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1. Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Metabolische Syndrom und seine Entstehung

1.1.1 Definition und Pravalenz des Metabolischen Syndroms

Das Metabolische Syndrom bezeichnet das gleichzeitige Vorliegen verschiedener
Risikofaktoren, die in ihrer Gesamtheit aber auch als voneinander unabhangige
Einzelkomponenten mit einem erhohten Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen
assoziiert sind.[1] Diese erstmalig 1988 von Gerald Reaven als Syndrom X
bezeichnete Funktionsstorung beinhaltet im Wesentlichen vier Hauptkomponenten,
die sich aus einer abdominal betonten Adipositas, einer Glukoseintoleranz, einer
arteriellen Hypertonie und einer Dyslipiddmie in Form eines erhOhten
Triglyzeridspiegels sowie einer Erniedrigung des High Density Lipoprotein (HDL) im
Serum zusammensetzen. [2] Die genaue Abgrenzung dieser vier Hauptrisikofaktoren
wurde jedoch von den einzelnen Gesundheitsorganisationen unterschiedlich
bewertet, wobei insbesondere die Quantifizierung der Adipositas Anlass zur
Diskussion gab. Die aktuellste Charakterisierung des Metabolischen Syndroms
erfolgte 2005 durch die International Diabetes Federation (IDF), welche das Messen
des Bauchumfanges zur Bestimmung der Adipositas voraussetzte, wahrend sich die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) weiterhin auf die Waist-to-hip-ratio (WHR)
beruft. [3] Aufgrund dieser Unstimmigkeiten ist es kaum mdglich, eine genaue
Aussage Uber die Pravalenz des Metabolischen Syndroms zu treffen. Laut WHO
steigt sie jedoch mit zunehmendem Alter an und ist dabei vom Geschlecht und der
jeweiligen ethnischen Zugehorigkeit abhéngig. [2] Insgesamt muss dem
Metabolischen Syndrom eine wachsende Bedeutung in unserem Gesundheitssystem
zugemessen werden, da seine Pravalenz in den letzten Jahren stark zugenommen
hat und seine gesundheitlichen Konsequenzen weitreichend sind. Adipositas kann
dabei als Wegbereiter des Metabolischen Syndroms gesehen werden, da diese
positiv mit der Entwicklung der tbrigen Komponenten des Metabolischen Syndroms
korreliert. [3-4]
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1.1.2 Adipositas als wichtige Komponente in der Entstehung kardiovaskularer
Erkrankungen

1.1.2.1 Definition und Pravalenz von Adipositas

Zur Definition von Ubergewicht und Adipositas wird in erster Linie der so genannte
Body Mass Index (BMI) verwendet. Dieser errechnet sich durch den Quotienten aus
Kdrpergewicht in Kilogramm und KoérpergroéRe in Meter zum Quadrat. In der Literatur
wird Normalgewicht durch einen BMI von 18,5-24,9 kg/m? definiert, wahrend ein BMI
von 25,0-29,9 kg/m? als Ubergewicht bezeichnet wird. Von einer Adipositas spricht
man ab einem BMI von 30 kg/mz. [5]

Im Rahmen einer internationalen Konferenz der WHO 2006 wurde erhdhtes
Korpergewicht als eines der schwerwiegendsten Probleme fir die oOffentliche
Gesundheit des 21. Jahrhunderts deklariert. [6] In erster Linie haben Uberernahrung
und Bewegungsmangel in den letzten Jahrzehnten dazu gefihrt, dass die Pravalenz
von Ubergewicht und Adipositas in den industrialisierten Landern der Welt stetig
gestiegen ist und erhéhtes Korpergewicht als Erkrankung zunehmende Bedeutung
erlangt hat. Die Bundesrepublik Deutschland z&ahlt dabei zu den Staaten mit dem
hdchsten Anteil Ubergewichtiger und adipdser Menschen in Europa. [6] Laut einer
Studie des Robert-Koch-Instituts von 2004 sind im Durchschnitt 58,8% der
deutschen Erwachsenen Uubergewichtig und 18,1% als adipds einzustufen.
Besonders besorgniserregend ist dabei die Tatsache, dass sich Ubergewicht auch
bei Kindern und Jugendlichen mit alarmierender Geschwindigkeit ausbreitet. [7] Aus
diesem Grund versuchen die WHO sowie viele andere Gesundheitsorganisationen,
das Gesundheitsbewusstsein der Menschen zu starken und dieser Entwicklung
Einhalt zu gebieten. [6]

1.1.2.2 Das Fettgewebe als wichtiger Bestandteil der angeborenen

Immunantwort und der systemischen Inflammation

Bereits Hippokrates stellte im 4. Jahrhundert v. Chr. fest, dass der plétzliche Herztod
haufiger bei Gbergewichtigen Personen auftrat als bei schlanken Menschen.

Lange Zeit wurde angenommen, dass eine Hypercholesterindmie alleinige
Hauptursache fur das Entstehen von kardiovaskularen Erkrankungen darstellt.
Neuere Studien jedoch belegten, dass ein entscheidender Faktor in der Pathogenese
atherosklerotischer Schaden in einer systemischen Entzindungsreaktion des
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Kdrpers zu sehen ist. Dies zeigte sich in erster Linie daran, dass eine signifikante
Erhdhung von inflammatorischen Markermolekilen im Zusammenhang mit
kardiovaskularen Erkrankungen zu beobachten war. Dieser Anstieg von
systemischen Entziindungsmediatoren konnte auch bei anderen mit Adipositas
assoziierten Erkrankungen, wie etwa dem Diabetes mellitus Typ 2, nachgewiesen
werden. [8]

Laut Berger A. und Scherer P. leistet das humane Fettgewebe einen wichtigen
Beitrag in der Infektabwehr des angeborenen Immunsystems. Es enthalt nicht nur
eine Vielzahl von Makrophagen, die eine entscheidende Rolle im inflammatorischen
Geschehen spielen, sondern auch Adipozyten, die Uber bestimmte Rezeptoren auf
ihrer Zelloberflache in der Lage sind, sehr sensitiv kérperfremde Antigene zu
detektieren und auf inflammatorische Zytokine zu reagieren. Uber die Aktivierung
dieser Rezeptoren werden verschiedene Signalkaskaden in Gang gesetzt, die
schlie8lich zur Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen und Akut-Phase-
Proteinen, wie z.B. Tumornekrosefaktor a (TNF a), Interleukin 6 (IL 6), C-reaktives
Protein (CRP), Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1), Vascular Cell Adhesion
Molecule-1 (VCAM-1), P-Selektin, Serumamyloid A3, Fibrinogen oder
Angiotensinogen, fuhren. Adipozyten sind damit &hnlich wie Makrophagen an der
Entstehung systemischer Inflammation beteiligt. [4, 8] Eine Zu- oder Abnahme des
weillen Fettgewebes fuhrt dabei zu einer signifikanten Veranderung der endokrinen
und metabolischen Eigenschaften humaner Adipozyten. Wie mehrere Studien
belegen, ist eine Erhdhung des BMI mit einer signifikant vermehrten Sekretion
proinflammatorischer Zytokine durch Adipozyten und Makrophagen des Fettgewebes
assoziiert. So lie3 sich im Mausmodell eine positive Korrelation zwischen einer
Gewichtszunahme der Tiere und einer deutlich erhdhten Expression von mRNA-
Transkripten inflammatorischer Gene des Fettgewebes nachweisen. Ein
Gewichtsverlust hingegen fuhrte zu einer signifikanten Verminderung der
Konzentration systemisch zirkulierender inflammatorischer Molekile im Serum. [4, 8]
Adipositas per se, insbesondere eine Ansammlung von Fettgewebe im abdominalen
Bereich, stellt damit eine chronische, geringgradige Inflammation des Korpers dar,
die eng mit der Pathogenese von kardiovaskuldren Erkrankungen und Diabetes

mellitus Typ 2 verbunden ist. [9]
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1.1.2.3 Die Rolle von Makrophagen in der Adipositas und damit assoziierte
Erkrankungen

Neben Adipozyten enthalt das humane Fettgewebe eine Reihe weiterer Zellen, wie
Fibroblasten, Makrophagen und Praadipozyten. [8]

Unter physiologischen Bedingungen betragt der Anteil CD14- und CD31-positiver
Makrophagen 5-10% der Stromazellen des Fettgewebes. Wie Weisberg et al. zeigen
konnten, korreliert die Anzahl von Makrophagen des Fettgewebes positiv mit dem
BMI und der Grol3e der einzelnen Adipozyten. Bei adipdsen Patienten kann ihr Antell
an den Zellen des Fettgewebes auf Uber 60% ansteigen, wobei viszerales
Fettgewebe eine deutlich hdhere Zahl an Makrophagen aufweist als subkutanes Fett.
[8-11] Wahrend man friher annahm, dass die Akkumulation von Makrophagen im
Fettgewebe Ubergewichtiger Personen durch eine Differenzierung von Préaadipozyten
zu Makrophagen zustande kommt, konnte in neueren Studien belegt werden, dass
eine vermehrte Infiltration des Fettgewebes durch Monozyten und Vorlauferzellen
aus dem Knochenmark erfolgt. Die Ursache hierfir ist in einer erhéhten Produktion
von Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-1), einem fiur Monozyten und
Makrophagen spezifischen Chemokin, und von Colony Stimulating Factor-1 (CSF-1),
einem primaren Regulator der Makrophagendifferenzierung, im Fettgewebe zu
sehen. [9, 11] Neben den Adipozyten tragen Makrophagen zur Synthese
proinflammatorischer Faktoren bei und sind damit malRgeblich an der Entwicklung
der systemischen Inflammation beteiligt. Makrophagen sind dabei als Hauptquellen
fur die TNF a- und IL 6-Produktion anzusehen, welche in direkter Relation zur
Insulinresistenz stehen. Uber autokrine und parakrine Signalwege wird dabei
synergistisch die inflammatorische Aktivitat der jeweils anderen Zellart erhoht. [8]
Wie bereits erwahnt, ist ein erhéhter BMI und die damit verbundene systemische
Entziindungsreaktion mafigeblich mit der Entstehung eines Diabetes mellitus Typ 2
assoziiert. Die Pathogenese diabetischer Komplikationen wie etwa die Entstehung
einer Retinopathie, Nephropathie, Neuropathie sowie einer Atherosklerose ist dabei
vornehmlich auf eine verstarkte lokale Akkumulation aktivierter Makrophagen
zuruckzufiihren. Der erhodhte Glukosespiegel, oxidiertes Low Density Lipoprotein
(LDL) und andere Faktoren der diabetischen Stoffwechsellage fihren zur
Phagozytenaktivierung und somit zur lokalen Gewebeschéadigung durch Produktion

inflammatorischer und zytotoxischer Metabolite. Nach Tesch G.H. korreliert die
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Schwere der Hyperglykamie mit dem Ausmali der durch Makrophagen induzierten
lokalen Gewebeschadigung. [12-13]

1.2 Das menschliche Fettgewebe als endokrines Organ

Das menschliche Fettgewebe stellt, wie bereits angedeutet, nicht nur ein passives
Organ dar, welches Uberschiussige Energie speichert und der Warmeisolation dient,
vielmehr produziert es als aktive endokrine Einheit eine Vielzahl biologisch aktiver
Substanzen. Diese als Adipokine bezeichneten Stoffe beinhalten eine grof3e Anzahl
an verschiedenen Metaboliten, Hormonen und Zytokinen, wobei neben den bereits
genannten Faktoren auch Leptin, Adipsin, Visfatin sowie Adiponektin hinzuzufiigen
sind. [9, 14]

1.2.1 Das Adipokin Adiponektin

Das Hormon Adiponektin wurde erstmals 1996 von einer Forschungsgruppe um
Maeda entdeckt und als adipose Most abundant gene transcript 1 (apM1) bzw.
aufgrund seiner Strukturhomologie zum Komplementfaktor C1q auch als Adipocyte
Complement-Related Protein of 30 kDa (ACRP30) bezeichnet. [15] Aufgrund seiner
vielfaltigen Wirkungen auf den Lipid- und Glukosestoffwechsel gelangte das
Adiponektin in den letzten Jahren immer mehr in den Mittelpunkt der Erforschung

von Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2.

1.2.2 Synthese und Regulation von Adiponektin

Das Adipokin Adiponektin ist charakterisiert als ein Peptidhormon mit einem
Molekulargewicht von ca. 30 kDa und wird ausschlie3lich von differenzierten
Adipozyten des Fettgewebes gebildet. Seine Synthese wird dabei insbesondere
wahrend des Reifungsprozesses von Praadipozyten zu entdifferenzierten Adipozyten
durch Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-y (PPAR-y) induziert. [16] In
humanem Serum liegt Adiponektin in einer Konzentration von etwa 3 bis 30 pg/ml
vor. Der Adiponektinspiegel wird von dem jeweils vorherrschenden Korperfettanteil
und den damit verbundenen krankhaften Veranderungen beeinflusst. [17]
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1.2.3 Biochemische Charakterisierung

Das Peptidhormon Adiponektin besteht aus insgesamt 247 Aminosauren und weist
eine dreigeteilte Struktur auf. N-terminal findet sich ein Signalpeptid sowie eine sich
anschlieBende kollagene Einheit, wahrend das C-terminale Ende von einer
globularen Doméne gebildet wird. Das humane Adiponektin ahnelt damit in seinem
strukturellen Aufbau dem Komplementfaktor C1q. [16] Seine Kodierung erfolgt durch
das Gen APM1 auf dem Chromosomenabschnitt 3g27. [18]

Fur das humane Adiponektin existieren eine Reihe verschiedener Isoformen, die sich
hinsichtlich ihrer Bioaktivitdt unterscheiden. [16] Grundeinheit bildet dabei eine
homotrimere Form, welche auch als Low Molecular Weight Form (LMW) bezeichnet
wird. Basierend auf dieser trimeren Form kdnnen sich mehrere Homotrimere zu
multimeren Isoformen zusammenlagern. So entsteht durch Ausbildung von
Disulfidbriicken zwischen den Kollagendomanen zweier Homotrimere ein Hexamer,
die sog. Medium (oder Middle) Molecular Weight Form (MMW) des Hormons mit
einem Molekulargewicht von 180 kDa. Auch oligomere Formen mit einer Gro3e von
mehr als 400 kDa sind bekannt. Sie setzen sich aus vier bis sechs Homotrimeren
zusammen und werden demzufolge als High Molecular Weight Form (HMW)
bezeichnet. Zusammen stellen diese Komplexe nahezu 0,01% des gesamten

Serumproteins dar. [16, 19]

1.2.4 Charakterisierung der Adiponektinrezeptoren

Fur das humane Adiponektin sind drei verschiedene Rezeptoren gelaufig. 2003
gelang die Identifizierung der Rezeptoren AdipoR1 und AdipoR2. Neben diesen
wurde T-Cadherin als weiterer Rezeptor flr Adiponektin entdeckt, welches nur die
HMW-Form des Peptidhormons bindet. [16]

Die strukturelle Beschaffenheit der beiden Rezeptoren AdipoR1 und 2 in Form von
sieben Transmembran-Domanen lasst eine Zugehdrigkeit zur Gruppe der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren vermuten. Da sich ihr C-terminales Ende extrazellular und
ein langes N-terminales Segment intrazellular befinden, werden sie einer neuen
Familie von Membranrezeptoren zugeordnet. Die Expression der beiden Rezeptoren
beim Menschen erfolgt in erster Linie in der Leber, im Muskel, im Fettgewebe und im
Pankreas. [20-21] Wie Kadowaki et al. im Mausmodell zeigen konnten wird tber
AdipoR1 die Adenosine 5 Monophosphate — Activated Protein Kinase (AMPK)
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aktiviert, wodurch in der Leber eine verminderte Expression von Enzymen der
Glukoneogenese und der Lipogenese bewirkt wird. Uber AdipoR2 hingegen wird der
Peroxisome Proliferator activated Rezeptor « (PPAR o) stimuliert, was eine

Reduktion der Triglyzeridspeicher in der Leber zur Folge hat. [20]

1.2.5 Regulation und funktionelle Bedeutung von Adiponektin

Adiponektin besitzt antidiabetische, antiatherosklerotische und antiinflammatorische
Effekte. Eine Veranderung der Adiponektinplasmakonzentration ist deshalb h&ufig
mit dem Metabolischen Syndrom assoziiert. [16]

1.2.5.1 Systemisches Adiponektin und Kérpergewicht (BMI)

Da Adiponektin ausschlie3lich von Adipozyten produziert wird, scheint es nicht
verwunderlich, dass sich Veranderungen der Fettgewebsmasse auf die Adiponektin-
plasmakonzentration auswirken. Ein pathologisch erhdhtes Kérpergewicht, wie dies
fur Patienten mit Adipositas, Typ 2 Diabetes mellitus oder dem Metabolischen
Syndrom haufig zutrifft, fihrt nicht zu einer vielleicht erwarteten Zunahme, sondern
zu einer signifikanten Verminderung der Adiponektinkonzentration im Serum. [17, 22]
Diese negative Korrelation zwischen erniedrigtem Adiponektin im Serum und
erhbhtem BMI bzw. einer erhohten Korperfettmasse wird durch die
proinflammatorischen Zytokine TNF a und IL 6 vermittelt, welche bei Erkrankungen
aus oben genanntem Formenkreis in erhéhtem Mal3e freigesetzt werden. [23-24]

Ein Gewichtsverlust und die damit verbundene Reduktion der Fettmasse um mehr
als 20% hat einen deutlichen Anstieg der Serumkonzentration sowie der mRNA-
Expression von humanem Adiponektin zur Folge. [25] Fur die Beeinflussung der
Adiponektinkonzentration spielt nicht nur die absolute HOhe des Korperfettanteils
eine Rolle, sondern auch die Verteilung des Fettgewebes im Kdrper. So besteht eine
merkliche negative Korrelation zu einer verstarkten Akkumulation des Fettgewebes
im intraabdominellen Bereich. [26] Des Weiteren zeigt sich ein deutlicher Unterschied
der Adiponektinkonzentration zwischen den Geschlechtern. So weisen Frauen einen
signifikant hoheren Adiponektinspiegel auf, obwohl sie im Vergleich zu Mé&nnern
einen physiologisch groReren Korperfettanteil besitzen. Es wird deshalb vermutet,

dass noch weitere Faktoren an der Regulation dieses Hormons beteiligt sind. [14, 27]
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1.2.5.2 Die Rolle von Adiponektin bei Diabetes mellitus Typ 2

