statistikprogramm SPSS (SPSS 15.0). Die Berechnungen der statistischen
Signifikanz von zwei unabhangigen Stichproben wurde mit dem Mann-
Whitney U-Test durchgefuhrt. Das minimale Signifikanzniveau lag bei p <
0,05. Der Pearsons x* wurde benutzt, um die Beziehung zwischen

klassifizierten Variablen zu testen.
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3. Ergebnisse
3.1. Charakteristika des Studienkollektives

In die Studie wurden 30 Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 (19 Manner
und 11 Frauen) eingeschlossen. Das mittlere Alter der Typ-2-Diabetiker
betrug 62 + 2.0 Jahre. Der durchschnittliche Body Mass Index betrug 31.0 +
2.3 kg/m?.

Die Charakteristika des Kollektives werden in Tabelle 2 dargestellt.

Lipoprotein-Metabolismus: Die Mittelwerte + SEM (= standart error of the
mean) betrugen fur Gesamtcholesterin 156 + 5 mg/dl mit einer Spannweite
40-244 mg/dl, fur Triglyzeride 129 + 6 mg/dl mit einer Spannweite von 56-279
mg/dl, fir HDL 40 + 1 mg/dl mit einer Spannweite von 17-88 mg/dl und fir
LDL 88 + 3 mg/dl mit einer Spannweite von 9-146 mg/dl.

Stoffwechsel-Metabolismus: Die Mittelwerte betrugen fur HbA. 7.5 + 0.3 %
mit einer Spannweite von 4.6 — 18.0 % und fur Glukose (ntchtern) 157 + 9

mg/dl mit einer Spannweite von 81-500 mg/dI.

Entziindungsmarker: Die Mittelwerte betrugen fur CRP 29 + 4 mg/dl und fur
Leukozyten 8.0 + 0.3/nl.

Bei 10 der eingeschlossenen Patienten waren keine diabetischen
Komplikationen bekannt, bei den anderen 20 war bereits eine diabetische
Nephropathie und / oder Retinopathie und / oder Neuropathie und / oder KHK
sowie pAVK vorbekannt.

3 der Patienten (10%) wurden mittels Diat und Bewegung therapiert, 9 (30%)
mit oralen Antidiabetika, 14 (46.7%) mit Insulin und 4 (13.3%) mit der
Kombination aus Insulin und oralen Antidiabetika.
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Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 (n=30)

Weiblich 11 (36.7 %)
Mannlich 19 (63.3 %)
BMI (kg/m?) 31.0+23
Alter (Jahre) 62+20

Lipoprotein-Metabolismus

Gesamtcholesterin (mg/dl)

156 + 5 [40--244]

Triglyzeride (mg/dl)

129 + 6 [56-279]

HDL (mg/dl) 40 + 1 [17-88]

LDL (mg/dl) 88 + 3 [9-146]
Stoffwechsel-Metabolismus

HbA1¢ (%) 7.5+0.3[4.6-18.0]

Glukose nuchtern (mg/dl) 157 + 9 [81-500]

Entziindungsmarker

CRP (mg/l) 29+4

WBC ( /nl) 8.0+0.3
Diabetische Kompikationen

Ja 20 (33%)

Nein 10 (66%)

Antidiabetische Therapie

Diat / Bewegung 3 (10 %)

Orale Therapie 9 (30 %)

Insulin 14 (46.7 %)

Insulin + orale Therapie 4 (13.3 %)

Tabelle 2. Charakteristika des Studienkollektives
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3.2. Stimulationsexperimente bei T2D Monozyten
Stimulationsexperimente bei T2D Monozyten
T2D Monozyten | Signifikanz
(n=30) p

IL-6 (ng/ml)

Basal 1.3+04*

CORS-26 23+0.7

LPS 87.5+18.8* * p<0.001

LPS + CORS-26 56.8 + 11.5

TNF (ng/ml)

Basal 01+0.1~*

CORS-26 0.1+0.1

LPS 20.7+26"* * p<0.001

LPS + CORS-26 23.2+3.0

Tabelle 3. Stimulationsexperimente bei T2D Monozyten

Die basale IL-6 Produktion bei T2D Monozyten betrug 1.3 + 0.4 ng/ml. Nach
Stimulation mit CORS-26 betrug sie 2.3 + 0.7 ng/ml, nach Stimulation mit LPS
87.5 + 18.8 ng/ml und nach Stimulation mit CORS-26 und LPS 56.8 + 11.5

ng/ml.

Die basale TNF Produktion bei T2D Monozyten betrug 0.1 + 0.1 ng/ml. Nach
Stimulation mit CORS-26 betrug sie 0.1 + 0.1 ng/ml, nach Stimulation mit LPS
20.7 + 2.6 ng/ml und nach Stimulation mit CORS-26 und LPS 23.2 + 3.0.
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Ergebnisse - Korrelation der induzierten TNFo Sekretion mit dem Gesamtcholesterin

3.3. Korrelation der LPS-induzierten monozytaren TNFa Sekretion mit

dem Gesamtcholesterin.

a. Stimulation der Monozyten mit LPS

50.004

Stimulation mit LPS

o o]
40.00 o
r=05
TNFe %] P01
- n=28
(ng/mil)

20.00

10.00+

0.00 I 1 I 1 I I
0.00 50.00 100.00 150.00 200.00 250,00

Gesamtcholesterin (mg/dl)

Abb. 11. Korrelation von TNFa mit dem Gesamtcholesterin nach Stimulation
mit LPS

In den nicht stimulierten Kontrollmonozyten der Diabetiker war nur eine
geringe TNFa-Sekretion von 0.1 + 0.1 ng/ml messbar. Nach Stimulation mit

LPS wurde eine TNFa-Konzentration von 20.7 + 2.6 ng/ml gemessen.

Die LPS-induzierte Konzentration von TNFa im Uberstand von Monozyten
korrelierte signifikant (r=0,5; p=0,014) mit dem Serum-Gesamtcholesterin
(Abb. 11).
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b. Ko-Stimulation der Monozyten mit CORS-26 und LPS

Ko-Stimulation mit CORS-26 und LPS
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Abb.12. Korrelation von TNFa mit dem Gesamtcholesterin nach Ko-
Stimulation mit CORS-26 und LPS

Nach Ko-Stimulation mit CORS-26 und LPS wurde eine TNFa-Sekretion von

23.2 + 3.0 ng/ml gemessen.

Die CORS-26- und LPS-ko-stimulierte Konzentration von TNFa. im Uberstand
von Monozyten korrelierte signifikant (r=0,4; p=0,02) mit dem Serum-
Gesamtcholesterin (Abb. 12).
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Ergebnisse - Korrelation der induzierten TNFo Sekretion mit dem LDL-Cholesterin

3.4. Korrelation der LPS-induzierten monozytaren TNFa Sekretion mit
dem LDL-Cholesterin.

a. Stimulation mit LPS
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Abb. 13. Korrelation von TNFa mit dem LDL-Cholesterin nach Stimulation mit
LPS

Die LPS-induzierte Konzentration von TNFa im Uberstand von Monozyten
korrelierte signifikant (r=0,6; p=0,03) mit dem LDL-Cholesterin (Abb. 13).
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b. Ko-Stimulation mit CORS-26 und LPS

Ko-Stimulation mit CORS-26 und LPS
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Abb. 14. Korrelation von TNFa mit dem LDL-Cholesterin nach Ko-Stimulation
mit CORS-26 und LPS

Die CORS-26- und LPS-ko-stimulierte Konzentration von TNFo. im Uberstand
von Monozyten korrelierte signifikant (r=0,5; p=0,01) mit dem LDL-
Cholesterin (Abb. 14).
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Ergebnisse - Korrelation der induzierten TNFo Sekretion mit dem HDL-Cholesterin

3.5. Korrelation des LPS-induzierten TNFa mit dem HDL-Cholesterin.

soo  Stimulation mit LPS
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Abb. 15. Korrelation von TNFa mit dem HDL-Cholesterin nach Stimulation mit
LPS

Ko-Stimulation mit CORS-26 und LPS
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Abb. 16. Korrelation von TNF« mit dem HDL-Cholesterin nach Ko-Stimulation
mit CORS-26 und LPS

Es fand sich keine Korrelation der LPS- sowie der CORS-26- und LPS-
induzierten TNFa-Konzentration mit dem HDL-Cholesterin (Abb. 15, Abb. 16).
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3.6. Korrelation des LPS-induzierten TNFa mit den Triglyzeriden.
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Abb. 17. Korrelation von TNFa mit den Triglyzeriden nach Stimulation mit
LPS

Ko-Stimulation mit CORS-26 und LPS
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Abb. 18. Korrelation von TNFa mit den Triglyzeriden nach Ko-Stimulation mit
CORS-26 und LPS

Es fand sich keine Korrelation der LPS- sowie der CORS-26- und LPS-
induzierten TNFa-Konzentration mit den Triglyzeriden (Abb. 17, Abb. 18).
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Ergebnisse - Korrelation der induzierten IL-6 Sekretion mit dem Gesamtcholesterin