Wie in mehreren Studien nachgewiesen werden konnte, verbessert Adiponektin die
Insulinsensitivitat und wirkt sich damit positiv auf die Glukosehomdostase des
gesamten Korpers aus. Dieser Effekt kommt durch eine Verminderung der basalen
sowie der insulinabhé@ngigen hepatischen Glukoneogenese und einer gesteigerten
Lipidoxidation zustande. Eine Hypoadiponektinamie Kkorreliert folglich mit einer
zunehmenden Insulinresistenz des Korpers. [16, 18] Abbasi et al. konnten zeigen,
dass die Adiponektinkonzentration bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2
unabhangig von der Adipositas erniedrigt war. Die genaue Ursache, die dieser
Beobachtung zugrunde liegt, ist bis heute leider unbekannt. Als mdgliche Ursachen
des verminderten Adiponektinspiegels kommen eine genetische Disposition, die
Insulinresistenz oder das Uberangebot an Glukose in Frage. Dennoch lasst sich
daraus schlussfolgern, dass Adiponektin eine bedeutende Rolle in der Regulation
des Glukosehaushaltes besitzt und als ein wichtiger Insulinsensibilisator des Korpers
fungiert. [28]

1.2.5.3 Die Rolle von Adiponektin bei der Entstehung von Atherosklerose

Sowohl im Tiermodell als auch in vitro konnte in neueren Studien nachgewiesen
werden, dass Adiponektin protektive Eigenschaften beziglich der Entwicklung von
GefalRerkrankungen zeigt. So wurde in Adiponektin knock out Mausen ein signifikant
hoheres Risiko fur GefaRschaden nachgewiesen. [29] Zudem konnte in vitro gezeigt
werden, dass Adiponektin die Produktion vaskuldrer Adhé&sionsfaktoren
herunterreguliert, die Bildung von Schaumzellen sowie die Migration glatter
Muskelzellen inhibiert und antiinflammatorische Effekte auf Makrophagen austibt.
[30-33] Eine Hypoadiponektindmie ist somit nicht nur mit einem erhdhten Risiko fur
die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 assoziiert, sondern weist auch ein
erhbhtes Vorkommen von Atherosklerose auf. Des Weiteren konnten fir das
Adiponektin antiatherogene Effekte durch Modulierung des Lipidmetabolismus
nachgewiesen werden. Die Konzentration des Peptidhormons korrelierte negativ mit
der Menge an Serum Triglyzeriden und LDL, wahrend es eine positive Korrelation zu
HDL aufwies. [34] Der genaue Mechanismus, wie Adiponektin den Lipidstoffwechsel
beeinflusst, konnte bisher nicht ausreichend geklart werden. Im Vergleich mehrerer
ethnischer Gruppen wurde jedoch gezeigt, dass Populationen mit geringerer
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Konzentration an Adiponektin, wie z.B. Menschen aus Sudasien, ein deutlich
hoheres Risiko fur die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 und Atherosklerose

aufweisen. [35]

tSchIank ‘Ubergewichtig
' Frauen lMénner

‘Typ Il Diabetes

7

tTyp | Diabetes

/ tlnsulinsensitivitét

Adiponektin

llnsulinresistenz

lKardiovaskuIéres Risiko

Inflammatorische
Mediatoren

Abb. 1: Ubersicht der wichtigsten Faktoren, die zu einer Hoch- oder Herabregulation
von Adiponektin im Fettgewebe fuhren (modifiziert nach Trujillo M. E. &
Scherer P. E. [16]).

1.2.5.4 Beeinflussung der Funktion humaner Monozyten und Makrophagen
durch das Adipokin Adiponektin

Da Monozyten bzw. Makrophagen nicht nur im Fettgewebe Ubergewichtiger
Personen in erhohter Zahl gefunden wurden, sondern auch an der Entstehung
atherosklerotischer Gefalllasionen und anderer diabetesassoziierter Erkrankungen
maldgeblich beteiligt sind, stellte sich die Frage nach einem mdglichen
Zusammenhang zwischen den protektiven Eigenschaften des Hormons Adiponektin
einerseits und einer mdglichen Beeinflussung der Monozytenfunktion andererseits.
Wie 2004 im Rahmen mehrerer Forschungsarbeiten festgestellt wurde, ist
Adiponektin in der Lage, auf die Zytokinproduktion aktivierter Monozyten bzw.
Makrophagen Einfluss zu nehmen. Wahrend es die Produktion proinflammatorischer

Mediatoren wie IL 6, TNF a und Interferon y (IFN y) hemmt, fordert es zugleich die
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Freisetzung antiinflammatorischer Molektile wie Interleukin 10 (IL 10), indem es die
Translokation der Nuclear Factor kB (NF-kB) Einheit p65, einem wichtigen Regulator
der Zytokinexpression, im Zellkern reduziert. [33, 36]

Weitere Einfluisse von Adiponektin auf die Monozytenfunktion sind in der
Herunterregulation des Makrophagen Scavengerreceptors-A (MSR-A), in der
Phosphorylierung der AMPK, einem wichtigen Enzym der intrazellularen
Energiebereitstellung, und nicht zuletzt in der Induktion der Zellapoptose zu sehen.
[33, 37-39] Wahrend diese Effekte von der biochemischen Struktur des Adiponektin
unabhéangig sind, zeigt lediglich die LMW-Form des Hormons antiinflammatorische
Eigenschaften. Neumeier et al. zufolge reduziert trimeres Adiponektin die
Lipopolysacharid (LPS)-induzierte IL 6-Produktion und stimuliert die IL 10-Sekretion,
wahrend die HMW-Form lediglich eine IL 6-Induktion in Monozyten zur Folge hat.[40]
Die protektiven Eigenschaften des Hormons Adiponektin hinsichtlich der Entstehung
von Inflammation, Diabetes und Atherosklerose kdnnen demnach z.T. Uber eine
Beeinflussung der Monozytenfunktion erklart werden, wobei unterschiedliche
Adiponektinisoformen neben gemeinsamen Effekten auch jeweils eine

isoformspezifische Wirkung auf humane Monozyten ausiben. [38, 40]

1.3 CD163 - ein monozyten- bzw. makrophagenspezifisches Oberflachen-

antigen

Auf der Suche nach Differenzierungsantigenen mononukleéarer Phagozyten wurden
verschiedene Antikdrper, darunter der polyklonale Antikérper RM3/1, eingesetzt. Das
dabei detektierte Antigen war ausschliel3lich auf der Zelloberflaiche humaner
Monozyten und Makrophagen zu finden. Nach Bestimmung der Aminosauresequenz
des Proteins ergab sich eine Sequenziibereinstimmung mit dem bereits bekannten
Protein M130, welches schlie3lich der internationalen CD-Nomenklatur zufolge als
CD163 bezeichnet wurde. Dieses monozyten-/makrophagenspezifische Antigen
konnte in verschiedenen Geweben des Korpers gefunden werden, so unter anderem
in der roten Pulpa der Milz, in der Plazenta, der Leber, im Thymus und in
Lymphknoten. Aul3erdem waren CD163-positive Makrophagen regelmafig in akuten
sowie chronischen inflammatorischen Prozessen, vorwiegend in der spaten Phase
des entzindlichen Geschehens, nachzuweisen. [41-42] Wie Bichler C. et al.
herausfinden  konnten, zeigen CD14/CD16-positive  Zellen unter allen

Monozytensubspezies die hdchste Expression des Oberflachenantigens CD163.
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AuRerdem findet es sich in einer noch deutlich hoheren Dichte auf
Gewebsmakrophagen. Dies legt die Vermutung nahe, dass die CD163-Expression
wahrend des Reifungsprozesses zur entdifferenzierten Zelle ansteigt. [43]
Die herausragende Rolle dieser Immunzellen sowohl in der angeborenen wie auch in
der erworbenen Immunantwort macht CD163 zu einem Uuberaus interessanten

Ansatzpunkt in der Erforschung regulatorischer Prozesse des Immunsystems.

1.3.1 Biochemische Struktur des Oberflachenmolekiils CD163

CD163 stellt ein Transmembranprotein mit einem Molekulargewicht von 130 kDa dar,
das ca. 25 kDa grol3e, N-glykosidisch gebundene, mannosereiche Zucker tragt. Als
transmembranéres Molekul besitzt es einen grof3en N-terminalen Abschnitt, ein
Transmembransegment sowie einen kurzen zytoplasmatischen Anteil. [41] Aufgrund
alternativen m-RNA-Splicings existieren verschiedene Isoformen von CD163, welche
Veranderungen im Bereich der zytoplasmatischen und extrazellularen Abschnitte
aufweisen. [43] Nach vollstandiger Analyse der Aminosauresequenz ist es schlie3lich
gelungen, das Glykoprotein CD163 als ein Mitglied der Gruppe B der cysteinreichen

Scavengerrezeptoren zu identifizieren (Abbildung 2). [41]

N

Extrazellularraum
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Struktur des CD163 auf der Oberflache eines
Monozyten/Makrophagen (modifiziert nach Kristiansen M. et al. [45]).
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1.3.1.1 Die Familie der cysteinreichen Scavengerrezeptoren

Die Familie der cysteinreichen Scavengerrezeptoren (SRCR, engl. Scavenger
Receptor Cysteine-Rich) stellt eine lang bekannte Proteingruppe dar, deren Vertreter
in verschiedenen Organismen, von niederen wirbellosen Tieren bis hin zu hoch
entwickelten Saugetieren, gefunden werden. [25] Sie setzen sich aus einzelnen
Einheiten hochkonservierter Proteindomanen zusammen, wobei jede dieser
Domanen wiederum aus ca. 100 bis 110 Aminosaureresten besteht. [44-45]
Abhéngig von der Anzahl und der Verteilung der Cysteine in den einzelnen Domanen
und der genomischen Kodierung der Doméanen werden zwei Gruppen von
Scavengerrezeptoren unterschieden. Die SRCR-Domane der Vertreter der Gruppe A
wird von zwei Exons kodiert und enthélt sechs Cysteinreste. Die SRCR-Doméne der
Gruppe B wird durch ein Exon kodiert, enthalt jedoch jeweils sechs bis acht
Cysteinreste. Des Weiteren liegen bei Proteinen der Gruppe B mehrere Doméanen in
einer sich wiederholenden Reihe vor. CD163 als Mitglied der Gruppe B besteht aus
insgesamt neun nacheinander geschalteten SRCR-Domanen im extrazellularen
Bereich. [45-46] Als weitere bekannte Vertreter dieser Gruppe sind die Proteine
WC1, CD5, CD6 sowie M160 zu nennen, welche strukturelle Ahnlichkeiten, jedoch
keine funktionellen Ubereinstimmungen mit CD163 aufweisen. [44, 46] Uber die
Funktion der cysteinreichen Scavengerrezeptoren ist nur wenig bekannt: Eine
Beteiligung an der Regulation und Entwicklung der Immunantwort wird diskutiert. Alle
Mitglieder dieser Proteinfamilie konnen sowohl in einer membrangebundenen Form
auf Immunzellen oder als l6sliche Bestandteile des Plasmas vorliegen. [41, 45]
Ebenso existiert CD163 sowohl als membrangebundenes Antigen auf der Oberflache
von mononukledren Phagozyten als auch in Form eines natirlich im Plasma

vorkommenden Proteins. [47]
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1.3.2 Funktionelle Bedeutung der membrangebundenen Form des CD163

1.3.2.1 CD163 als Hamoglobin-Scavengerrezeptor

Erythrozyten versorgen das periphere Gewebe mit Sauerstoff; die Bindung erfolgt an
das Protein Hamoglobin (Hb). [48-49] Durchschnittlich leben Erythrozyten etwa 120
Tage lang. Ihr Abbau, die sog. Blutmauserung, erfolgt hauptsachlich in der Milz, aber
auch in der Leber und im Knochenmark durch das mononukledre Phagozyten-
system. [44, 50] Allerdings wird ein Teil der Erythrozyten durch mechanische
Beanspruchung bereits im BlutgefaRsystem lysiert, so dass ca. 10% des
Gesamthamoglobins intravaskular freigesetzt und beseitigt werden. Im Rahmen
eines Infektgeschehens sowie einer erworbenen oder angeborenen hamolytischen
Erkrankung werden deutlich hohere Konzentrationen an freiem Hamoglobin
beobachtet. [44, 50]

Das freigesetzte Hamoglobin, genauer gesagt dessen Globin-Anteil, wird irreversibel
an das in der Leber produzierte Protein Haptoglobin (Hp) gebunden. Dessen
Aufgabe besteht darin, das H&amoglobin den Monozyten bzw. Makrophagen
zuzufuhren, welche CD163 auf ihrer Zelloberflache exprimieren und den Komplex
internalisieren. Zudem enthalten diese Zellen eine hohe Konzentration des Enzyms
Hamoxygenase-1 (HO-1), einer Monooxygenase, die fur den Hamabbau zustandig
ist. Peripheren Blutmonozyten bzw. Makrophagen kann damit eine bedeutende Rolle
bei der Entgiftung des Korpers von Hamoglobin, das vor allem bei akuten
entziindlichen Prozessen in erhdhten Konzentrationen vorliegt, zugeschrieben
werden. [50]

Entscheidende Voraussetzung fir die Internalisierung des Hamoglobins ist dessen
Bindung an Haptoglobin. Die Affinitit des CD163-Rezeptors ist dabei vom
molekularen Phanotyp des Haptoglobin abhangig. Im Wesentlichen werden drei
Genotypen differenziert, die sich in der Kombination der a- und -Ketten sowie ihrem
elektrophoretischen Muster unterscheiden. [44] Wé&hrend die homozygote Form
Hpl-1 Dimere bildet, stellen sich der heterozygote Genotyp Hpl1-2 und die ebenfalls
homozygote Form Hp2-2, welche insbesondere bei Mitteleuropaern haufig
vorkommt, als Oligomere dar. Wie Graversen et al. zeigen konnten, bindet CD163
den Komplex aus Hamoglobin und multimerem Haptoglobin fester als die dimere
Form Hpl-1, was wahrscheinlich an der héheren Anzahl an Bindungsstellen des
multimeren Ligandenkomplexes liegt. [44, 51] Im Falle starker intravasaler Hamolyse

wird das Haptoglobin, das zugleich als empfindlichster Marker intravaskularerer
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Hamolysereaktionen gilt, schnell verbraucht und die Konzentration an freiem
Hamoglobin steigt an. In solchen Situationen ist der CD163-Rezeptor in der Lage,
auch freies Hamoglobin Uber eine niedrig affine Bindestelle ins Zellinnere
aufzunehmen. Allerdings lauft dieser Vorgang extrem langsam ab: Die systemische
Toxizitat von freiem Hamoglobin wird so kaum verringert. [52]

Durch die Internalisierung des Hp-Hb-Komplexes wird schlie3lich die HO-1 aktiviert.
Das Enzym spaltet den Ham-Teil des Hamoglobins an der Methinbriicke zwischen
den Pyrrolringen A und B, wodurch unter Freisetzung von dreiwertigem Eisen und
Kohlenmonoxid (CO) Biliverdin entsteht. [31] Liegen grof3e Mengen an freiem Ham in
der Blutzirkulation vor, steigt die Aktivitat der HO-1 stark an, was wiederum mit
antiinflammatorischen, antiapoptotischen und antioxidativen Effekten assoziiert ist.
Diese Wirkung wird vor allem durch die Spaltprodukte der HO-1-Reaktion, namlich
Biliverdin, Ferritin, und CO, vermittelt. Da Hamoglobin in freier Form auf Grund von
oxidativen Eigenschaften des Eisens seiner Hamgruppe stark toxische Wirkung
besitzt, kann durch die Induktion der endogenen HO-1 und die Effekte der exogenen
Abbauprodukte des Ham mal3geblich die schadliche systemische Wirkung freien
Hamoglobins vermindert werden. [53-55]

Die Toxizitat freien Hamoglobins steht in Verbindung mit der Pathogenese akuter
sowie chronisch inflammatorischer Erkrankungen und atherosklerotischer
Veranderung an BlutgefalRen, wobei oxidative Schaden an Endothelzellen,
Plasmaproteinen und Lipoproteinen maf3geblich beteiligt sind. [50, 55]

Eine weitere schadliche Wirkung ist die Bindung von Stickstoffmonoxid (NO) an den
roten Blutfarbstoff. Durch diese Reaktion verliert es seine Funktion als Vasodilatator,
was wiederum mit arterieller Hypertension sowie einem Druckanstieg im Lungen-
kreislauf und daraus resultierender Rechtsherzinsuffizienz assoziiert ist. Dies kann
gerade bei hamolytischen Erkrankungen, wie etwa der Sichelzellandmie, zu einer
progredienten Verschlechterung der Krankheit, sogar zu tédlichen Komplikationen
fuhren. [50, 52]

Der Mechanismus der Internalisierung des Hb-Hp-Komplexes mittels CD163 ist in

Abbildung 3 schematisch dargestellt.
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Endozytosevorgangs eines Hb-Hp-
Komplexes durch den CD163-Scavengerrezeptor. Nur der Hp1-1-Phanotyp

ist dargestellt (modifiziert nach Graversen J. H. et al. [37]).