3.7. Korrelation des LPS-induzierten IL-6 mit dem Gesamtcholesterin.
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Abb. 19. Korrelation von IL-6 mit dem Gesamtcholesterin nach Stimulation
mit LPS
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Abb. 20. Korrelation von IL-6 mit dem Gesamtcholesterin nach Ko-Stimulation
mit CORS-26 und LPS

Es fand sich keine Korrelation der LPS- sowie der CORS-26- und LPS-
induzierten IL-6-Konzentration mit dem Gesamtcholesterin (Abb. 19, Abb. 20).
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Korrelation des LPS-induzierten IL-6 mit dem LDL-Cholesterin.
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Abb. 21. Korrelation von IL-6 mit dem LDL-Cholesterin nach Stimulation mit
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Abb. 22. Korrelation von IL-6 mit dem LDL-Cholesterin nach Ko-Stimulation

mit CORS-26 und LPS

Es fand sich keine Korrelation der LPS- sowie der CORS-26- und LPS-
induzierten IL-6-Konzentration mit dem LDL-Cholesterin (Abb. 21, Abb. 22).
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3.9. Korrelation des LPS-induzierten IL-6 mit dem HDL-Cholesterin.
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Abb. 23. Korrelation von IL-6 mit dem HDL-Cholesterin nach Stimulation mit
LPS
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Abb. 24. Korrelation von IL-6 mit dem HDL-Cholesterin nach Ko-Stimulation
mit CORS-26 und LPS

o

Es fand sich keine Korrelation der LPS- sowie der CORS-26- und LPS-
induzierten |IL-6-Konzentration mit dem HDL-Cholesterin (Abb. 23, Abb. 24).
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3.10. Korrelation des LPS-induzierten IL-6 mit den Triglyzeriden.
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Abb. 25. Korrelation von IL-6 mit den Triglyzeriden nach Stimulation mit LPS
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Abb. 26. Korrelation von IL-6 mit den Triglyzeriden nach Ko-Stimulation mit

CORS-26 und LPS

Es fand sich keine Korrelation der LPS- sowie der CORS-26- und LPS-
induzierten IL-6-Konzentration mit den Triglyzeriden (Abb. 25, Abb. 26).
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Diskussion - Die Verbindung zwischen Stoffwechsel und Immunitat

3.11. Zusammenfassung der Ergebnisse

1. Die LPS-induzierte Konzentration von TNFa. im Uberstand der Monozyten
korrelierte signifikant mit dem Serum-Gesamtcholesterin sowie mit dem
Serum-LDL-Cholesterin. Diese positive Korrelation wurde dabei nicht von
CORS-26 beiinflusst.

2. Es bestand keine Korrelation der LPS- sowie der LPS- und CORS-26-
induzierten Konzentration von TNFo mit den Triglyzeriden oder dem
Serum-HDL-Cholesterin.

3. Die LPS- sowie die LPS- und CORS-26-induzierte IL-6 Konzentration

zeigte keine Korrelation mit den Lipoproteinen.

4. Diskussion

41. Fettgewebe, Monozyten und die Verbindung zwischen

Stoffwechsel und Immunitat.

Adipositas und das metabolische Syndrom werden als ein ,chronischer und
niedrig-aktiver Entzindungsstatus® angesehen (5). Es wird zunehmend
deutlich, dass das Fettgewebe Energiemetabolismus mit Immunfunktion
verbindet (58).

Die Adipozyten produzieren Adipozytokine, die als pro- und anti-
inflammatorische Immunregulatoren des Fettgewebes wirken. Weiterhin
werden Chemokine sowie klassische Zytokine, z.B. Interleukin-6 (IL-6) und
Tumor Nekrose Faktor (TNF), von Adipozyten sezerniert. Ferner werden neue
Molekile sezerniert, die mit dem angeborenen Immunsystem assoziert sind.
Diese Molekule werden der C1qTNF-Related-Protein (CTRP) Superfamilie
zugeordnet (Tabelle 4).
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Diskussion - Die Verbindung zwischen Stoffwechsel und Immunitat