1.3.2.2 Die Rolle von CD163 bei der Abwehr bakterieller Infekte

Die Forschergruppe um B.O. Fabriek identifizierte das CD163-Molekul als Rezeptor
fur Bakterien, indem in vitro eine direkte Interaktion zwischen Bakterien und CD163
festgestellt werden konnte. Makrophagen kdnnen somit durch das CD163 auf ihrer
Zelloberflache intakte, grampositive wie auch gramnegative Bakterien erkennen und
binden. [56]

Wie sich weiterhin feststellen liel3, fuhrte die Interaktion zwischen CD163 und den
Bakterien zu einer vermehrten Produktion inflammatorischer Zytokine. So wurden im
Uberstand kultivierter THP-1-Zellen, die ber eine Dauer von vier Stunden mit den
Bakterien Streptokokkus mutans und Escherichia coli stimuliert wurden, deutlich
erhohte Konzentrationen an TNF a gemessen. CD163 kommt folglich eine Rolle in

der erregerspezifischen Infektabwehr zu. [56]
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1.3.2.3 Regulation der CD163-Expression durch pro- und

antiinflammatorische Stimuli

Die Expression von CD163 auf der Zelloberflache sowie die Bildung von CD163-
MRNA spiegeln den Ablauf eines inflammatorischen Geschehens wider und werden
maf3geblich von dem jeweils vorherrschenden Zytokinmilieu beeinflusst. Zytokine
sind humorale Botenstoffe des Korpers, die von unterschiedlichsten Blut- und
Gewebezellen als Reaktion auf lokale, hochspezifische Reize produziert werden und
eine bedeutende Rolle in der Steuerung der immunologischen Abwehrreaktion
spielen. Demzufolge wird fur das monozyten-/makrophagenspezifische CD163 eine

wichtige regulatorische Rolle im Rahmen des Infektgeschehens postuliert. [57]

1.3.2.3.1 Herabregulation der CD163-Expression

Unmittelbar nach Eindringen eines Fremdstoffes oder nach einer Gewebsverletzung
werden von Zellen der unspezifischen Abwehr proinflammatorische Zytokine
ausgeschittet. [58] Als starkster proinflammatorisch wirksamer Mediator gilt dies
bezuglich das LPS, welches einen Bestandteil der &ufleren Bakterienmembran
gramnegativer Keime bildet und bei bakteriellen Infekten ins Blut freigesetzt wird. Als
Reaktion auf diesen proinflammatorischen Reiz des LPS kommt es zu einer
deutlichen Verminderung der CD163-mRNA als auch dessen Antigendichte auf der
Oberflache von Monozyten und Makrophagen. Eine signifikante Herabregulation des
CD163 konnte gleichermalRen nach Inkubation der Zellen mit weiteren
proinflammatorischen Mediatoren wie IFN y oder TNF a gezeigt werden. [23, 57]

Der Uberschuss an proinflammatorischen Zytokinen in der frihen Phase der
Entzindung und die daraus resultierende Verminderung der CD163-Expression
konnte die Abwesenheit von CD163-positiven Zellen in der frihen Inflammation
erklaren. [23]

Ebenfalls zu einer Herabregulation des CD163 fuhrt das Immunsuppressivum
Cyclosporin A [23, 41, 59] sowie eine Stimulation von Peripheral Blood Mononuclear
Cells (PBMC) mit der proinflammatorischen Substanz Phorbolester Phorbol 12-
myristat 13-acetat (PMA). [24]
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1.3.2.3.2 Hochregulation der CD163-Expression

Im Rahmen der Infektabwehr werden neben proinflammatorischen Zytokinen
Mediatoren gebildet, die der Kontrolle der Entziindungsreaktion dienen und den
Korper vor uberschiel3ender Inflammation schitzen. Als wichtiger Vertreter der
antiinflammatorischen Zytokine ist hierbei das IL 10 zu nennen, welches aktivierte
Makrophagen hemmt und damit im Sinne einer negativen Ruckkopplung der
Limitierung der Entztindungsreaktion dient. [58]

Dieser antiinflammatorische Reiz des IL 10 in der spaten Phase der Inflammation
fuhrt zu einer deutlichen Induktion der CD163-Expression. In vitro konnte bereits
nach einer Inkubationsphase von nur zwei Stunden sehr eindriicklich eine erhéhte
CD163-mRNA-Konzentration nachgewiesen werden; die CD163-Oberflachen-
expression ist um den Faktor drei im Vergleich zu unstimulierten Kontrollzellen
angestiegen. [23, 59] Auch IL 6, ein multifunktionales Zytokin, das neben anti-
inflammatorischen auch proinflammatorische Effekte zeigt, hat zu einer deutlichen
Induktion der CD163-Antigendichte auf der Zelloberflache gefiihrt, wenngleich die
CD163-mRNA nicht wesentlich beeinflusst worden ist. [23] Diese Ergebnisse lassen
darauf schlieRen, dass CD163 eine herausragende Funktion in der spaten,
antiinflammatorischen Phase der Infektabwehr einnimmt und zur Beruhigung des
Entzindungsgeschehens beitragt. [23, 57, 59]

Als eine weitere wichtige Substanzklasse, welche eine Hochregulation des CD163
bewirkt, sind Glukokortikoide zu nennen. [23, 41, 59] Wie Ho6gger et al. zeigen
konnten, fihrt eine Stimulation von peripheren Blutmonozyten mit dem synthetischen
Glukokortikoid Dexamethason fur 48 Stunden zu einem signifikanten Anstieg sowohl
der Antigendichte auf der Zelloberflache als auch der Anzahl an CD163-positiven
Zellen. [4] Selbiges konnte ebenso in vivo nach subkutaner Injektion des
Steroidhormons  Kortisol beobachtet werden. Der Anteil CD163-positiver
Blutmonozyten stieg innerhalb von sechs Stunden deutlich an. [23, 41]

Eine Zusammenfassung der Einflussfaktoren auf die CD163-Expression auf der
Oberflache von Makrophagen ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Einflussfaktoren auf die CD163-Expression
auf der Zelloberflache von Makrophagen.

1.3.2.3.3 CD163 als Mediator der antiinflammatorischen Immunregulation

In Zusammenschau der bisher gewonnenen Erkenntnisse kann festgehalten werden,
dass CD163 neben seiner Funktion als Hamoglobin-Scavengerrezeptor eine weitere
wichtige antiinflammatorische Funktion in der Infektabwehr zuteil wird, da
antiinflammatorische Zytokine wie IL 10, IL 6 oder Steroide die CD163-Expression
deutlich induzieren, wahrend proinflammatorische Signale zu einer merklichen
Suppression fuhren. Die Regulation dieses monozyten-/makrophagenspezifischen
Glykoproteins durch verschiedene Zytokine demonstriert damit anschaulich, dass
Zellen der angeborenen Abwehr in der Lage sind, unterschiedlich auf die Signale des
jeweils vorherrschenden Zytokinmilieus zu reagieren. Die Expression von CD163 ist
somit ein sorgfaltig regulierter Bestandteil der Infektabwehr und verdeutlicht dessen
wichtige Funktion in der spaten antiinflammatorischen Phase der angeborenen

Immunantwort.

1.3.3 Die losliche Form des Oberflachenmolektils CD163 (sCD163)

Neben der membrangebundenen Form konnte auch eine lésliche Variante des
CD163 nachgewiesen werden. Wie Moller et al. zeigen konnten, stellt das
ungebundene CD163 ein natirlich im Plasma vorkommendes, |6sliches Protein dar,
das bei gesunden Menschen in einer Konzentration von durchschnittlich 1,87 mg/l
(Schwankungsbereich 0,73-4,69 mg/l) vorliegt. [47]
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1.3.3.1 Generierung der I6slichen Form

Zur Entstehung des sCD163 kommt es durch Abspaltung des Hamoglobin-
Scavengerrezeptors von der Zelloberflache, ein Vorgang, der auch unter
physiologischen Bedingungen konstant stattfindet und so ein Mal3 fur die generelle
CD163-Oberflachenexpression darstellt. [24, 47] Dieser Mechanismus wird
allgemein als ,Ectodomain Shedding“ bezeichnet, worunter man die proteolytische
Freisetzung der extrazellularen Domane transmembranarer Proteine versteht. Die
Abspaltung dieser Ectodoméanen fuhrt zur Bildung biologisch aktiver l6slicher Formen
der Zellmembranproteine. [24] Die im Plasma vorliegende Form des CD163 weist
eine GroRe auf, die in etwa dem extrazellularen Anteil bestehend aus den neun
SRCR-Doménen entspricht, wahrend das Transmembransegment und der
zytoplasmatische Anteil fehlen. [24, 47]

Ein derartiges Abspalten des CD163 von der Zelloberflache konnte erstmals von
Droste et al. beschrieben werden, die in vitro eine Herabregulation der CD163-
Oberflachenexpression durch Inkubation der Zellen mit dem proinflammatorischen
Stimulans PMA induzieren konnten. Wie sich in durchflusszytometrischen
Untersuchungen feststellen lie3, kommt es unmittelbar nach dem Abfall der
membrangebundenen CD163-Konzentration zu einem signifikanten Anstieg der
l6slichen Form im Uberstand PMA-stimulierter Zellen. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass es bereits innerhalb einer Stunde nach PMA-Applikation zu einer
Reduktion der Oberflachendichte kommt. [24]

Zu einem deutlichen Anstieg der Plasmakonzentration an l6slichem CD163 kommt
es auch nach einer Stimulation peripherer Blutmonozyten bzw. Makrophagen mit
LPS. In vitro wie in vivo konnten Hintz et al. fir das LPS darlegen, dass es zu einer
Abspaltung von CD163 von der Zelloberflache aktivierter Monozyten bzw.
Makrophagen kommt, welche in vitro bereits innerhalb von 15 Minuten nach LPS-
Applikation zu einer Reduktion der Oberflachendichte fihrte. [60] Der Abfall des
membrangebundenen Anteils bzw. die Erh6hung der Konzentration des ldslichen
CD163 erreichten in vivo Maximalwerte ca. zwei Stunden nach experimentell
induzierter Endotoxamie. Dieser rasche Anstieg der ungebundenen Form als
unmittelbare Folge einer Endotoxinapplikation lasst die Vermutung zu, dass die
Bildung von léslichem CD163 eine Akutreaktion des Koérpers auf einen Infekt
darstellt. Der eigentliche Spaltvorgang erfolgt aller Wahrscheinlichkeit nach durch

eine Metalloproteinase, welche durch LPS aktiviert wird. [60] In den darauf folgenden
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24 bis 72 Stunden kommt es schliel3lich zu einer kompletten Erneuerung des
Oberflachen-CD163 in deutlich hoheren Konzentrationen, als dies auf unstimulierten
Monozyten zu finden ist. Da eine Stimulation mit LPS zu einer erhéhten Bildung von
IL 10 und IL 6 fahrt, lasst sich dadurch die Hochregulation der CD163-Oberflachen-
expression erklaren. Die Gesamtzahl an Monozyten bleibt dabei unbeeinflusst.
[57, 60]

1.3.3.2 Bedeutung und Funktion des I6slichen CD163

Zu einer vermehrten Entstehung des l6slichen Hamoglobin-Scavengerrezeptors
kommt es in vitro nach Stimulation von Zellen mit proinflammatorischen Zytokinen, in
vivo als Reaktion des Immunsystems auf einen inflammatorischen Reiz. Da sCD163
in erhdhten Konzentrationen sowohl bei akuten als auch chronischen Erkrankungen
gefunden wurde, kam man zu der Auffassung, dass ein vermehrtes Abspalten von
CD163 mit erhohter Leukozytenaktivitat und -proliferation korreliert. [9-10]

Wie Gaini et al. belegen konnten, bewirken akute inflammatorische Prozesse wie
etwa im Falle einer Bakteriamie oder einer schweren Sepsis eine signifikante
Erhdhung des sCD163-Plasmaspiegels. Eine Sepsis stellt dabei eine
UberschieRende Reaktion des Organismus auf bakterielle Erreger dar. [61-63] Auch
bei einer akuten myelomonozytaren Leukamie kdnnen signifikant erhdhte sCD163-
Werte gefunden werden, welche im Zusammenhang mit einer akuten Infektion oder
einer Sepsis weiter ansteigen. [47, 64] Des Weiteren wird eine positive Korrelation
zwischen dem sCD163-Spiegel und der Plasmakonzentration der Zytokine IL 6 und
IL 10 beschrieben. Diese Beobachtungen legen den Schluss nahe, dass sCD163
wahrend eines entziindlichen Geschehens nicht nur vermehrt gebildet wird, sondern
dabei in erster Linie den antiinflammatorischen Prozess im Rahmen der Infektabwehr
reflektiert. In diesem Zusammenhang kann sCD163 als potenter prognostischer
Marker angesehen werden, da besonders hohe Plasmaspiegel nachweislich mit
einer hoheren Letalitéat der Patienten korrelieren. [61]

Auch bei chronischen Erkrankungen wie etwa der Rheumatoiden Arthritis,
Leberzirrhose, Spondyloarthropathie, Morbus Gaucher oder dem reaktiven
haemophagozytischen Syndrom sind signifikante Erhéhungen der sCD163-
Konzentrationen gemessen worden. Dieser Anstieg ist auch hier auf die erhéhte
Aktivitat und Proliferation von Makrophagen zurtickzufuhren. [16, 65-69] Die zentrale

Rolle dieser Immunzellen sowohl in der Infektantwort aber auch bei chronischen
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Erkrankungen, insbesondere solchen, die mit einer gesteigerten Makrophagen-
aktivitat einhergehen, macht sCD163 nicht nur zu einem interessanten
prognostischen Marker, sondern auch zu einem mdoglichen Verlaufsparameter, der
die Aktivitat und Schwere der Erkrankung widerspiegeln konnte. [62, 69-70]

Weitere wichtige Eigenschaften des sCD163 stellen die Inhibierung der durch PMA
induzierten T-Lymphozytenproliferation sowie die Verminderung des pro-
inflammatorischen Enzyms Matrixmetalloproteinase in aktivierten Lymphozyten dar.
Diese zytokinahnlichen Funktionen des sCD163 spielen in der spaten Phase der
Inflammation zusammen mit anderen antiinflammatorischen Mediatoren eine

wichtige Rolle bei der Beendigung der Abwehrreaktion. [71-72]

1.4 Aufgabenstellung

Eine erhdhte Korperfettmasse ist assoziiert mit einer chronischen Inflammation, was
sich unter anderem in vermehrten systemischen Mengen proinflammatorischer
Proteine wie IL 6 darstellt. In dieser Entzindungsreaktion ist pathophysiologisch der
Zusammenhang zwischen einem erhdhten Kérpergewicht und der Entstehung von
Folgeerkrankungen wie Atherosklerose, Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2
zu sehen. Die aus dieser veranderten Stoffwechsellage resultierenden Effekte auf
CD163 konnten von Levy A.P. et al. in einer Studie aufgezeigt werden. Hierbei
wiesen Monozyten von Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 im Vergleich zu
Monozyten von geeigneten Kontrollen eine signifikante Reduktion der CD163-
Oberflachenexpression auf, wahrend die Konzentration an sCD163 im Plasma
deutlich erhéht war. [73]

Da Adiponektin im Serum von Patienten mit Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2 oder
koronarer Herzerkrankung in deutlich verminderter Konzentration vorliegt und die
Funktion von Monozyten beeinflusst, sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht
werden, ob Adiponektin CD163 verandert. Dies sollte sowohl durch in vitro-
Inkubationen primarer Monozyten von gesunden Kontrollen mit Adiponektin als auch
durch die Analyse von Monozyten, isoliert von normalgewichtigen Spendern,
Probanden mit Ubergewicht und mit Diabetes mellitus Typ 2, Uberpriift werden. Des
Weiteren sollte geklart werden, ob es eine Korrelation von zirkulierendem

Adiponektin mit systemischem CD163 gibt.
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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

Drucker fur Geldokumentation DGP UP-D890
Eismaschine ZBE 150

ELISA-Reader

Entwickler M35 X-Omat Prozessor
Erdgasbrenner

FACS Calibur

Geldokumentation

Inkubationsschrank 37°, 5% CO,
Inkubationsschrank mit Umlaufschuttler S150
LightCycler® Real-Time RT-RCR mit Zubehor
MACS MultiStand

Magnetrtihrer MR 3000 D
Magnetruhrer/Heizplatte MR 3001 K
MidiMACS™ Separator quadro

Mikroskop und Zubehor

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

Schiittler HS 501 digital

Schiittler IKA-Vibrax-VRX

SDS-Gelapparatur Minigel und Zubehor

Peqglab

Sartorius
Sartorius

H+P

Kodak

Kleinfeld Labortechnik
Sony

Ziegra

Molecular Devices
Kodak

Bochem

Becton Dickinson (BD)
MWG-Biotech
Heraeus Instruments
Stuart

Roche

Miltenyi Biotec
Heidolph

Heidolph

Miltenyi Biotec
Nikon

Millipore

Biometra

Knick

Eppendorf
Consort

Consort

BIORAD

GFL

IKA Labortechnik
Janke und Kunkel
BIORAD
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SDS-Gelplatten und Zubehor
Sicherheitswerkbank

Sterilisator WTC

Thermoblock TB 1

Thermomixer Comfort
Tischzentrifuge 5424
Tischzentrifuge 5415D
Ultraschallgerat mit Power Supply
UV/Vis Photometer Ultraspec 2000
UV-Flachenstrahler TFX-20 M
Vakuumpumpe

Vortex VF2

Vortex Typ 54117 Reax 1 D R
X-Ray Filmkassette (18 x 24 cm)
Zellzahlkammer, Tiefe 0,1 mm
Zentrifuge Megafuge 1.0R
Zentrifuge RC 5C Plus
Zentrifugenrotor SS34,SLA-1500

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Absaugpipette (5 ml)

Dialyseschlauch (29 mm)

ELISA-Platte (96 Loch)

Gel Blotting Papier Whatman®

Hyperfiim ECL™

Immun-Blot™ PVDF Membran (0,2 ym)
Konische Ro6hrchen (15 ml, 50 ml)
LightCycler® Kapillaren (20 pl)

MACS CD14 Micro Beads

MACS LS magnetische Separationssaulen
Parafilm

Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie (1,5 ml, 2,0 ml)
Safety-Multifly- Set

Serologische Einwegpipetten (5 ml, 10 ml)
S- Monovette 4 ml (1,6 mg EDTA / ml Blut)
Steriflip® (50 ml, 0,22 um PorengréiRe)

BIORAD

Heraeus Instruments
Binder

Biometra

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Bandelin

Pharmacia
MWG-Biotech

KNF Laboport
Janke und Kunkel
Heidolph

Siemens

Neubauer

Heraeus Instruments
Sorvall

Sorvall

BD Falcon®

Serva

Corning Costar®
Schleicher & Schuell
Amersham Biosciences
BIORAD

BD Falcon®

Roche

Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec
American National Can™
Sarstedt

Eppendorf

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Millipore
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Sterile Einmalspritzen

Sterile Filter-Spitzen (10 pl, 200 ul, 1000 pl)

Sterile Kanulen
Sterile Membran-Adapter
Vacutainer®CPT™ (8 ml)

Vacutainer Systems Safety-Lok™ Blood Collection Set
Vacutainer Systems PrecisionGlide™ (0,8 bzw. 0,9 x 38 mm)
Vakuum Sterilfiltrationssystem (500 ml, 1000 ml)

Zell Schaber (16 cm, 25 cm)

Zellkulturplatten (6-Loch) Flat Bottom Cell+

2.1.3 Chemikalien

Acrylamidlésung (40%)
Adiponektin

AICA — Ribosid
Ammoniumpersulfat (APS) (10%)
Bicinchoninsaure
Bisacrylamidldung (2%)
Bromphenolblau

Bovine Serum Albumin (BSA)
CaCl,

Chloroform

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktall

Desoxycholate
Desoxynukleosid-Triphosphat-Set
DNA-Leiter, 1 kb

Ethanol

Ethidiumbromid

EDTA

FCS

Full Range Rainbow™ Proteinstandard
Glyzerin

Glyzin

Igepal

In Solution Compound C
Kupfer(ll)sulfat

Lipopolysaccharid (LPS)

BD Falcon®

Biozym Diagnostik

BD Microlance™
Sarstedt

Becton Dickinson (BD)
Becton Dickinson (BD)
Becton Dickinson (BD)
Millipore

Sarstedt

Sarstedt

BIORAD
R&D Systems
Sigma
BIORAD
Sigma
BIORAD
Sigma
Biomol
Fluka
Merck
Roche
Sigma
Roche
Invitrogen
Merck
Merck
Merck
Biochrom
Amersham Biosciences
Merck
Merck
Sigma
Calbiochem
Sigma
Sigma
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Magermilchpulver
B-Mercaptoethanol
Metformin

Methanol, technisch
Natriumazid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Nukleasefreies Wasser
Olsaure

Palmitinséaure

PBS

2-Propanol

p38 MAPK Inhibitor SB 203580
RPMI 1640

Salzsaure rauchend
Schwefelséure rauchend
SDS

Softasept® N

TEMED

Thromborel® S
Tris-NH3

Tris-HCI

Trizol

Tween® 20
Xylencyanol

2.1.4 Antikorper

2141

Primére Antikorper

Anti- Human CD163 monoklonaler Antikdrper
Anti- GAPDH monoklonaler Antikdrper

2.1.4.2

Sekundére Antikorper

Anti-Kaninchen Peroxidase-konjugierter Antikérper

Anti-Maus Peroxidase-konjugierter Antikorper

Vitalia

Sigma
Calbiochem
Chemikalienausgabe
Fluka

Merck

Merck
Promega
Sigma

Sigma

Gibco

Merck
Calbiochem — Merk
PAN

Merck

Merck

Merck

Braun

Merck

Dade Behring
Merck

Merck
Invitrogen
Sigma

Merck

Morphosys AbD

New England Biolabs
GmbH

Jackson Immuno Research
Jackson Immuno Research
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2.1.5 Kit-Systeme

DuoSet® ELISA Development System human Adiponectin R&D Systems

CD163 Enzyme Immunoassay Dianova

DuoSet® ELISA Development System human IL-6 R&D Systems

ECL Plus Western Blotting Detection Reagent Amersham Bioscience
LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green | Roche

Reverse Transcription System Promega

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

2.1.6 Puffer und Lésungen

Im Folgenden wird die Zusammensetzung aller selbst hergestellten Puffer und
Lésungen aufgefuhrt. Die Lagerung erfolgte, sofern nicht anders angegeben, bei

Raumtemperatur.

2.1.6.1 Losungen fur Arbeiten mit Proteinen

2.1.6.1.1 Ldsungen fur die Herstellung von Proteinextrakten

RIPA-Lysepuffer:

NaCl, 3 M Stamml&sung 2,5 ml
Igepal 500 pl
Desoxycholate 0,25 g

SDS, 20%ige Stammldsung 250 pl
Tris, 1 M Stammlésung pH 7,5 2,5 ml

ad 50 ml ddH,O

Vor Gebrauch wurde pro 10 ml RIPA-Puffer eine Tablette Complete Mini Protease
Inhibitor Cocktail frisch zugesetzt. Der Puffer wurde bei 4°C hdchstens zwei Wochen

gelagert.
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2.1.6.1.2 Losungen fur SDS-PAGE
SDS-Probenpuffer (2 x Lammli), 2-fach:

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

ad 10 ml ddH,O

Der SDS-Probenpuffer wurde im Verhaltnis 1:1 mit der jeweiligen Probe vermischt.

SDS-Gellaufpuffer, 10-fach:

Glyzin 144 g
Tris-NH; 30 g
SDS, 20%ige Stammldsung 50 mi

ad 1 | ddH,O

Losung fur 15%ige Trenngele:

Acrylamid 40% 30,0 ml
Bisacrylamid 2% 3.4 ml
Tris-HCI, 3 M Stammlésung pH 8,7 10,0 mi
SDS, 20%ige Stammldsung 0,4 ml
ddH,O 32,0 ml

Losung fur 10%ige Trenngele:

Acrylamid 40% 15,0 ml
Bisacrylamid 2% 34 ml
Tris-HCI, 3 M Stammlésung pH 8,7 7.5 ml
SDS, 20%ige Stammldsung 0,3 mi
ddH,O 28,5 ml

Losung fur 5%ige Sammelgele:

Acrylamid 40% 5,0 ml
Bisacrylamid 2% 2,6 ml
Tris-HCI, 3 M Stammlésung pH 6,8 5,0 ml
SDS, 20%ige Stammldsung 0,2 ml
ddH,O 24,0 ml

Die Acrylamidlésungen wurden bei 4°C aufbewahrt. Unmittelbar vor dem Giel3en des
Trenn- bzw. Sammelgels wurde der Acrylamidlésung 10%ige APS-LO6sung im
Verhéltnis 1:167 und TEMED im Verhéltnis 1:334 zugegeben.
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2.1.6.1.3 LOsungen fur Western-Blot
Tank-Puffer, 10-fach:

Glyzin 140 g
Tris-NH; 30 g
SDS 5 g

ad 1 | ddH,O
Wettransfer-Puffer:
Methanol (technisch) 200 mi
Tank-Puffer, 10-fach 80 ml

ad 1 | ddH,O
PBST:
Tween® 20 1 mi

ad 1 | PBS
Blockierlosung:
Magermilchpulver 5 g

ad 100 ml PBST

Die Blockierldsung wurde bei 4°C aufbewahrt.

BSA-PBST:

BSA 7,5 g
Natriumazid 0,5 g
Tween® 20 0,5 ml

ad 0,5 |PBS

Die Losung wurde steril filtriert und bei 4°C aufbewahrt. Die primaren Antikorper

wurden in dieser Loésung im Verhaltnis 1:1000 verdinnt.

2.1.6.1.4 Losungen fur CD163-ELISA

Standard:

Gebrauchsfertig

Standard 1 300 ng/ml
Standard 2 60 ng/ml
Standard 3 12 ng/ml
Waschpuffer:

Verdinnung 125 mi

ad 875 ml ddH,O

Assay Buffer:
Gebrauchsfertig

Substratpuffer:
Gebrauchsfertig
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Detektions — Antikdrper:
Anti- Huhn polyklonaler Antikérper zur Detektion von CD163.
Gebrauchsfertig.

Peroxidase — Konjugat:
Peroxidase konjugierter polyklonaler Antikorper.
Verdinnung 0,1 ml
ad 10 ml Assay Buffer

TMB - Arbeitslosung:
Tetramethylbenzidine (TMB) — H,0,
Verdinnung 1,0 ml
ad 20 ml Substratpuffer

Die Losungen wurden bei 4°C aufbewahrt.
Stoppldsung:

Schwefelsaure rauchend 9,8 g
ad 50 ml ddH,O

2.1.6.1.5 Ldsungen fur IL 6-ELISA

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

Die Losung wurde steril filtriert und bei 4°C aufbewabhrt.

Substratlésung:
Die Losungen A und B (Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin) des Substrate

Reagent Pack von R&D Systems wurden im Verhaltnis 1:1 miteinander vermischt.

Stoppldsung:

Schwefelsaure rauchend 9,8 g
ad 50 mlddH,O

Verdinnung der Antikdrper:
Die Capture AK wurden laut Protokoll in PBS, die Detection AK in Reagent Diluent

verdinnt.



2. Material und Methoden 30

Verdinnung des HRP-Streptavidin-Konjugats:
Das HRP-Streptavidin-Konjugat wurde laut Packungsangabe in Reagent Diluent

verdinnt.

2.1.6.2 Losungen fur die Isolierung priméarer humaner Monozyten

CD14 Beads Puffer:

BSA 0,5 g
EDTA, 0,5 M Stammlésung pH 8,0 2,0 ml
ad 0,5 |PBS

Der CD14 Beads Puffer wurde steril filtriert und bei 4°C aufbewabhrt.

2.1.6.3 Losungen fur Durchflusszytometrie

Erythrozyten — Lysepuffer:

Farbungen:

Peroxidase konjugierter monoklonaler Maus IgGlk- BD Pharmingen
Antikorper

Peroxidase konjugierter monoklonaler Maus lgG2a «-

Antikorper, Klon: eBM2a (Isotyp — Kontrolle) eBiosence
Peroxidase konjugierter CD3- Antikorper, Klon: OKT3 eBiosence

FITC Maus CD14- Antikorper BD Pharmingen
Peroxidase konjugierter Maus CD163- Antikorper BD Pharmingen
Peroxidase konjugierter Maus CD137- Antikorper BD Pharmingen

2.1.7 Primer fur LightCycler-Analysen

Die Primer fur die LightCycler-Expressionsanalysen wurden jeweils zu beiden Seiten
eines Introns gewahlt, um die Amplifizierung genomischer DNA zu vermeiden. Eine
Lange der amplifizierten Fragmente von etwa 300 bp garantierte mdoglichst kurze
Elongationszeiten. Aul3erdem wurden die Primer so entworfen, dass die Annealing—
Temperatur etwa 60°C betrug. Die Spezifitat der Primer wurde durch Sequenzierung
der PCR-Produkte verifiziert.
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Oligonukleotid Sequenz (5’ 2> 3’) PCR-Produkt (bp)
3-Actin

B-Actin_uni CCAGGGTGTGATGGTGGGAATG 370

B-Actin_rev CGCACGATTTCCCTCTCAGCTC

CD163

CD163_uni CCATAGTGAGTGTGGGCACAA 407

CD163 _rev TCAGTGTGGCTCAGAATGGCCTC

2.1.8 Rekombinantes Adiponektin

Zur Stimulation der priméaren Monozyten wurde zum einen hochmolekulares
Adiponektin der Firma R&D Systems und zum anderen in der Arbeitsgruppe mit Hilfe
von Insektenzellen hergestelltes, trimeres Adiponektin verwendet. Zur Herstellung
des niedermolekularen, trimeren Adiponektins wurde die cDNA von Adiponektin mit
Hilfe von Baculoviren in H5-Insektenzellen eingeschleust, von diesen exprimiert und

anschlieRend aus den Uberstanden gereinigt. [40]

2.2 Methoden

2.2.1 Erstellen einer EDTA-Plasma-Bank mannlicher Typ 2 Diabetiker und

geeigneter Kontrollen

Das Studienprotokoll wurde von der lokalen Ethikkmission gepruft und stimmt mit
den Vorgaben der Deklaration von Helsinki (1997) Uberein. Jeder Proband wurde
Uber das Projekt aufgeklart und unterschrieb eine Einverstandniserklarung.

Erstellt wurden drei Kollektive, die sich folgendermaflien zusammensetzen: Typ 2
Diabetiker, Kontrollen mit einer Waist-to-hip-ratio (WHR) unter 0,98 (CG2) und
Kontrollen mit einer WHR Uber 0,98 (CG1). Im Folgenden wird das Kollektiv der
Probanden mit einer WHR < 0,98 als normalgewichtige Kontrollgruppe und das der
Probanden mit einer WHR > 0,98 als Gibergewichtige Kontrollgruppe bezeichnet.

Es wurden primare Monozyten aus dem Blut von elf mannlichen Probanden mit
Diabetes mellitus Typ 2, von elf mé&nnlichen, Gbergewichtigen und elf mannlichen,
normalgewichtigen Kontrollen isoliert.

Das Durchschnittsalter der Typ 2 Diabetiker liegt bei 62 Jahren mit einer Verteilung
von 42 bis 76 Jahren. Das mittlere Alter der normalgewichtigen Kontrollen betragt 54

Jahre mit einer Verteilung von 44 bis 67 Jahren. Die Ubergewichtigen Kontrollen
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haben ein mittleres Alter von 56 Jahren mit einer Verteilung von 40 bis 63 Jahren.
Weitere Details dieser Studiengruppe sind in Tabelle 1 aufgefihrt.

Des Weiteren wurde Serum von 43 mannlichen Typ 2 Diabetikern, von 32
mannlichen, Ubergewichtigen Kontrollen und 31 mannlichen, normalgewichtigen
Kontrollen gesammelt.

Das Durchschnittsalter der Typ 2 Diabetiker liegt bei 66 Jahren mit einer Verteilung
von 42 bis 88 Jahren. Das mittlere Alter der normalgewichtigen Kontrollen betragt 56
Jahre mit einer Verteilung von 41 bis 73 Jahren. Die Ubergewichtigen Kontrollen
haben ein mittleres Alter von 60 Jahren mit einer Verteilung von 40 bis 79 Jahren.
Weitere Details dieser Studiengruppe sind in Tabelle 2 aufgefihrt.

Diesen insgesamt 106 Probanden wurden jeweils 4 ml EDTA-Plasma mit
S-Monovetten der Firma Sarstedt abgenommen. AnschlielBend wurde das Plasma in
der Zentrifuge bei 3900 rpm fir zehn Minuten bei RT zentrifugiert. Der vom
Blutkuchen abgenommene Plasmauiberstand wurde aliquotiert und getrennt vom

Blutkuchen bei -20°C zur weiteren Verwendung eingefroren.

2.2.2 Isolierung humaner peripherer Monozyten aus Vollblut

Ein bereits in der Arbeitsgruppe angelegtes Kollektiv von Monozyten, isoliert aus
dem Vollblut von Typ 2 Diabetikern, normalgewichtigen und Ubergewichtigen
Kontrollen, wurde erweitert. Zur Gewinnung der Monozyten wurden den Probanden
jeweils circa 50 ml Vollblut mit Hilfe von Vacutainern abgenommen.

Die mit jeweils 8 ml Vollblut geflllten Vacutainer wurden direkt nach der
Blutentnahme mehrmals invertiert, um das Natriumcitrat im Réhrchen mit dem Blut
zu vermischen und eine Gerinnung zu verhindern. AnschlieBend wurden die
Vacutainer bei 2900 rpm fur 25 min bei RT zentrifugiert. Durch diesen
Zentrifugationsschritt und das Polyestergel in den Vacutainern wurden die
Blutbestandteile gemald ihrer Dichte separiert: Schwere Bestandteile, v. a. aber
Erythrozyten, wurden am Boden des Rohrchens zuriickgehalten, wahrend leichtere
Bestandteile, wie etwa das Plasma und mononukleére Zellen sich nun Uber der
Gelschicht befanden. Die Vacutainer wurden anschlieBend abermals 5-6-mal
invertiert und unter der Sterilbank geo6ffnet. Plasma und mononukleare Zellen eines
Spenders wurden abgenommen und in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt.
Dieses wurde anschlieBend bei 1200 rpm fir 15 min bei RT zentrifugiert.

Anschliel3end wurde das Plasma vorsichtig abgenommen und das Zellpellet in 20 ml
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PBS gewaschen. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (1200 rpm, 10 min, RT).
Das Plasma wurde jeweils auf vier Eppendorfcups zu je 1 ml aufgeteilt; der Rest
wurde in 15 ml Zentrifugationsréhrchen tberfuhrt. Schliel3lich wurde das gesamte
Plasma bei -20°C gelagert. Das Zellpellet wurde in 2 ml CD14-Beadspuffer
resuspendiert, in ein Eppendorfgefal3 Uberfihrt und einem weiteren
Zentrifugationsschritt unterzogen (1200 rpm, 10 min, RT). Anschlie3end wurde das
Pellet in CD14-Beadspuffer (160 pl pro 6 Vacutainer) resuspendiert und mit CD14-
Beads (40 ul pro 6 Vacutainer) fur 20 min bei 4°C inkubiert. Wéahrend dieser
Inkubationsphase wurde das Eppendorfcup alle 5 min angeschnippt, um eine gute
Durchmischung von Beads und Zellen zu gewéhrleisten. Dabei konnten sich die an
die magnetischen Beads gekoppelten monoklonalen CD14-Antikérper an das
Oberflachenprotein CD14, das v.a. von Monozyten exprimiert wird, anlagern.