Studien zeigen, dass Adipozyten Komponenten des innaten Immunsystems
wie Adipokine, Zytokine, Komplementfaktoren und Toll-like-Rezeptoren
(TLR’s) exprimieren (Tabelle 4) (59, 60). Das Komplement-System bekampft
eindringende Erreger, eliminiert sie jedoch nur unvollstandig. Bisher wurde die
Expression der Komplementfaktoren B, C3a, D, H, C1q und des Properdins
im Fettgewebe nachgewiesen. Der erste Schritt zur Aktivierung des
alternative pathway findet im Fettgewebe statt, durch Zusammenwirken von
Faktor B, C3 und Faktor D und die Produktion von C3a/Acylation Stimulating
Protein (C3a/ASP) (61). Acylation stimulating protein (ASP) oder C3adesArg
ist das Spaltprodukt des Anaphylatoxins C3a (nach Abspaltung des C-
terminalen Arginin Restes). Es stimuliert die Triglyzerid-Synthese und hat
somit einen potentiellen anabolischen Effekt auf das Fettgewebe durch die
Speicherung von Glukose und freien Fettsauren (62;63). ASP interagiert mit
dem C5L2 Rezeptor und stimuliert die Triglyzerid- Synthese und den Glukose
Transport (64). C3a ist ein Anaphylatoxin, das C-terminale Arginin
entscheidet, ob es als Immun- oder Stoffwechselsignal wirkt. Die doppelte
Rolle des Fettgewebes (Metabolismus und Immunitat) hangt zusammen mit
der doppelten Rolle des Komplements in Bezug auf das Fettgewebe:
einerseits ist die  Komplement-Produktion ein  Bestandteil der
Triglyzeridsynthese, andererseits stellt Komplement eine Komponente des
Immunsystems dar, das durch lokale oder systemische Entzindung aktiviert
wird (63).

Adipokine  Zytokine Komplementfaktoren CTRP's TLR's

Adiponektin TNFa C1q CTRP-1  TLRA1
Leptin IL-6 C3a CTRP-2 TLR-2
Resistin IL-1 C3adesArg CTRP-3 TLR-3
Visfatin ~ CCL2 (MCP1) B CTRP-4 TLR-4

D CTRP-5 TLR-6

H CTRP-6  TLR-8

Properdin CTRP-7 TLR-9

Tabelle 4. Das Fettgewebe als Teil des Immunsystems (6, 9, 24)
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Diskussion - Die Verbindung zwischen Stoffwechsel und Immunitat

Praadipozyten und reife Adipozyten exprimieren eine Reihe von funktionellen
Toll-like Rezeptoren (TLRs) (60). Die TLRs erkennen Pathogene, initiieren
Signalwege fur die Bildung wichtiger proinflammatorischer Signale fir die
Immunabwehr und haben eine Schilusselrolle in der angeborenen
Immunantwort (65). Die mesenchymalen Stammzellen expremmieren TLR1,
TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6 und TLR9 (66). Die reifen Adipozyten und
die vaskularen Bindegewebszellen exprimieren alle TLRs auf’er TLR5 und
TLR7 (60). Die Praadipozyten und die Adipozyten reagieren nach Expression
der TLRs auf spezielle Stimuli mit der Produktion von Zytokinen, z.B. IL-6. Die
Praadipozyten kénnen rasch (innerhalb von 4h) auf einen LPS-Stimulus mit
der Sekretion von IL-6 und Chemokinen CCL2, CCL5 und CCL11 reagieren
(67). Die basale und LPS-induzierte IL-6 Produktion ist hoher in
Praadipozyten, die basale und LPS-induzierte MCP-1 Produktion ist hdher in
reifen Adipozyten (60). Metabolische Veranderungen, wie Hyperglykamie,
Insulinresistenz und erhoéhte Spiegel an freien Fettsauren, die wahrend
Infektionen festgestellt werden, konnten ihre Ursache in einem funktionellen
TLP-Pathway im Fettgewebe haben. Zusammenfassend klassifiziert die
Expression funktioneller TLRs in Adipozyten das Fettgewebe als ein neues
Mitglied des angeborenen Immunsystems, fahig zum Ansprechen auf

mikrobielle Produkte.

Die Verbindung zwischen Immunsystem und Stoffwechsel wird zusatzlich
durch die BMI-abhangige Infiltration des Fettgewebes mit Makrophagen
deutlich. Die Blutmonozyten transformieren sich nach Diapedese in das
viszerale Fettgewebe in Makrophagen (41). Die proinflammatorischen
Zytokine werden sowohl von den Adipozyten als auch von den Makrophagen

sezerniert.

Die Makrophagen, die das Fettgewebe infiltrieren, produzieren TNF und
stimulieren den TNF-Rezeptor der Adipozyten, was die Aktivierung des NFkB
zu Folge hat. Die TNF-induzierte NFkB Aktivierung der Adipozyten fuhrt zu
Lipolyse mit Freisetzung von Fettsauren. Die Fettsauren wirken als parakrine
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Diskussion — Typ-2-Diabetes, eine Erkrankung des angeborenen Immunsystems?

Makrophage Adipozyt

Lipolyse
TLRA >—__ Freie

Fettsdure

Abb. 27. Zusammenspiel von Makrophagen und Adipozyten

TLR4 Liganden und induzieren den NFkB-Signalweg in Makrophagen, was
die Makrophagen zur Produktion proinflammatorischer Zytokine stimuliert. Die
Adipozyten exprimieren TLR4 und die LPS-induzierte Stimulation fuhrt zu
Produktion proinflammatorischer Zytokine durch die Adipozyten (Abb. 27).

Die Expression immunregulatorischer Produkte vom Fettgewebe weist auf
eine potentielle regulatorische Rolle des Fettgewebes bei Infektionen hin.
Tatsachlich zeigen adipdse Patienten (BMI > 40 kg m?) auf der Intensivstation
eine erhdhte Mortalitat, haufiger auftretende Komplikationen und einen
langeren Aufenthalt (68). Desweiteren zeigen neue Daten eine Rolle von
Adipozytokinen, besonders des Resistins und Leptins, bei der Entstehung

extrapankreatischer Nekrosen bei Patienten mit akuter Pankreatitis (69).

Das Fettgewebe sezerniert nicht nur die Adipozytokine sondern auch ihre
spezifischen Rezeptoren - ein Zeichen, das das Fettgewebe Quelle sowie Ziel
dieser Produkte ist. Die Existenz eines ,adipozytaren Immunsystems®, das die
Adipozyten und Monozyten / Makrophagen sowie die Adipozytokine und das

Komplement umfasst, sollte weiterhin untersucht werden.
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4.2. Diabetes mellitus Typ 2, eine Erkrankung des angeborenen

Immunsystems?

Diabetes mellitus Typ 2, eine chronische Storung des Stoffwechsels, ist durch
eine  Kombination aus Insulinresistenz der Zielgewebe, z.B. des
Skelettmuskels, der Leber und des Fettgewebes sowie einer Storung der
Insulinsekretion gekennzeichnet (70). Die Insulinresistenz entsteht in
Wechselwirkung mit Umweltfaktoren wie Ubergewicht und Bewegungsmangel
und genetischer Pradisposition. Typ-2-Diabetes manifestiert sich oft im
Zusammenhang mit klinischen und biochemischen Eigenschaften im Rahmen
des sogenannten metabolischen Syndroms. Das metabolische Syndrom ist
durch Hyperglykamie, Dyslipidamie, viszerale Adipositas, arterielle Hypertonie

und Atherosklerose charakterisiert.

Die Theorie, dass die Entzindung an der Pathogenese des Typ-2-Diabetes
beteiligt ist, ist nicht neu. 1876 hat Ebstein in der deutschen
wissenschaftlichen Literatur berichtet, dass eine erhdohte Dosierung von
Salicylat die Glukosurie bei diabetischen Patienten verbessert (71). Pickup
und Crook haben im Jahr 1998 eine speziellere pathophysiologische
Hypothese publiziert. Diabetiker weisen erhdhte Konzentrationen von
Entzindungsmarkern auf, wie Sialinsaure, a1- Glykoprotein, Amyloid A, CRP
und Kortisol sowie eine Dyslipidamie (Hypertriglyzeridamie und erniedrigtes
HDL-Cholesterin), die eine Besondereit der akuten Phase-Reaktion ist. Die
Vermutung einer langfristigen Zytokin-induzierten akuten Phase-Reaktion bei
Typ-2-Diabetes als Teil eines immunologischen Ansprechens wurde bei
Pickup und Crook angestellt. Beim Typ-2-Diabetes |6sen der Lebenstil und
Umweltfaktoren, besonders bei Personen mit einer Hypersensibilitat des

akuten immunologischen Ansprechens, eine Erkrankung statt repair auf (72).

Im folgenden sind die Anzeichen fir eine Rolle des angeborenen

Immunsystems bei Diabetes mellitus Typ 2 zusammengefasst (73;74).
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Die Entzundungsmarker korrelieren positiv mit den Charakteristika des
metabolischen Syndroms und prognostizieren die Entwicklung des Typ-2-
Diabetes.

Die Dyslipidamie, die charakteristisch fur den Typ-2-Diabetes ist, ist eine
akute Phase Antwort auf Verletzung und Erkrankung. Die Entzindung ist
involviert in die Atherogenese, ein Charakteristikum des Typ-2-Diabetes.
Die Zytokin-Mediatoren der akuten Phase Antwort fihren zu Diabetes-
assozierten Abnormitaten, wie Insulinresistenz, gestorte Insulinsekretion,
beschleunigte Atherosklerose, erhdhte kapillare Permeabilitat.
Gen-Polymorphismen in PRRs (pattern-recognition receptor) des
Immunsystems, wie TLR4 (LPS-Rezeptor), beeinflussen das
immunologische Ansprechen sowie die Pravalenz des Typ-2-Diabetes
oder des metabolischen Syndroms und der Atherosklerose.
Anti-inflammatorische Medikamente reduzieren die Glykdamie und
reduzieren die Marker des angeborenen Immunsystems.
Anti-inflammatorische Medikamente kdnnen das Risiko fur die Entwicklung
des Typ-2-Diabetes reduzieren.