Die so markierten Monozyten konnten nun durch ein magnetisches Feld von anderen
Zellen separiert werden. Hierzu wurde der Zellsuspension nach der Inkubation 1 ml
CD14 Beadspuffer zugegeben und bei 1200 rpm erneut 10 min bei RT zentrifugiert.
Das Pellet wurde schlieZlich in 2 ml CD14-Beadspuffer aufgenommen. In einen
Magneten wurden LS S&ulen eingespannt, die mit jeweils 3 ml CD14 Beadspuffer
aquilibriert wurden. Anschlieend wurde jeweils 1 ml der Zellsuspension auf eine
Saule gegeben und dreimal mit je 3 ml CD14 Beadspuffer gewaschen. Danach
wurden die Monozyten eluiert: Hierzu wurden die Saulen nacheinander vom
Magneten abgenommen und in ein 15 ml Zentrifugationsréhrchen gestellt. Die
Elution der Monozyten erfolgte mit 5 ml CD14 Beadspuffer. Schlie3lich wurden die
monozytaren Zellen abzentrifugiert (1200 rpm, 5 min, RT) und der Uberstand
verworfen.

Ein 10 ul Aliguot wurde verwendet, um die Zellzahl in der Neubauer Zellzdhlkammer
zu ermitteln. Die Ausbeute lag bei ca. 1 - 1,5 Millionen Monozyten pro Vacutainer.
Die Zellen wurden in RPMI Medium mit 10 % autologem Serum (3 Mio/Loch) in 6-
Loch Platten kultiviert.

Zur RNA-Isolierung wurden die Monozyten in 300 pl Trizol aufgenommen und
schlie3lich bei -80°C gelagert; fir das Arbeiten mit Proteinen wurde das Zellpellet in
50 ul RIPA resuspendiert und bei -20°C aufbewahrt.
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2.2.3 Herstellen von autologem Serum

Fur die Durchfihrung von in vitro Experimenten mit Monozyten wurde autologes
Serum bendtigt das aus Plasma hergestellt wurde. Das Plasma wurde wahrend der
Monozyten-Isolation gewonnen (s. oben).

Vorab wurde PBS auf 4°C gekihlt. AuRBerdem wurde Thromborel in 10 ml Wasser
geldst und fur mindestens 30 Minuten bei 37°C gelagert.

Zum Plasma in dem 50 ml Zentrifugenréhrchen wurden schlie3lich sowohl eine
Spatelspitze Calciumchlorid, als auch das geloste Thromborel (1%) gegeben. Es
folgte eine Inkubation des Plasmas fur 10 min bei 37°C. AnschlieRend wurde mit
einer Pasteurpipette das Gerinnungsprodukt von der Innenwand des
Zentrifugenrohrchens geldst und fir 30 min bei 3500 rpm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in einen Dialyseschlauch tberfiihrt und eine Stunde gegen das
gekihlte PBS dialysiert; nach PBS-Wechsel erfolgte eine weitere Dialyse Uber eine

Stunde. AbschlieRend wurde das so gewonnene Serum steril filtriert.

2.2.4 Arbeiten mit cDNA/RNA

2.2.4.1 Isolierung von RNA

Die lIsolierung von RNA aus Monozyten erfolgte nach der Trizol-Methode: Die
Monozyten in 300 pl Trizol wurden aufgetaut, mit jeweils 1/5 Volumen Chloroform
versetzt (60 ul) und das Gefal3 4- bis 5-mal invertiert. Nach einer Inkubation Gber 2
min bei RT wurde der Ansatz fur 15 min bei 12000 g zentrifugiert. Die so
entstandene klare obere Schicht wurde abgezogen, in ein anderes Eppendorfcup
Uberfuhrt und wiederum mit 1/5 Volumen Chloroform versetzt. Nach Wiederholung
aller bisherigen Schritte wurde zu der klaren Losung Isopropanol (0,7 Vol.) gegeben,
das zum Ausféllen der RNA fihrt, und mehrmals invertiert. Es folgte eine Inkubation
Uber 10 min auf Eis und eine anschlieRende Zentrifugation fir 30 min bei 12000 g
und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet vorsichtig mit vorgekuhltem
70%igem Ethanol gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation tber 15 min bei
12000 g wurde das Ethanol vorsichtig abgenommen und das Pellet getrocknet. Die
so gewonnene RNA wurde in 40 pl nukleasefreiem Wasser (Promega)

aufgenommen und bei -80°C aufbewahrt.
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2.2.4.2 Real-Time PCR

Mit Hilfe der Real-Time PCR kdnnen Nukleinsauren schnell und sensitiv quantifiziert
werden. Durch die Kombination aus Thermocycler und Fluorimeter kann die
Amplifikation von PCR-Produkten schnell analysiert und wahrend des gesamten
Reaktionsverlaufs verfolgt werden. Durch die Real-Time PCR konnte die
Genexpression in primaren Monozyten bestimmt werden. Dazu wurde die RNA der
Zellen in einzelstrangige cDNA uberfuhrt, welche fir die Real-Time PCR eingesetzt
werden konnte. Zur Detektion wurde in allen Experimenten auf den
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | zurlckgegriffen; es wurde der LightCycler®
FastStart DNA Master SYBR Green | Kit (Roche) verwendet. Zuerst wurde ein
Master-Mix hergestellt, der bereits alle nétigen Reagenzien enthielt und dem nur
noch die cDNA zugesetzt werden musste. Ein Master-Mix fur eine Reaktion setzte

sich wie folgt zusammen:

Reaktionsmix (Roche) 2,0 ul
MgCl,, 25 mM 2,4 ul
universe Primer, 5 pmol/pul 1,0 u
reverse Primer, 5 pmol/pl 1,0 u
ddH,O 11,6 pl

Der Master-Mix wurde nun zu je 18 ul auf dinne Glaskapillaren aufgeteilt. SYBR
Green |1, Reaktionspuffer, dNTPs und HotStart Tag-Polymerase waren im
Reaktionsmix (Roche) bereits enthalten. Nach der Zugabe von 2 pl der jeweiligen
cDNA bzw. 2 ul Wasser fur die Wasserkontrolle wurden die Kapillaren kurz bei 2000
rom zentrifugiert, so dass die Reaktion in der Tiefe der Glaskapillaren ablaufen
konnte. AnschlieRend wurden die Proben im LightCycler fir zehn min auf 95°C
erhitzt. Dabei wurde die Tag-Polymerase aktiviert, die die Amplifizierung der
jeweiligen genspezifischen DNA einleitete. Es wurden insgesamt 40 bis 45
Amplifizierungszyklen durchgefiihrt, wobei sich jeder Zyklus aus 15 s
Denaturierungsphase bei 95°C, 10 s Annealingphase bei etwa 60°C (spezifisch flr
die jeweiligen Primer) und 10 s Elongationsphase bei 72°C zusammensetzte.

Nach Abschluss der Elongationsphase wurde in jedem Amplifikationszyklus die
Konzentration an DNA bestimmt. Dies geschah durch die Bestimmung der
Fluoreszenz bei einer fur das PCR-Produkt geeigneten Temperatur (75-85°C). Da

sich das SYBR Green | in doppelstrangige DNA einlagert, verhalt sich die
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gemessene Fluoreszenz proportional zum Reaktionsprodukt der amplifizierten DNA
(Abbildung 5).

Fur jede Probe wurde ein spezifischer Crossing Point (Cp) bestimmt, indem in einem
Graphen die Fluoreszenzmesswerte gegen die Zyklenzahl aufgetragen wurden. Der
Cp beschreibt den Reaktionszyklus, in dem die gemessene Fluoreszenz einen
deutlich positiven Wert annimmt. Auf3erdem ist der Cp umgekehrt proportional zur
Ausgangskonzentration der cDNA. Verschiedene Proben bendétigen demnach in
Abhangigkeit ihrer Ausgangskonzentration eine unterschiedliche Anzahl an
Amplifikationszyklen, um den Cp zu erreichen.

Damit nun verschiedene PCR-Reaktionen unterschiedlicher Effizienz miteinander
verglichen werden konnten, bediente man sich einer Standardkurve: Hierzu wurde
jeweils eine 1:1-Verdunnungsreihe der betreffenden cDNA hergestellt (Monozyten-
cDNA) und jedem der vier Standardproben ein definierter Wert zugewiesen (50, 25,
12,5 und 6,25 ng). Durch die Auftragung der Cp-Werte der Standardproben gegen
den Logarithmus der jeweiligen Konzentration entstand eine Standardkurve, die
jedem Cp eine definierte Konzentration zuordnete.

Um eine Aussage Uber die Regulation eines bestimmten Zielgens treffen zu kénnen,
wurde zusétzlich von jeder Probe die cDNA-Konzentration eines sog. Housekeeping-
Gens (hier B-Actin) bestimmt, das durch die jeweilige Stimulation nicht reguliert
wurde. Der Quotient aus den cDNA-Konzentrationen des Zielgens und des B-Actins
ergibt einen zum Houskeeping-Gen normalisierten Wert, der hinsichtlich Qualitats-
und Quantitatsunterschiede in der Probenvorbereitung korrigiert ist.

Die Spezifitat der PCR-Produkte wurde nach der Amplifikationsphase durch eine
Schmelzkurve Uberprift: Dazu wurde die cDNA langsam (0,1°C/s) von 60°C auf
95°C erhitzt und analog die Fluoreszenz kontinuierlich gemessen. Da jede
spezifische Reaktion auch nur ein spezifisches Produkt bildet, das bei einer
bestimmten Temperatur schmilzt, nimmt am Schmelzpunkt die Fluoreszenz pl6tzlich
stark ab. Entstehen jedoch durch unspezifische Reaktionen mehrere Produkte, so
kommt es zu einer unscharfen Abnahme der Fluoreszenz, unter Umstanden uber
mehrere Stufen. Eine schematische Darstellung des PCR-Zyklus bei Verwendung
von SYBR Green zeigt Abbildung 5.
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Abb. 5: Schematische Darstellung eines PCR-Zyklus bei Verwendung von SYBR
Green |

(A) Denaturierung, (B) Annealing, (C) Elongation, (D) PCR-Produkt

2.2.5 Proteinchemische Methoden

2.2.5.1 Praparation von Gesamtproteinextrakten

Die Praparation von Gesamtproteinextrakten aus Saugerzellen wurde nach
folgendem Protokoll durchgefuhrt: Zuerst wurde der Zelliberstand abgenommen.
Anschlie3end folgte ein Waschschritt der am Boden adharenten Monozyten mit PBS.
Die primaren Monozyten wurden daraufhin mit einem Schaber vom Boden der
Zellkulturplatten geldst und mit PBS, das mit einem Proteaseinhibitor versetzt war,
gewaschen. Das Zellpellet wurde in 40 pl eiskaltem RIPA-Zelllysepuffer mit
Proteaseinhibitoren resuspendiert und die genomische DNA im Zelllysat mit

Ultraschall geschert. Die Proben wurden bei -20°C aufbewabhrt.
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2.2.5.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte nach der Bicinchoninséure
(BCA)- Methode. Dazu wurden die Proben 1:10 in PBS verdinnt. Hiervon wurden
wiederum 10 pl mit 200 pl der Reaktionsldsung versetzt. Letztere bestand aus einem
Gemisch von Bicinchoninsaure und 4%iger Kupfer-lI-Sulfatiésung im Verhaltnis 1:50.
Der Reaktionsansatz wurde anschlieBend fir 30 min bei 37°C inkubiert. Proteine
bilden dabei iiber ihr Riickgrat mit Cu®*-lonen einen Komplex, wobei die Cu**-lonen
zu Cu**-lonen reduziert werden. Diese Cu'*-lonen bilden mit Bicinchoninsaure einen
violetten Farbkomplex aus, der photometrisch gemessen werden kann. Die Bildung
dieses Farbkomplexes steigt linear mit der vorhandenen Proteinmenge an. Um die
Menge an Protein in der Probe quantifizieren zu kdnnen, wird jeweils parallel eine
Standardkurve mit BSA erzeugt, aus welcher sich die Konzentrationen der

unbekannten Proben berechnen lassen.

2.2.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

In der SDS-PAGE werden Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen Masse in
Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Die Proteine werden dazu mit SDS-Probenpuffer
versetzt und aufgekocht. Dadurch denaturieren die Proteine und interagieren mit
SDS, wobei das SDS durch seine aliphatischen Seitenketten die Proteine partiell
auffaltet. Der Zusatz von R-Mercaptoethanol zum SDS-Probenpuffer sorgt dafr,
dass alle Disulfidbriicken in einem Peptid gespalten werden. In dieser Arbeit wurden
10%ige und 15%ige Trenngele verwendet. Zum Giel3en der Gele wurden 5 ml der
Trenngellosung und 2,5 ml der Sammelgellosung (2.1.6.1.2) jeweils mit
entsprechenden Mengen an APS und TEMED versetzt, die die radikalische
Polymerisierungsreaktion auslosen. In das noch flissige Sammelgel wurde zur
Ausbildung der Taschen ein Kamm mit 10 oder 15 Zahnen gesetzt.

Nach der Polymerisation wurden die Gele in die Elektrophoreseapparatur gespannt
und unter 1 x SDS-Gellaufpuffer gesetzt. Anschliel3end wurden die aufgekochten
Proben in die Taschen pipettiert. Zur Gré3enabschétzung der aufgetrennten Proteine
wurde der Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker in die letzte Tasche

pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Stromstéarke von 25 mA pro Gel.
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2.25.4 \Western-Blot

Unter Western-Blot versteht man den Transfer von Proteinen, die durch eine SDS-
PAGE aufgetrennt wurden, auf eine Membran mit anschlieRendem immunologischen
Nachweis. In dieser Arbeit wurde ein Wetttransfer-Verfahren angewendet, bei dem
die Proteine mittels Elektroblot auf die Membran transferiert wurden. Die Proteine
werden auf eine Immun-Blot™ PVDF Membran (0,2 ym) (BIORAD) Ubertragen, die
vor Gebrauch kurz in Methanol und danach in Wetttransferpuffer aquilibriert wird. Die
jeweils verwendeten Netze, Whatman-Filterpapiere und das Gel wurden ebenfalls mit
Wetttransferpuffer aquilibriert. Aus den Filterpapieren, der Membran und dem Gel
wird ein ,Blot-Sandwich“ aufgebaut und in die Blotapparatur eingespannt. Bei einer
Spannung von 80 V findet der Transfer der Proteine auf die Membran statt,
wahrenddessen der Transferpuffer unter Kiuhlung mit einem Magnetrihrer standig
gemischt wird.

Um fir die anschlieende Detektion der Proteine mittels Antikorper unspezifische
Bindungen zu verhindern, wurde die Membran fir 1 h in Blockierlésung (2.1.6.1.3)
geschwenkt. Nach dreimaligem Waschen fir je 10 min mit Waschpuffer erfolgte die
Inkubation mit dem primaren Antikorper in Antikdrperlésung. Die Inkubation fand
meist Uber Nacht bei 4°C oder mindestens fur 2 h bei RT statt. Die Membran wurde
im Anschluss gewaschen, um unspezifisch gebundene Antikérper zu entfernen. Es
folgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper, der mit einer
Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert ist, in 10 ml Blockierldsung. Der sekundare
Antikdrper wurde 1:5000 verdinnt, fir 1 h inkubiert und die Membran daraufhin
wieder gewaschen. Zur Detektion der HRP wurde ECL Plus Western-Blot Detection
Reagent Losung verwendet. Die beiden Reagenzien der ECL-LOsung wurden laut
Herstellerangaben gemischt und 1 ml sofort auf die Membran gegeben. Nach 5 min
wurde Uberschissiges Reagenz entfernt und die Membran in einer Klarsichtfolie in
die lichtdichte Filmkassette gelegt. Die Detektion der Chemilumineszenzsignale
erfolgte mit Hyperfim ECL™ abhangig von der Intensitat des Signals tber einen
Zeitraum von 1 min bis zu 60 min. Abbildung 6 zeigt das Prinzip der Proteindetektion

auf einer geblotteten Membran mit Hilfe eines ELISAs.
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Abb. 6: ELISA in schematischer Darstellung (verandert aus Qiagen-a-HIS-Detection
Protokoll)

2.2.5.5 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Mit dem Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) kdnnen geloste Proteine
spezifisch nachgewiesen werden. Das Prinzip des ELISAs beruht, analog zum
Western Blot, auf einer Antikoérper-gekoppelten Farbreaktion. Das Protein wird
zundchst Uber einen am Plattenboden gebundenen Antikdrper (Capture AK)
immobilisiert und anschlieBend mit einem zweiten Antikorper (Detection AK)
detektiert. Der zweite Antikorper wird Uber eine spezifische Interaktion an ein Enzym
gekoppelt, das ein farbloses Chromogen in ein farbiges umsetzt. Der Farbstoff wird
proportional zur Menge des gebundenen Proteins gebildet und kann photometrisch
erfasst werden. Uber eine Standardkurve lasst sich somit die Proteinkonzentration
der Proben berechnen. Diese Art des ELISAs wird als ,Sandwich-ELISA® bezeichnet.
Eine schematische Darstellung dieses Vorgangs zeigt Abbildung 7.

Auf die in dieser Arbeit verwendeten ELISAs wird im Folgenden naher eingegangen.

2.2.5.5.1 DuoSet® ELISA Development System human IL 6

Der Capture AK wurde laut Protokoll in PBS verdiinnt, auf einer 96-Loch-Platte zu je
100 pl pro Well verteilt und tiber Nacht bei RT inkubiert. Am nachsten Morgen wurde
die Platte mit jeweils 300 pl Waschpuffer dreimal gewaschen, bevor sie mit Reagent
Diluent fur eine Stunde blockiert wurde. AnschlieBend wurde die Platte erneut
dreimal gewaschen. Nun konnten sowohl der Standard als auch die Proben pipettiert
werden. Der Standard wurde laut Hersteller in Reagent Diluent verdinnt. Die Proben
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wurden je nach der zu erwartenden Menge des zu bestimmenden Proteins ebenfalls
in Reagent Diluent, der auch als Leerwert diente, verduinnt. Es folgte eine weitere
Inkubation mit den Proben fir 2 h bei RT. Nach einem weiteren Waschschritt wurde
die Platte 2 h mit dem biotinylierten Detection AK inkubiert und wiederum 3-mal
gewaschen. Es folgte eine 20-minutige Inkubation mit HRP-Streptavidin, das uber
das Streptavidin spezifisch an das Biotin des sekundaren Antikorpers bindet. Nach
einem letzten Waschschritt wurde die Platte mit einer Substratldsung aus
Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin inkubiert, in der die HRP die Bildung
eines blauen Farbstoffs unterstiitzt. Nach 20 min wurde die Reaktion durch die
Zugabe einer Stopplésung beendet, wodurch die Farbe von blau nach gelb
umschlug. Die Intensitat dieser Gelbfarbung wurde im Anschluss mit einem ELISA-

Reader bei einer Wellenlange von 450 nm bestimmit.

2.25.5.2 CD163 Enzyme Immunoassay

Abweichend von der DuoSet® Reihe (R&D Systems) lagen beim CD163 — ELISA
(Dianova) die Mikrotiterplatten bereits mit Capture AK gecoatet vor. Die Beladung
erfolgte zu 100 pl Probe je Well, wobei der Standard bereits gebrauchsfertig im Kit
enthalten war. Der Uberstand primarer Monozyten wurde dabei unverdiinnt, Serum
hingegen in einer 1:15-fachen Verdinnung in Assay Buffer aufgetragen.
AnschlieBend erfolgte eine Inkubation Gber Nacht bei RT. Am nachsten Morgen
wurde die Mikrotiterplatte dreimal mit jeweils 300 pl Waschpuffer gewaschen und
daraufhin mit 200 pl Detection Antikorper fir eine Stunde bei 37°C in feuchter
Atmosphare inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten erfolgten die Zugabe von
200 pl in Assay Buffer verdinntem Peroxidase-Konjugat sowie eine erneute
Inkubation bei 37°C und feuchter Atmosphére fir eine Stunde. Daraufhin wurde die
Platte wiederum dreimal gewaschen und schlief3lich mit 200 ul TMB — Arbeitslésung
fur exakt 10 Minuten inkubiert. AbschlieRend wurde die Reaktion mit 100 pl
Schwefelsaure abgestoppt und die Proteinkonzentration mit dem ELISA — Reader bei
einer Wellenlange von 450 nm vermessen.

Da die primaren Monozyten in 10% autologem Serum kultiviert wurden, wurde zur
Berechnung des Iéslichen CD163 in den Uberstanden der mit dem Serum

hinzugeflgte Anteil subtrahiert.
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Abb. 7: Schematische Darstellung des Prinzips eines Sandwich-ELISAs (verandert
nach www.rndsystems.com/DAM_public/5633.jpg):
A: Das zu messende Protein bindet an den Capture AK und wird dadurch immobilisiert
B: Ein mit einem Enzym gekoppelter Detection AK bindet am Protein-AK-Komplex
C: Durch Zugabe eines Substrates kommt es zur Farbreaktion durch das am Detection
AK gekoppelte Enzym

2.2.6 Durchflusszytometrie

Die Charakterisierung verschiedener Zellen des Immunsystems erfolgt anhand
unterschiedlicher funktioneller Oberflachenmolekiile auf der Zelloberflache. Diese
Tatsache ermdglicht es mit Hilfe der Durchflusszytometrie eine quantitative Analyse
der Zelloberflachenmolekiile durchzufihren. Die Durchflusszytometrie oder FACS —
Analyse (engl. Fluorescence activated cell sorting) stellt damit eines der wichtigsten
Verfahren der Immunologie zur Unterscheidung von Subpopulationen verschiedener
Immunzellen dar.

Die Differenzierung erfolgt dabei mit Hilfe von Antikdrpern, wobei zunéchst ein
Primarantikorper spezifisch bestimmte Markermolekile auf der Zelloberflache
detektiert. Im Anschluss daran wird der Primarantikorper zielgerichtet von einem
sekundaren Antikorper, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist, gebunden.
Fur die weitere Analyse ist es nun wichtig, die Zellen aus dem Zellverband zu I6sen
und zu vereinzeln. Dies erfolgt, indem die Zellsuspension mit Druck durch eine
Kapillare geleitet wird. So entsteht ein Strahl aus einzelnen feinen Tropfen, wobei
jeder dieser Tropfen nur eine einzige Zelle enthalt.

Der Tropfenstrahl wird dabei an einem gebundelten Laserstrahl geeigneter

Wellenlange vorbeigeleitet, was eine Anregung der Elektronen des
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Fluoreszenzfarbstoffs zur Folge hat. AnschlieBend fallen die Elektronen unter
Energieabgabe wieder auf ihr Ursprungsniveau zurtck.

Die Lichtbeugung und -streuung geben dabei Aufschluss Uber verschiedene
Zellparameter wie Zellzahl, Zellgro3e und Granularitat.

Die Vorwartsstreuung, die Lichtstreuung entlang der Achse des einfallenden
Laserstrahls, wird durch Beugung des Lichtes an der Zelloberfache erzeugt und
liefert Informationen Uber die Zellgro3e.

Die Seitwartsstreuung wird in einem Winkel von 90° zum einfallenden Lichtstrahl
gemessen und ist ein Maly fur die Granularitdit der Zellen, da sie durch
unterschiedliche Bestandteile der Zellen erzeugt wird. Das emittierte Fluoreszenzlicht
wird ebenfalls in einem Winkel von 90° zum einfallenden Laserstrahl detektiert. Seine
Intensitat ist direkt proportional zur Menge des gebundenen Sekundarantikdrpers

und somit proportional zur Konzentration des Oberflachenantigens auf der Zelle.
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Abb. 8: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers (Modell modifiziert nach
Ormerod [74])
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Fur die in dieser Arbeit durchgefihrten FACS - Analysen wurde gesunden
freiwilligen Spendern mit Hilfe von S — Monovetten der Firma Sarstedt 1 ml EDTA-
Plasma abgenommen. AnschlieBend sollte eine Aufreinigung der gewlnschten
Leukozytenpopulationen erfolgen, indem mit Hilfe von Lysepuffer in 20fachem
Uberschuss eine Erythrozytenlyse induziert wurde.

Nach 10 minutiger Inkubation wurde das EDTA-Blut dann fur ca. 5 Minuten bei 1200
rom zentrifugiert, wodurch sich Zellbestandteile der Erythrozyten am Gefal3boden
absetzten, wahrend der Uberstand mit den darin enthaltenen Leukozyten abpipettiert
werden konnte. AnschlieBend erfolgte eine Wiederholung der Zugabe von
Erythrozytenlysepuffer in oben angegebener Menge sowie eine weitere
Zentrifugation mit dem Ziel, mdglichst viele Erythrozyten aus der Zellsuspension zu
entfernen, da diese fur die FACS-Analyse nicht nur bedeutungslos waren, sondern
diese auch unnétig verkompliziert hatten. Nach Abpipettieren des Uberstandes
wurde das Zellpellet mit 5 ml CD14 Beadspuffer resuspendiert und die
Zellsuspension wiederum fur 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. Nach erneutem
Entfernen des Uberstandes folgte eine weitere Wiederholung des Waschschrittes mit
CD14 Beadspuffer. Schliel3lich wurde das Zellpellet in 1ml CD14 Beadspuffer
resuspendiert und mit Hilfe der Neubauer Zellzdhlkammer ausgezahilt.

Fur das Erstellen der Farbungen wurden jeweils 1 Million Zellen in 500 pyl CD14
Beadspuffer aufgenommen. Zu diesen Zellsuspensionen wurden jeweils 20 ul der
jeweiligen Féarbereagenzien unverdinnt zugegeben und anschlieBend fir eine
Stunde bei 4°C inkubiert. Nach erfolgter Inkubation schloss sich erneut ein
zweimaliger Waschschritt mit 0,5 ml CD14 Beadspuffer und nachfolgender
Zentrifugation an, bevor die Zellen in 0,5 ml CD14 Beadspuffer resuspendiert im

Durchflusszytometer vermessen werden konnten.

2.2.7 Stimulierung von primaren Monozyten

Zur Stimulierung der Zellen wurde jeweils drei Millionen Zellen pro Loch auf einer 6-
Loch-Platte ausgesat. Die Kaultivierung erfolgte in RPMI 1640 Medium in 10%
autologem Serum. Die primaren Monozyten wurden anschlieRend Uber Nacht im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Am nachsten Morgen erfolgte ein
Mediumwechsel und eine Stimulation mit 10 pg Adiponektin der Firma R&D Systems
bzw. mit 2 pg des in der Arbeitsgruppe hergestelltem rekombinanten trimeren

Adiponektins. Alternativ erfolgte eine Stimulation der primaren Monozyten mit
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Metformin, Palmitin- oder Olsdure. Die freien Fettsauren wurden dabei mit Aloumin
eines fettsaurefreien Kalberserums im Verhaltnis 1:1 komplexiert. Gegebenenfalls
wurden die Zellen zusatzlich eine Stunde vor Stimulation mit dem AMPK-Inhibitor
Compound C bzw. dem p38 MAP-Kinase-Inhibitor SB 203580 vorinkubiert.

Unstimulierte Zellen dienten als Kontrollen. AnschlielRend wurden die Zellen erneut
im Brutschrank fir 24 Stunden inkubiert. Zum Abnehmen der Zellen wurden
zunachst die Uberstande kurz abzentrifugiert (2000 rpm, 5 min) und bei -20°C
aufbewahrt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlieBend in PBS vom
Plattenboden abgeschabt. Schlie3lich wurden auch diese bei 2000 rpm fir 5 min
zentrifugiert. Zellen, aus denen ein Proteinextrakt hergestellt werden sollte, wurden in
einer entsprechenden Menge RIPA-Puffer (ca. 40 ul) aufgenommen. Die Proben

wurden bei -20°C aufbewahrt.

2.2.8 Statistik

FUr nicht-normalverteilte Daten wurden der Median, der niedrigste und der héchste
Wert angegeben. Der Mann Whitney U-Test oder der Students T-Test wurden fur die
Berechnung von statistischen Unterschieden benutzt und ein p-Wert von < 0.05
wurde als signifikant bewertet. Korrelation wurden mit Hilfe der Pearson Korrelation
berechnet. Als Software diente SPSS 15.0.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von Adiponektin auf das monozytare CD163

3.1.1 Einfluss von Adiponektin auf die CD163-mRNA und -Proteinexpression

Um zu klaren, ob Adiponektin die CD163-Expression verandert, wurden Monozyten
aus dem Blut von sieben gesunden, normalgewichtigen Spendern isoliert. Daraufhin
wurden pro Spender jeweils zwei Testreihen erstellt, wovon jeweils eine mit 10 pg/ml
Adiponektin fur eine Dauer von 24 h in mit 10% autologem Serum versetztem
Medium inkubiert wurde, wahrend die andere Testreihe ohne Adiponektin als
Kontrolle diente. Im Anschluss daran wurden die Zelllysate in Western Blot Analysen
verwendet, die eine signifikante Reduktion der CD163-Proteinexpression zeigten, wie
in Abbildung 9 zu erkennen ist. Als Ladungskontrolle diente der Nachweis des
Enzyms Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH). Die Menge von
CD163 wurde dabei von 51,6 (31,7 — 105,2) in den Kontrollzellen auf 41,0 (25,9 —
79,3) in den mit Adiponektin inkubierten Zellen reduziert, wie eine
zusammenfassende Auswertung der sieben voneinander unabhéngigen Experimente
zeigte. (p=0,002)

CD163 M s S 4

GAPDH | ™SS s v

Abb. 9: CD163 und GAPDH in Monozyten, welche mit bzw. ohne 10 pg/ml
Adiponektin (Apm) fir 24 h kultiviert wurden.

Aus den Monozyten 12 weiterer gesunder, normalgewichtiger Kontrollen wurde

MRNA gewonnen, um im LightCycler die mRNA-Konzentration von CD163 zu
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bestimmen. Alle Werte wurden mit B-Actin, dessen mRNA-Menge in den
verschiedenen Proben &hnlich exprimiert war, normalisiert. Hierbei sollte untersucht
werden, ob der Einfluss von Adiponektin auf CD163 in einer Regulation der mRNA
begriindet ist. Die Bestimmung der mRNA-Konzentration in Zellen, welche zuvor mit
10 pg/ml Adiponektin stimuliert wurden, erbrachte jedoch keine Reduktion der
CD163-mRNA und damit keinen Hinweis auf eine mdgliche Beeinflussung von
CD163 durch Adiponektin auf mMRNA-Ebene. (p=0,184)

Um zu klaren, ob Adiponektin auch die Oberflachenexpression von CD163
vermindert, wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie eine quantitative Analyse der
CD163-Zelloberflachenmolekile durchgefuhrt. Dazu wurden Monozyten von drei
gesunden, normalgewichtigen Spendern, welche jeweils mit bzw. ohne 10 pg/ml
Adiponektin fir 24 h inkubiert worden waren, durchflusszytometrisch vermessen und
untereinander verglichen. Abbildung 10 zeigt eine deutliche Reduktion der CD163-
Konzentration auf der Zelloberflache von Monozyten, welche zuvor mit 10 pg/ml
Adiponektin fur 24 h inkubiert worden waren.
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Abb. 10: Durchflusszytometrische Analysen von CD163 auf der Oberflache von
Monozyten, welche mit bzw. ohne 10 pg/ml Adiponektin (Apm) fur 24 h

inkubiert wurden.
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Eine zusammenfassende Quantifizierung der diesbezuglich gewonnen Ergebnisse
der FACS-Analysen zeigte eine Reduktion der CD163-Konzentration um 40-50%,

wie aus Abbildung 11 ersichtlich wird.
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Abb. 11: CD163-Oberflachenexpression in Monozyten, welche mit 10 pg/ml
Adiponektin (Apm) stimuliert wurden, verglichen mit Kontrollzellen ohne

Adiponektinstimulation.

3.1.2 Einfluss von Adiponektin auf die |6sliche Form von CD163

In der Annahme, dass die Reduktion der CD163-Expression auf einer Abspaltung
des Molekils von der Zelloberflache beruht, sollte die Konzentration des I6slichen
CD163 im Uberstand von Zellen, welche mit 10 pg/ml Adiponektin vorinkubiert
waren, gemessen werden. Im Vergleich zu den Kontrollzellen ohne
Adiponektinstimulation lie3 sich jedoch kein signifikanter Unterschied der
Konzentrationen von léslichem CD163 nachweisen. Dies legt den Schluss nahe,
dass CD163 entweder nicht von der Zelloberflache abgespalten wird oder der
abgespaltene Anteil im Uberstand in einer so geringen Konzentration vorliegt, dass

dieser nicht detektiert werden kann. (Abbildung 12)
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Abb. 12: Konzentration an gelostem CD163 (sCD163) im Uberstand von Monozyten,
welche mit bzw. ohne 10 pg/ml Adiponektin (Apm) fur 24 h stimuliert
wurden.

3.1.3 Wirkung von Adiponektin auf die CD163-Expression in Abhéangigkeit von

der Inkubationszeit

Aus dem Blut dreier gesunder Spender wurden Monozyten isoliert und mit bzw. ohne
10 pg/ml Adiponektin fir 12, 18, 24, 30 und 36 h inkubiert, um die Beeinflussung der
CD163-Expression in Abhangigkeit von der Inkubationszeit zu klaren. Eine
signifikante Reduktion von CD163 konnte nach einer Inkubationsdauer von 18 h
nachgewiesen werden. (p=0,02) Eine weitere ahnliche Suppression von CD163
zeigte sich nach 24, 30 und 36 h, wahrend die CD163-Konzentration in den
Kontrollzellen ohne Adiponektinstimulation véllig unverandert blieb. (p=0,02)

Die Ergebnisse der entsprechenden Western Blots sind in Abbildung 13 gezeigt. Als

Ladungskontrolle diente hierbei wiederum GAPDH.
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Abb. 13: CD163 und GAPDH in Monozyten, welche mit 10 pg/ml Adiponektin (Apm)
fur 12, 18, 24, 30 und 36 h kultiviert wurden.

Auch in dieser Versuchsreihe mit unterschiedlichen Inkubationszeiten von
Adiponektin lieRen sich keine signifikanten Veranderungen der Konzentration des
|6slichen CD163 nachweisen. (Abbildung 14)
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Abb. 14: Losliches CD163 (sCD163) im Uberstand von Zellen, welche mit 10 pg/ml
Adiponektin (Apm) fur 12, 18, 24, 30 und 36 h inkubiert wurden.
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3.1.4 Suppression von CD163 in Abhangigkeit von der
Adiponektinkonzentration

Des Weiteren sollte der Effekt unterschiedlicher Adiponektinkonzentrationen auf die
CD163-Expression untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden Monozyten von
drei gesunden Probanden fur 24 h mit bzw. ohne Adiponektin in aufsteigender
Dosierung inkubiert. Die Konzentrationen an Adiponektin betrugen dabei 7,5, 10,0,
12,5 und 15,0 pg/ml. Wahrend das Hormon in einer Konzentration von 7,5 pg/ml
keinen Einfluss auf die CD163-Expression zeigte (p=0,2), konnte mit einer Dosierung
von 10,0 (p=0,01), 12,5 (p=0,02), und 15,0 pg/ml (p=0,02) jeweils eine signifikante
Reduktion erzielt werden, wie in Abbildung 15 deutlich wird. Als Ladungskontrolle
diente das Enzym GAPDH.
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Abb. 15: CD163 und GAPDH in Monozyten, welche mit 7,5, 10,0, 12,5, und
15,0 pg/ml Adiponektin (Apm) fur 24 h stimuliert wurden.