Viele bekannte Risikofaktoren fir  Typ-2-Diabetes  aktivieren
immunologische Signalwege (z.B. Adipositas, Bewegungsmangel,

Nikotinabusus, psychologischer Stress).

Evolutionare Zusammenhange hinsichtlich der engen Verbindung zwischen

Immunitat und Stoffwechsel sind auch beschrieben. Funktionelle Strukturen,

die metabolische und immunologische Schlussel-Funktionen kontrollieren,

haben sich aus gemeinsamen ancestors entwickelt. So enthalt z.B. das fat

body des Drosophila, welches Homologie zur Leber, zum hamatopoetischen

System und zum Fettgewebe der Saugertiere aufweist, auch immunologische

Komponenten. Im Verlauf der Evolution entwickelte das menschliche und

tierische Fettgewebe auch immunologische und inflammatorische Funktionen.
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Diese primitiven Mechanismen und metabolischen Adaptierungen, die
entscheidend fiir das Uberleben des Menschen waren, sind diejenigen, die
den Mensch in den heutigen ,obesigenic environment* (mit hochkalorischen

Nahrungsmitteln, Stress und Bewegungsmangel) bedrohen (75).

4.3. Einfluss des Lipidstoffwechsels auf die proinflammatorische

Aktivierbarkeit von Monozyten bei Diabetes mellitus.

Es gibt drei triftige Grunde fur die Untersuchungen der Korrelation zwischen
Monozyten Aktivierung und Lipidstoffwechsel:

1. Die Serum Lipoproteine kdnnen effektiv LPS binden und somit seine
Toxizitat und inflammatorische Effekte reduzieren (76;77).

2. Die Vorteile einer lipidsenkenden medikamentosen Therapie bei
kardiovaskularen Erkrankungen lassen sich nicht nur durch das
lipidsenkende Potential dieser Medikamenten erklaren.

3. Fur Statine sind neben der LDL-senkenden Wirkung auch anti-
inflammatorische Effekte beschrieben.

In diesem Zusammenhang wurde vermutet, dass die Serum Lipoproteine die
LPS-induzierte Monozyten Aktivierung und Zytokin Produktion kontrollieren
(76).

Die Cholesterin- und Triglyzeridereichen Lipoproteine kdnnen die bakteriellen
Lipopolysaccharide (LPS, Endotoxin) binden und inhibieren. Erhdhte
Konzentrationen von inflammatorischen Zytokinen, Anfalligkeit fur Infekte,
zytokininduzierte katabolische Stoffwechsellage und erhdhte Mortalitat
kénnen eine Folge niedriger Lipoproteinkonzentrationen sein. LPS stimuliert
die Produktion proinflammatorischer Zytokine in Immunzellen, und die
inflammatorische immunologische Aktivierung konnte ein negativer
Ruckkopplungs-Mechanismus zur weiteren Reduktion der Lipoproteine sein
(78). Experimentelle Studien zeigten, dass Lipoproteine, wie LDL, VLDL,
HDL, Lp(a), Triglyzeride und Chylomikrone die LPS Bioaktivitdt modulieren
konnen (79).
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LPS wird mit Hilfe eines spezifischen LPS-binding Proteins transferiert und
die Bindung mit Lipoproteinen reduziert seine Bioaktivitdt und seine
proinflammatorische Wirkung. LPS kann alternativ mittels Interaktion mit dem
TLR4 (entweder direkt oder nach Bindung mit mCD14) (s. Kapitel 1.4.2) eine
proinflammatorische Zytokinproduktion ermoglichen (Abb. 28) (78).

LPS-binding
OOO LPS g Protein
vyV

LPS- LB
Komplex
LPS-LBP Komplex
O 0 CD14-TLR4

Lipoproteine

Keine Zytokme Zytokme
Produktion Produktion

Abb. 28. Die Interaktion zwischen LPS und den Serum-Lipoproteinen

Oxidiertes LDL hemmt die TNF Expression in Makrophagen (77) und HDL
neutrialisiert die LPS Aktivitat (80). Die reduzierte LPS Toxizitat nach
Lipoproteinbindung wurde in mehreren Studien gezeigt. In Ubereinstimmung
hiermit fuhrt die Hypolipoproteinamie zur erhdhten LPS-induzierten Letalitat
bei Tieren. Niedrige Lipoproteinkonzentrationen bei Menschen erhdhen das
Todesrisiko bei Infektionen. Die Funktion der Lipoproteine wird aufgrund
einer Erhdhung der LPS-Clearance nach der Entstehung der LPS-Lipoprotein
Komplexe und der Verhinderung der LPS-Bindung an die Zellen als protektiv

angesehen (79).