Eine Analyse der Konzentration des ldslichen CD163 zeigte auch hier wiederum
keine  Veranderung hinsichtlich  unterschiedlicher  Adiponektindosierungen.
(Abbildung 16)
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Abb. 16: Konzentration an geldstem CD163 (sCD163) in ng/ml in Monozyten, welche
mit 7,5, 10,0, 12,5 und 15,0 pg/ml Adiponektin (Apm) fir 24 h stimuliert
wurden.

3.1.5 Einfluss von Adiponektin auf die CD163-Expression differenzierter

Makrophagen nach Stimulation mit Interleukin 10

Wie Biuchler et al. zeigen konnten, wird die Expression des Oberflachenmolekuls
CD163 wahrend des Reifungsprozesses von Monozyten zu differenzierten
Makrophagen deutlich erhoht. Interleukin 10 bewirkt dariber hinaus eine weitere
Steigerung der Proteinkonzentration. [23] Um die Wirkung von Adiponektin auf
Monozyten mit einer hohen Dichte von CD163 auf ihrer Zelloberflache darstellen zu
kénnen, wurden Monozyten von zwei gesunden Probanden isoliert und fur fiunf Tage
kultiviert. Daraufhin wurden die Zellen fir weitere 24 h mit 1,5 ng/ml IL 10 inkubiert.
Auf der Oberflache der Makrophagen, welche anschliel3end fur 18, 24, 30 und 36 h
mit 10 pg/ml Adiponektin stimuliert wurden, konnte eine signifikante Reduktion der
CD163-Konzentration festgestellt werden.

Eine Verdnderung der Konzentration an loslichem CD163 konnte dabei nicht
gemessen werden.

Abbildung 17 zeigt eine Ubersicht der Wirkung von Adiponektin auf die CD163-
Expression IL 10 stimulierter Makrophagen sowie auf die im Uberstand geléste Form
des Proteins.
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Abb. 17: CD163, sCD163 und GAPDH in Makrophagen, welche fir finf Tage
differenziert, anschlieend 24 h mit IL 10 kultiviert und fur weitere 18, 24,
30 bzw. 36 h mit Adiponektin (Apm) stimuliert wurden im Vergleich zu

Makrophagen ohne Adiponektinstimulation.

3.2 Auffinden von Signalwegen, die mdglicherweise an der Adiponektin-

vermittelten Reduktion von CD163 beteiligt sind

3.2.1 Rolle der p38-MAP Kinase in der Reduktion von CD163 durch
Adiponektin

Adiponektin aktiviert die p38-mitogenaktivierte Proteinkinase (p38-MAP Kinase). Um
herauszufinden, ob sich auch die Herabregulation von CD163 durch Adiponektin
Uber den MAP Kinase-Weg erklaren lasst, wurde die Proteinkaskade durch
SB 203580, einen spezifischen Inhibitor der MAP Kinasen, unterbunden. [75-76]

Dazu wurden Monozyten von drei gesunden Spendern isoliert und mit Serum und
100 nM SB 203580 bzw. Serum ohne den MAP Kinase-Inhibitor stimuliert. Die
CD163-Konzentration war in beiden Versuchen gleich hoch, wodurch ein Einfluss
durch den Inhibitor alleine auf CD163 ausgeschlossen werden konnte. In weiteren
Versuchen zeigte sich, dass Adiponektin die CD163-Konzentration auch in den mit
dem MAP Kinase-Inhibitor SB 203580 vorinkubierten Monozyten herabreguliert.
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In Abbildung 18 sind die Ergebnisse im Vergleich mit Kontrollzellen ohne vorherige
Inhibitorstimulation dargestellt. (p=0,03)
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Abb. 18: CD163 und GAPDH in Monozyten, welche mit Adiponektin (Apm), dem
MAP Kinase-Inhibitor SB203580 oder mit einer Kombination aus beiden
(Apm + SB 203580) fur 24 h stimuliert wurden.

Des Weiteren wurde aus diesen Zellen mRNA gewonnen und anschlielend im
LightCycler die mRNA-Konzentration gemessen. Es lie3 sich keine Reduktion der
MRNA-Konzentration in mit Adiponektin stimulierten Zellen nachweisen, wahrend
100 nM SB 203580 die CD163-Expression um etwa 10% im Vergleich zu
unstimulierten Kontrollzellen reduzierte. (p=0,01)

Eine ahnliche Reduktion konnte in Monozyten, welche mit Adiponektin und 100 nM

SB 203580 fur 24h inkubiert wurden, gemessen werden.

3.2.2 Aktivierung der AMPK durch Adiponektin, Metformin und AICAR

Die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) ist ein heterotrimeres Protein, dessen
Aufgabe darin besteht, die Zellen vor einem ATP-Mangel zu schitzen. Durch
Phosphorylierung hemmt es Enzyme, die flr besonders energieaufwendige
Stoffwechselprozesse wie etwa die Cholesterin- und Fettsdaurebiosynthese
verantwortlich sind und wird dabei Uber den AMP- und ATP-Spiegel der Zelle
reguliert.

Die AMPK wird durch Adiponektin und Metformin, einem Wirkstoff aus der Gruppe
der Biguanide, der bei nicht-insulinpflichtigem Typ 2 Diabetes mellitus und
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Ubergewicht eingesetzt wird, aktiviert. Auch das Aminoimidazol-Carboxamid-
Ribonukleotid (AICA — Ribonukleotid, AICAR), welches die Glukoseaufnahme der
Zelle stimuliert und die Apoptose durch Reduktion reaktiver Sauerstoffkomponenten

hemmt, stellt einen Agonisten der AMPK dar.

3.2.2.1 Einfluss von Metformin und AICAR auf die CD163-Expression

In Anlehnung an die Gemeinsamkeit der drei Stoffgruppen beziglich ihrer
Aktivierung der AMPK sollte nun untersucht werden, ob auch Metformin und AICAR
zu einer Herabregulation der CD163-Konzentration fihren, wie dies nach Stimulation
mit Adiponektin beobachtet werden kann.

Zu diesem Zweck wurden Monozyten zunéchst mit 0,006, 0,003, 0,1 und 0,5 mM
Metformin fir 24 h inkubiert. Eine signifikante Reduktion der CD163-Expression liel3
sich dabei ab einer Konzentration von 0,006 mM Metformin nachweisen, wie aus
Abbildung 19 ersichtlich wird. (p=0,02)
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Abb. 19: CD163 und GAPDH in Monozyten, welche mit 0,003, 0,006, 0,1 bzw.
0,5 mM Metformin (Metf) fir 24 h stimuliert wurden.

Eine weitere Abnahme der CD163-Konzentration lief3 sich auch nach Stimulation von
Monozyten, welche aus dem Blut zweier weiterer gesunder Spender isoliert wurden,
mit 0,5 mM AICAR fir 24 h nachweisen, wie Abbildung 20 zeigt.

Den drei Stoffgruppen Adiponektin, Metformin und AICAR ist demnach nicht nur die
Aktivierung der AMPK, sondern auch die Herabregulation des Proteins CD163

gemeinsam.
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Abb. 20: CD163 und GAPDH in Monozyten, welche mit 0,5 mM AICAR fir 24 h

inkubiert wurden.

3.2.2.2 Effekt des AMPK - Inhibitors Compound C auf die CD163 -
Konzentration

Im Anschluss daran sollte zudem die Frage geklart werden, ob die Herabregulation
der CD163-Expression letztlich auf einer Aktivierung der AMP-aktivierten
Proteinkinase beruht. Aus diesem Grund sollte der AMPK-Weg durch Compound C,
einem spezifischen Inhibitor der AMPK, blockiert und die Effekte auf CD163
beobachtet werden. Monozyten wurden deshalb mit 10 pg/ml Adiponektin, mit 1 bzw.
2,5 uM Compound C sowie einer Kombination aus Adiponektin und 1 bzw. 2,5 uM
Compound C stimuliert. Wie Abbildung 21 zu entnehmen ist, konnte Compound C in
einer Konzentration von 1 puM die durch Adiponektin hervorgerufene Reduktion der
CD163-Konzentration nicht supprimieren, wahrend eine Konzentration von 2,5 uM
Compound C die CD163-Konzentration bereits in den Kontrollzellen ohne

Adiponektin verminderte.
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Abb. 21: CD163 und GAPDH in Monozyten, welche mit Adiponektin (Apm), 1,0 oder
2,5 uM Compound C (C) oder einer Kombination aus Adiponektin und 1,0
bzw. 2,5 uM Compound C (C + Apm) stimuliert wurden.

3.2.2.3 Ausschluss zytotoxischer Effekte von Compound C anhand der
Bestimmung von LDH und PARP

Um etwaige zytotoxische Effekte des AMPK-Inhibitors auszuschliel3en, wurde die
LDH-Konzentration mittels ELISA gemessen. Es lieRen sich jedoch weder bei einer
Konzentration von 1,0 uM Compound C noch bei 2,5 pM Compound C erhdhte LDH-
Werte nachweisen. Auch die Poly- (ADP — Ribose)- Polymerase (PARP), ein Protein,
das durch bestimmte Caspasen als zellulare Antwort auf Umweltstress gespalten

wird, war unverandert. (Abbildung 22)
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Abb. 22: PARP und GAPDH in Monozyten, welche mit 1,0 bzw. 2,5 uM Compound C
(C) fir 24 h inkubiert wurden.
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3.3 Einfluss freier Fettsaduren und einer Cholesterindepletion auf die CD163 —

Expression in Monozyten

3.3.1 Auswirkung von Palmitin- und Olsaure auf das monozytare CD163

Ubergewicht und fettreiche Ernahrung erhéhen den Gehalt freier Fettsauren im Blut.
Eine erhdhte systemische Konzentration an freien Fettsduren wiederum tragt unter
anderem zu einer Insulinresistenz bei, wie sie fur den Diabetes mellitus Typ 2
charakteristisch ist.

In den folgenden Versuchen sollte nun analysiert werden, ob freie Fettsauren,
welche demnach bei Menschen mit Ubergewicht und Typ 2 Diabetes mellitus in
erhohter Konzentration vorliegen, per se einen Einfluss auf das monozytare CD163
ausuben.

Zu diesem Zweck wurden Monozyten aus dem Blut dreier gesunder Spender isoliert
und mit Palmitin- bzw. Olsaure stimuliert. Palmitinsaure, ein wichtiges
Zwischenprodukt der Lipogenese, gehort dabei zur Gruppe der gesattigten
Fettsauren, wahrend Olsdure einen wichtigen Vertreter der einfach ungeséttigten
Fettsduren darstellt. Die Monozyten wurden mit 100, 200 und 300 pM Palmitin- bzw.
Olsaure stimuliert und anschlieRend fiir 24 h inkubiert. Die Zelllysate wurden mit
Western Blot analysiert, welche in Abbildung 23 dargestellt sind. Wie eindeutig zu
erkennen ist, fuhrt Olsaure zu einer Abnahme der CD163-Konzentration, wobei der
Effekt mit zunehmender Konzentration der ungesattigten Fettsaure verstarkt wird.

Auch Palmitinsaure vermindert CD163 ab einer Konzentration von 200 puM.
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Abb. 23: CD163 und GAPDH in Monozyten, welche mit 100, 200 oder 300 uM
Palmitinsaure (PA) bzw. Olsaure (OA) fur 24 h stimuliert wurden.
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3.3.2 Einfluss einer kombinierten Stimulation primérer Monozyten mit

Fettsduren und Adiponektin

Da eine Stimulation primarer Monozyten mit Olsaure eine Reduktion der CD163-
Konzentration zur Folge hat, sollte im nachsten Schritt untersucht werden, welche
Auswirkungen eine gleichzeitige Stimulation der Zellen mit Fettsauren und
Adiponektin hat.

Dazu wurden priméare Monozyten aus dem Vollblut zweier gesunder Spender isoliert
und verschiedene Testreihen erstellt. Zwei Testreinen wurden dabei mit Olsaure
allein in einer Konzentration von 200 bzw. 300 uM fir 24 h inkubiert. Anschlieend
erfolgte eine Stimulation zweier weiterer Testgruppen mit 200 bzw. 300 uM Olsaure
sowie jeweils 10 pg/ml Adiponektin. Gleichzeitig wurde ein Parallelversuch mit
Palmitinsaure durchgefihrt.

Wie in Abbildung 24 deutlich zu erkennen ist, liegt die CD163-Konzentration in den
Zellen, welche mit Olsaure stimuliert wurden, im Vergleich zur unstimulierten
Kontrolle deutlich reduziert vor. Der Effekt auf CD163 ist dabei, wie im Vorversuch
bereits erwahnt, abhangig von der verwendeten Konzentration der Olséure.
Vergleicht man nun die CD163-Menge in Zellen, welche mit Olsaure allein bzw. mit
Olsaure und 10 pg/ml Adiponektin inkubiert wurden, so stellt man fest, dass die
Reduktion an monozytdrem CD163 in den Zellen, welche mit einer Kombination aus
Olsaure und Adiponektin stimuliert wurden, deutlich ausgepragter ist als in den
Zellen, welche nur mit der Fettsdure allein inkubiert wurden. Demnach wird der Effekt
der Olsaure auf die CD163-Konzentration in Monozyten durch Adiponektin verstarkt.

Auch hier lasst sich die dosisabhéngige Wirkung der Olséaure nachweisen.
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Abb. 24: CD163 und GAPDH in Monozyten, welche mit 200 oder 300 uM Olsaure

(OA) allein oder in Kombination mit 10 pg/ml Adiponectin (Apm) tber 24 h
inkubiert wurden.

Wie in Abbildung 25 hingegen zu erkennen ist, hatte Palmitinsaure im Gegensatz zu
den oben gezeigten Versuchen keinen Effekt auf die CD163-Konzentration, was ein
Vergleich mit der unstimulierten Kontrolle zeigt. In Zellen, welche mit Palmitinsaure
und 10 pg/ml Adiponektin stimuliert wurden, ist die CD163-Konzentration reduziert.
Dieser Effekt wird folglich allein durch Adiponektin hervorgerufen.
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Abb. 25: CD163 und GAPDH in Monozyten, welche mit 200 oder 300 uM
Palmitinsaure (PA) allein oder in Kombination mit 10 pg/ml Adiponektin

(Apm) uber 24 h inkubiert wurden.
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3.3.3 Einfluss von Cyclodextrin und Lovastatin auf die monozytare CD163-

Expression

Im Folgenden sollte der Einfluss von Cyclodextrin und Lovastatin auf CD163 naher
untersucht werden. Cyclodextrin stellt eine Verbindung dar, welche zur Gruppe der
zyklischen Oligosaccharide gehért und Cholesterin selektiv aus der Zellmembran
entfernt. Lovastatin hingegen ist ein Arzneistoff aus der Gruppe der Statine, die zur
Behandlung einer Hypercholesterinamie eingesetzt werden. lhre Wirkung beruht
dabei auf einer Hemmung der HMG-CoA-Reduktase, einem wichtigen Enzym der
Cholesterinsynthese.

Um die Wirkung der beiden Stoffgruppen auf das monozytare CD163 zu analysieren,
wurden primare Monozyten aus dem Vollblut zweier Spender isoliert und
anschlieBend zwei Testreihen erstellt. Die erste Testgruppe wurde mit 5 pM
Lovastatin stimuliert, wahrend die zweite Testreihe mit 1 ng/ml Cyclodextrin fir 18 h
inkubiert wurde. Wie aus Abbildung 26 hervorgeht, zeigte weder Lovastatin noch

Cyclodextrin einen Einfluss auf die CD163-Konzentration der Monozyten.
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Abb. 26: CD163 und GAPDH in Monozyten, die mit 5 uM Lovastatin fur 24 h oder

1 ng/ml Cyclodextrin fir 18 h inkubiert wurden.
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3.4 Auswirkung von Adiponektin auf CD163 in Monozyten von Typ 2
Diabetikern, normalgewichtigen und tUbergewichtigen Kontrollen

3.4.1 Veranderung der CD163-Expression unter dem Einfluss von Adiponektin
in den drei Kollektiven CG1, CG2 und T2D

Wie in den vorherigen Versuchen anschaulich gezeigt werden konnte, wird die
CD163-Expression von Monozyten durch Adiponektin herabreguliert. Da die
Adiponektinkonzentration im Serum von Ubergewichtigen und diabetischen
Menschen reduziert ist, sollte in den folgenden Experimenten untersucht werden, ob
CD163 in den Monozyten dieser Spender erhoht ist. Zu diesem Zweck wurden drei
Kollektive erstellt, welche sich aus normalgewichtigen und Ubergewichtigen
Kontrollen sowie Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 zusammensetzten.
Eine Ubersicht der drei Kollektive bietet Tabelle 1.

Tabelle 1  Anthropometrische und biochemische  Charakteristika der
Studienkollektive, welche fur die Isolation der Blutmonozyten verwendet wurden

(alle mannlich)

T2D CGl1 CG2 p-Wert
Probanden (n) n=11 n=11 n=7
Alter (Jahr) 61 (42-76) 56 (40-63) 55 (49-67)

BMI (kg/m?) 32.3(26.8-45.9) 30.5(27.2-36.5) 22.8(20.0-24.4) <0.001%7

WHR 1.06 (0.90-1.10) 1.00 (0.94-1.13) 0.92(0.83-0.99) < 0.001%"
HDL (mg/dl) 43 (35-71) 44 (34-71) 57 (44-78)
TG (mg/dl) 150 (88-737) 117 (70-382) 90 (49-163)

Cholesterin 175 (126-265) 169 (122-230) 190 (146-211)

(mg/dl)
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Medikation

ACE-Hemmer 2 0 1
Beta Blocker 2 0 0
Diuretika 3 1 0
Lipidsenker 2 1 1
Metformin 6 0 0
Glinide 1 0 0
Nitrate 1 0 0
Glitazone 2 0 0
Insulin 3 0 0
Adipokine

Apm (ug/ml)  1.7(0.6-3.9) 26(1.0-54) 2.4 (1.1-4.4)

IL 6 (pg/ml) 15(0.3-9.3)  1.7(0.3-4.0) 0.5 (0.03-1.6) 0.007%,

0.004"
Monozyten
CD163 (au) 5.6 (2.1-11.5) 3.9 (3.3-6.6) 2.7(2.4-3.6)  0.008%,
0.001%
sCD163 76.9(40.5-388.1) 72.0(26.3-129.5) 68.3 (27.0-106)
(ng/ml)

IL 6 (pg/ml) 1,100 (41-5,363) 703 (38-5,300) 87 (2.5-1,963)

Angiotensin converting enzyme-Hemmer (ACE-Hemmer), arbitrary units (au), Body
mass index (BMI), High Density Lipoprotein (HDL), Low Density Lipoprotein (LDL),
Normalgewichtige Kontrollen (CG2), Ubergewichtige Kontrollen (CG1), Typ 2
Diabetiker (T2D), Waist-to-hip-ratio (WHR).