Die LPS-Aufnahme von LDL-Lipoproteinen, die wahrend eines akuten Infekts
als nutzlich gilt, kann wahrend eines chronischen Infekts eventuell schadlich

sein. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die LPS-Bindung an LDL
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und VLDL eine toxische Aktivitat auslost, die langfristig in der Entwicklung der
Atherosklerose eine pathogenetische Rolle spielt. LDL schitzt das Endothel
vor akuter LPS Toxizitat bei Formation der LPS-LDL Komplexe, jedoch
wandern die Komplexe durch das Endothel und erhéhen (mittels unbekannter
Mechanismen) die chemotaktische Aktivitat der Monozyten. Der Transport der
LDL-LPS Komplexe in die arterielle Wand hat eine inflammatorische und
atherosklerotische Reaktion zur Folge (81). Desweiteren wurde ein
stimulierender Effekt des nativen HDL auf die LPS-induzierte Monozyten

Aktivierung beschrieben.

Die Makrophagen spielen eine Schlusselrolle in der Entwicklung eines
atherogenen Plaques (s. Kapitel 1.4.3). Der Hauptmechanismus zur
Schaumzellen-Bildung ist die Akkumulation von Cholesterylestern aus dem
LDL in den Makrophagen. Verschiedene modifizierte LDL-Formen sind
beschrieben, einschliellich oxLDL, acetylated LDL und aggregated LDL. Die
Inkubation der Makrophagen mit niedrigen oxLDL-Konzentrationen schutzt die
Zellen vor Apoptose und induziert die Zellproliferation. Im Gegensatz dazu
induzieren erhohte oxLDL Konzentrationen und eine verlangerte
Inkubationszeit den Zelltod. Die oxLDL-Effekte sind abhangig von der
Intensitat der LDL Oxidation und der oxLDL-Konzentration. Niedrige
Konzentrationen erhdhen die inflammatorische Aktivierung der Makrophagen,
erhohte Konzentrationen hemmen das inflammatorische Ansprechen. Studien
zeigten, dass die proinflammatorische LPS-induzierte Aktivierung der
Makrophagen nach oxLDL Beladung der Makrophagen erhoht war und die
erhdhte NFkB Aktivierung zur Folge hatte (82). Eine andere Studie zeigte,
dass IL-1p und TNF-a die Schaumzellbildung aus Makrophagen fordern, zum

Teil unter Hemmung Lipidstoffwechsels der Makrophagen (83).

Im Anbetracht der zahlreichen Interaktionen zwischen den Komponenten des
Lipoprotein-Stoffwechsels und der Monozyten Aktivierung, war es unser Ziel

zu prufen, ob die LPS-induzierte proinflamatorische Aktivierung der
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Monozyten abhangig vom LDL, HLD, Gesamtcholesterin und Triglyzeriden bei

Typ-2-Diabetikern ist.

Wahrend die LPS-induzierte IL-6 Konzentration keine Korrelation mit den
Lipoproteinen zeigte, korrelierte die LPS-induzierte Konzentration von TNFa
im Uberstand der Monozyten signifikant mit dem Serum-Gesamtcholesterin
sowie mit dem Serum-LDL-Cholesterin. Diese positive Korrelation wird dabei
nicht von CORS-26 beeinflusst. Es besteht keine Korrelation der LPS-
induzierten Konzentration von TNFa mit den Triglyzeriden oder dem Serum-
HDL-Cholesterin. Diese Daten argumentieren flr eine proinflammatorische
Rolle des Serum-Gesamtcholesterins und des Serum-LDL-Cholesterins.
DarUber hinaus, kann die Serum-Gesamtcholesterin- und die Serum-LDL-
Cholesterin-Konzentration bei Typ-2-Diabetikern die HoOhe der LPS-

induzierten Monozyten Aktivierung bestimmen.

In diesem Zusammenhang ist es wichtig, die Anwendungen einer
lipidsenkenden medikamentdsen Therapie zu diskutieren. Die Statine (oder
HMG-CoA Reduktase Inhibitoren) sind weitverbreitet in der Behandlung der
Hypercholesterinamie und der Atherosklerose. Weiter haben sie protektive
Effekte bei Bakteriamie und Sepsis gezeigt, die nicht nur durch das
lipidsenkende Potential dieser Medikamente erklart werden kénnen (84;85).
Die grofte Beobachtungsstudie bzgl. einer Statin-Therapie bei Sepsis und
Multiorganversagen stammt von Hackan et al. und zeigte, dass die Statin-
Therapie bei Patienten mit Atherosklerose mit einem reduziertem Risiko fur

Sepsis verbunden war (86).

Die Statine zeigen auler ihren lipidsenkenden Effekte auch pleiotrope
Effekte, einschliellich  immunomodulatorischer, antiinflammatorischer,
antioxidativer, endotheliumschutzender und antimikrobieller Eigenschaften.
Niessner et al. zeigte, dass die Therapie mit Statinen bei gesunden
Freiwilligen die monozytare, LPS-induzierte TLR4 und TLR2 Aktivierung

abschwachte (87). Steiner et al. zeigten, dass Simvastatin bei gesunden
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Freiwilligen die LPS-induzierte Erhdhung von CRP und MCP-1 hemmt (88).
Spitzer et al. haben die Hypothese aufgestellt, dass die Fahigkeit der Statine
die Entzindung abzuschwachen, aus deren Fahigkeit, die LDL-Rezeptoren zu
erhohen, entsteht. Die Erhohung der LDL-Rezeptoren fordert die
Internalisierung der Lipoprotein-gebundenen LPS-TRL Komplexe und hat die
Vermittlung proinflammatorischer Signalwege (bzw. Hemmung der NFkB
Translokation) zur Folge, die mit einer Verminderung der
proinflammatorischen Zytokine enden (89). Fluvastatin hat nicht nur die LPS-
induzierte TNF-Konzentration reduziert, sondern auch das Outcome des LPS-
induzierten Organversagens bei Mausen verbessert (90). Okopien et al.
zeigten eine reduzierte monozytare TNFa-Expression bei Patienten unter
Behandlung mit Fluvastatin (91). Diese Daten bestatigen unsere
Beobachtung, das LDL-Cholesterin positiv mit der LPS-stimulierten TNF-

Konzentration korreliert.
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5. Zusammenfassung

Adipositas und metabolisches Syndrom werden als ein ,chronischer und
niedrig-aktiver Entzindungsstatus® angesehen. Adipozytokine beeinflussen
die proinflammatorische Aktivierung der Monozyten, die bei T2DM gestort ist.
Neulich wurden Strukturhomologe des Adiponektins identifiziert, die der
CTRP Superfamilie zugeordnet werden, wie das CORS-26. Unsere
Hypothese war, dass CORS-26 eine anti-inflammatorische Wirkung auf
humane Monozyten aufweist. Unser Ziel war es zu prufen, ob die LPS-
induzierte proinflammatorische Aktivierung der Monozyten bei Typ 2
Diabetikern von Parametern des Lipid-Stoffwechsels abhangig ist und ob dies
durch das neue Adiponektin-Paralogon CORS-26 beeinflusst werden kann.
Es wurden 30 Patienten mit bekanntem T2DM eingeschlossen. Die Isolierung
der peripheren Monozyten aus dem peripheren Blut erfolgte mittels einer
CD14-vermittelten magnetischen Separation und fir jedes Experiment
wurden 3 x 10° Monozyten verwendet. Nach LPS- (1ug/ml), CORS-26-
(1pg/ml) und Ko-Stimulation mit LPS und CORS-26 wurde die Konzentration
von TNFa und IL-6 im Uberstand von Monozyten mittels ELISA bestimmt.
Wahrend die LPS-induzierte IL-6 Konzentration keine Korrelation mit den
Serum-Lipoproteinen zeigte, korrelierte die LPS-induzierte Konzentration von
TNFa im Uberstand der Monozyten signifikant mit dem Serum-
Gesamtcholesterin sowie mit dem Serum-LDL-Cholesterin. Diese positive
Korrelation wurde dabei nicht von CORS-26 beeinflusst. Es bestand keine
Korrelation der LPS-induzierten Konzentration von TNFoa mit den
Triglyzeriden oder dem Serum-HDL-Cholesterin. Diese Daten sprechen fur
eine proinflammatorische Rolle des Serum-Gesamtcholesterins und des
Serum-LDL-Cholesterins, dessen Konzentration bei Typ-2-Diabetikern das
Ausmass der LPS-induzierten Monozyten-Aktivierung bestimmen kann.
Somit beeinflusst der Lipoproteinmetabolismus und damit evtl. auch die
Erndhrung die Funktionsfahigkeit des innaten Immunsystems beim T2DM.
Dieser Mechanismus erklart mdglicherweise die Uber eine blosse

Lipidsenkung hinausgehenden protektiven Effekte von Statinen.
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