Signifikanz von T2D gegenuber CG1 = *, von CG1 gegentber CG2 = #, von T2D
gegentber CG2 = §
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Aus dem Blut der verschiedenen freiwilligen Spender wurden Monozyten isoliert und
die CD163-Expression untersucht. Wie Abbildung 27 zeigt, ist CD163 in den Zellen
Ubergewichtiger Kontrollen, verglichen mit den Zellen normalgewichtiger Kontrollen,
deutlich héher. Dahingegen finden sich annahernd ahnliche Mengen an CD163 in
den Zellen tbergewichtiger Probanden und Typ 2 Diabetiker. Die entsprechenden
Western Blots zeigt Abbildung 28.
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Abb. 27: CD163 und GAPDH in Monozyten, welche aus dem Vollblut von
Ubergewichtigen (CG1) und normalgewichtigen (CG2) Kontrollen isoliert

wurden.
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Abb. 28: CD163 und GAPDH in Monozyten isoliert aus dem Vollblut von Typ 2
Diabetikern (T2D) im Vergleich zu Gbergewichtigen Kontrollen (CG1).
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Zusammenfassend sind die Ergebnisse in Form einer Quantifizierung der in
Abbildung 27 und 28 gezeigten Western Blots dargestellt. Wé&hrend die CD163-
Konzentration also in den Monozyten Ubergewichtiger Spender und Patienten mit
Typ 2 Diabetes ahnlich war, zeigte sich eine im Vergleich dazu signifikant niedrigere
Konzentration an CD163 in den Zellen normalgewichtiger Kontrollen. (Abbildung 29,
Tabelle 1)
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Abb. 29: CD163 in Monozyten von Typ 2 Diabetikern (T2D), ubergewichtigen (CG1)

und normalgewichtigen Kontrollen (CG2), Angaben in arbitrary units (au).

3.4.2 Losliches CD163 im Uberstand primarer Monozyten von Typ 2

Diabetikern, Ubergewichtigen und normalgewichtigen Kontrollen

Zusatzlich wurde die Konzentration an loslichem CD163 in den Uberstanden der
Monozyten dieser drei Kollektive gemessen. Es liel3 sich jedoch bei den Spendern
der unterschiedlichen Kohorten keine diesbezlgliche Verdnderung nachweisen.
(Abbildung 30, Tabelle 1)
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Abb. 30: Konzentration von geléstem CD163 (sCD163) in ng/ml im Uberstand von
Monozyten von Typ 2 Diabetikern (T2D), Gibergewichtigen (CG1) und
normalgewichtigen (CG2) Kontrollen.

3.4.3 Vergleich der Konzentration an geléstem CD163 mit der systemischen

IL 6-Konzentration und anthropometrischen Daten der Spender

Das proinflammatorische IL 6 wird von Monozyten als Antwort auf einen
inflammatorischen Reiz gebildet. Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse der IL 6-Messungen,
welche mittels ELISA in den Uberstanden und Serumproben bei den Mitgliedern der
verschiedenen Kollektive erhoben wurden.

IL 6 im Uberstand der Monozyten wies keine Korrelation zum sCD163 in den
Uberstanden auf. Es ergab sich aber eine positive Korrelation des monozytaren
sCD163 mit dem Serum IL 6 (r=0,68, p<0,001) und dem Alter der Spender (r=0,55,
p=0,001).

Dahingegen konnte keine Korrelation zwischen monozytarem, I6slichem CD163 und

dem BMI, der WHR oder dem systemischen Adiponektin gefunden werden.

3.4.4 Analyse der sCD163-Konzentration im Serum von Typ 2 Diabetikern,
tubergewichtigen und normalgewichtigen Spendern

Um jedoch genauere Informationen hinsichtlich geléstem CD163 im Serum
normalgewichtiger und Ubergewichtiger Kontrollen sowie Typ 2 Diabetiker zu
erhalten, wurde das Spenderkollektiv weiter vergrof3ert und die Konzentration an
geldstem CD163 mittels ELISA im Serum gemessen.

Eine Ubersicht hierfir bietet Tabelle 2.
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Tabelle 2 Anthropometrische und biochemische Charakteristika der
Studienkollektive, anhand derer die sCD163-Serumkonzentration gemessen wurde.

(alle mannlich)

T2D CG1 CG2 p-Wert
Probanden (n) n =40 n =40 n=20
Alter (Jahr) 64 (45-88) 60 (40-79) 58 (41-69) 0.028
BMI (kg/m?) 31.0(21.2-41.7) 28.1(23.9-36.5) 24.2(20.0-27.1)  <0.001%®,0.042*
WHR 1.05 (0.90-1.35) 1.03(0.9-1.14) 0.95(0.83-1.05)  <0.001%%,0.031*
Glukose (mg/dl) 123 (69-249) 94 (60-120) 79 (68 -110) <0.001*8
HDL (mg/dl) 41 (21-60) 49 (34-78) 53 (38-80) <0.001*#8
LDL (mg/dl) 77 (42-116) 90 (52-157) 97 (54-122) <0.001*,0.036°
Medikation
ACE-Hemmer 15 8 2
Angiotensin IlI- 8 0 0
Rezeptor-
Antagonisten
Beta-Blocker 16 3 1
Diuretika 22 7 1
Lipidsenker 16 9 4
Insulin 13 0 0
Urikostatika 11 1 2
Metformin 15 0 0
Sulfonylharnstoffe 8 0 0
Glinide 1 0 0

Digitalis 9 0 0
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Serumproteine
Apm (ug/ml) 2.8 (0.8-10.6) 2.9 (1.2-9.4) 2.7 (1.1-5.0)
Leptin (ng/ml) 10.2(3.0-82.9) 5.7(1.6-26.5) 4.8 (1.7-21.3) 0.003*,<0.001°

sCD163 (ug/ml)  1.15(0.43-3.85) 0.98(0.29-2.61) 0.77(0.39-1.47)  0.018"0.001%

Angiotensin converting enzyme-Hemmer (ACE-Hemmer), Body mass index (BMI),
High Density Lipoprotein (HDL), Low Density Lipoprotein (LDL), Normalgewichtige
Kontrollen (CG2), Ubergewichtige Kontrollen (CG1), Typ 2 Diabetiker (T2D), Waist-
to-hip-ratio (WHR).
Signifikanz von T2D gegenuber CG1 = *, von CG1 gegeniuber CG2 = #, von T2D
gegeniiber CG2 = §

Es wurden dabei anndhernd gleiche Konzentrationen fur tbergewichtige Kontrollen
und Typ 2 Diabetiker gefunden, die jedoch deutlich hdher waren als die
Konzentration, welche im Vergleich dazu im Serum normalgewichtiger Kontrollen
ermittelt wurden. (Tabelle 2, Abbildung 31)
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Abb. 31: Konzentration an geléstem CD163 (sCD163) in ug/ml im Serum von Typ 2
Diabetikern (T2D), tbergewichtigen (CG1) und normalgewichtigen (CG2)
Kontrollen.

Es konnte lediglich eine positive Korrelation zwischen der Konzentration an Iéslichem

CD163 und dem Alter der Spender nachgewiesen werden. (r=0,3, p=0,002)
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3.4.5 Losliches CD163 im Vergleich mit wichtigen Kenngré3en des
Cholesterinstoffwechsels und Korrelation mit dem Auftreten einer

koronaren Herzerkrankung

Die Menge an geloéstem CD163 im Serum wurde anschlielend in Bezug zu
anthropometrischen Gréf3en und den Serumspiegeln von HDL, Gesamtcholesterin
und der systemischen Adiponektinkonzentration gesetzt.

Es liel3 sich auch hier kein Zusammenhang zwischen geléstem CD163 und dem BMI
bzw. der WHR feststellen. Ebenso verhielt es sich hinsichtlich der KenngrofRen des
Cholesterinstoffwechsels sowie systemischen Adiponektins. Ebenfalls fehlten
Hinweise auf eine mdgliche Korrelation mit sCD163. Da bei 20 der insgesamt 40
untersuchten Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 zugleich eine koronare
Herzerkrankung diagnostiziert worden war, sollte ein moglicher Bezug zwischen dem
Vorliegen einer KHK und einer Veranderung der CD163-Konzentration geklart
werden. Alle Teilnehmer der beiden Kohorten mit bzw. ohne KHK wiesen &ahnliche
Werte an BMI, WHR, Adiponektin und Alter auf. Die Konzentration an geldstem
CD163 ergab dabei signifikant hohere Werte im Serum der Typ 2 Diabetiker mit KHK
im Vergleich zu Typ 2 Diabetikern ohne GefaRRerkrankungen, wie aus Abbildung 32
eindeutig hervorgeht. (p=0,006)

Die dazu gehorigen Werte betrugen 1,4 (0,9-3,8) pg/ml an geléstem CD163 bei
Patienten mit KHK im Gegensatz zu 1,1 (0,4-2,0) pg/ml bei Patienten ohne KHK.
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Abb. 32: Konzentration an geldstem CD163 (sCD163) in pg/ml im Serum von Typ 2
Diabetikern ohne (CAD-) bzw. mit (CAD+) koronarer Herzerkrankung.
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4 Diskussion

4.1 Regulation der CD163-Expression durch Adiponektin

4.1.1 CD163 - ein Hamoglobin-Scavengerrezeptor mit antiinflammatorischen
Eigenschaften

Im Jahr 1998 zeigte eine deutsche Forschergruppe um Hogger P. et al., dass das
Protein, welches durch den Antikorper RM3/1 ausschlief3lich auf der Oberflache von
Monozyten und Makrophagen detektiert werden kann, CD163 ist. Lange Zeit war die
genaue Bedeutung von CD163 unbekannt. Nachdem CD163 jedoch als ein Mitglied
der Familie der cysteinreichen Scavengerrezeptoren Kklassifiziert werden konnte,
wurde das Oberflachenantigen zum Bestandteil zahlreicher Forschungs-
unternehmungen. [41] Kristiansen et al. gelang es 2001 schliel3lich als erste, eine der
wohl bedeutendsten Funktionen von CD163 aufzudecken: die Entfernung des durch
intravaskulare Hamolyse freigesetzten Hamoglobins und damit der Schutz des
Korpers vor der systemischen Toxizitat freien Hamoglobins. [51] Wie zukinftige
Untersuchungen zeigten, muss CD163 generell eine wichtige Bedeutung im
systemischen inflammatorischen Geschehen zugesprochen werden, da die
Oberflachenkonzentration von CD163 durch antiinflammatorische Zytokine
hochreguliert wird, wé&hrend unter Einfluss proinflammatorischer Stimuli eine
signifikante Reduktion der CD163-Expression zu verzeichnen ist. Seither gilt CD163
als wichtiger Faktor der antiinflammatorischen Antwort des Korpers auf ein
Infektgeschehen und kann, wie neueste Untersuchungen belegen, als wichtiger
diagnostischer Parameter fur inflammatorische Erkrankungen und Sepsis fungieren.
[23, 62]

4.1.2 Reduktion der CD163-Proteinexpression in Monozyten durch das
Hormon Adiponektin

In den Formenkreis eben erwahnter Erkrankungen gehoért unter anderem das
Metabolische Syndrom, da nach heutigem Erkenntnisstand Ubergewicht, sowie Typ
2 Diabetes mellitus mit all ihren Folgeerscheinungen als chronische systemische
Inflammation angesehen werden mussen. In diesem Zusammenhang wird auch die
veranderte Sekretion von Adipokinen im Fettgewebe beobachtet, wobei vor allem die

Produktion des Hormons Adiponektin bei Ubergewichtigen Menschen und Personen
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mit Typ 2 Diabetes mellitus signifikant reduziert ist. Eine mogliche Korrelation
zwischen Adiponektin und CD163 bzw. eine generelle Beeinflussung der CD163-
Regulation durch das Hormon ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit. So konnte in
den in vitro Studien eindricklich gezeigt werden, dass das Hormon Adiponektin zu
einer signifikanten Reduktion der CD163-Proteinexpression in Monozyten gesunder,
normalgewichtiger Spender fuhrt. So liel3 sich nach einer Stimulationsdauer von 18
Stunden sowie ab einer Konzentration von 10 pg/ml Adiponektin eine signifikante
Herabregulation des monozytenspezifischen Antigens nachweisen.

Das CD163-Antigen wird dabei nicht nur im intrazellularen Kompartiment exprimiert,
sondern ist Uberwiegend auf der Zelloberflache von Monozyten bzw. Makrophagen
lokalisiert. [46] Die Oberflachenkonzentration von CD163 wird, wie bereits erwahnt,
durch antiinflammatorische Zytokine wie IL 10 aber auch durch IL 6 hochreguliert.
Demnach scheint das Protein eine wichtige Funktion in der systemischen
Immunantwort einzunehmen. 2009 postulierte eine Forschergruppe um B.O. Fabriek
zudem die Rolle des Proteins als erregerspezifischen Rezeptor flr gramnegative und
grampositive Mikroben auf der Oberflache von Monozyten und Makrophagen,
wodurch CD163 somit auch eine wichtige Funktion in der erregerspezifischen
Immunabwehr zugeschrieben werden kann. [56] Unter dem Einfluss von Adiponektin
zeigte sich eine signifikante Reduktion der CD163-Oberflachenkonzentration. Die
beobachtete Reduktion von CD163 in Monozyten bzw. Makrophagen koénnte
verschiedene Ursachen haben. Zum einen besteht die Mdglichkeit, dass CD163
unter dem Einfluss von Adiponektin von der Zelloberflache abgespalten und ins
Serum freigesetzt wird. Adiponektin kdnnte auch die CD163-mRNA vermindern und
somit die Proteinsynthese beeinflussen. Mit Hilfe von LightCycler-Analysen wurde die
Konzentration an CD163-mRNA unter dem Einfluss von Adiponektin gemessen. Da
hierbei jedoch keine Veranderung der mRNA-Konzentration auftrat, konnte diese
Moglichkeit als Erklarung fur die beobachtete Reduktion von CD163 durch das

Adipokin mit groRer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.

4.1.3 Effekt von Adiponektin auf die I6sliche Form von CD163

CD163 liegt nicht nur in membrangebundener Form vor, sondern auch als
ungebundenes, natlrlich im Plasma vorkommendes Protein in geldster Form. [47]
Droste et al. zufolge wird das membrangebundene Protein unter dem Einfluss

proinflammatorischer Stimuli von der Zelloberflache abgespalten, wodurch es
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konsekutiv zu einem Anstieg der Konzentration der gelésten Form im Plasma kommt.
[24] Um die Mdglichkeit zu Uberprifen, dass CD163 auch unter dem Einfluss von
Adiponektin von der Zelloberflache abgespalten wird, wurde in den folgenden
Experimenten die Konzentration an geléstem CD163 im Uberstand der Zellen
bestimmt. Es konnten jedoch keine erhohten Spiegel an sCD163 nachgewiesen
werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Reduktion der CD163-
Oberflachenexpression nicht auf einer Abspaltung von der Zelloberflache beruht oder
aber die Konzentration an abgespaltenem Protein so gering war, dass sie mit den zur

Verfligung stehenden Messmethoden nicht detektiert werden konnte.

4.1.4 Auswirkung von Adiponektin auf die membrangebundene und l6ésliche

Form von CD163 in differenzierten Makrophagen nach IL 10-Stimulation

Monozyten zirkulieren fur ein bis drei Tage im Blutkreislauf. Innerhalb dieses
Zeitraums wandern sie in Gewebe ein und differenzieren sich zu
Gewebsmakrophagen. Wahrend dieses Reifungsprozesses wird die mRNA und
Proteinexpression von CD163 stark induziert. [23] Dies konnten Buchler et al. in
Versuchen, in welchen mit Hilfe des Makrophagen-Koloniestimulierenden Faktors
(M-CSF) eine Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen erfolgte, anschaulich
nachweisen. Daher bestimmt wahrscheinlich das von Makrophagen freigesetzte
sCD163 den systemischen CD163-Spiegel. [23] Um zu klaren, ob Adiponektin
CD163 auch in Zellen mit einer hohen CD163-Expression verringert, wurden
Monozyten mit M-CSF zu Gewebsmakrophagen differenziert und anschlieend mit
IL 10 behandelt. Adiponektin zeigte &hnliche Effekte wie schon zuvor auf
unstimulierte Monozyten. Auch hier kam es unter dem Einfluss von Adiponektin zu
einer signifikanten Reduktion der CD163-Proteinexpression. Allerdings konnten keine
erhohten Konzentrationen an léslichem CD163 im Zelliberstand nachgewiesen

werden.
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4.2 MAP Kinase und AMPK als mogliche Zielproteine in der Adiponektin-
vermittelten Reduktion der CD163-Expression in Monozyten

4.2.1 Der MAP Kinase-Weg als moéglicher Signalweg der Adiponektin-
vermittelten CD163-Reduktion

Der MAP Kinase-Weg umfasst eine Reihe von Signaltransduktionswegen, welche
unter anderem an der Regulation der Embryogenese, der Zelldifferenzierung, des
Zellwachstums und der Apoptose beteiligt sind. Die Signaltransduktionswege
beinhalten dabei mindestens drei nacheinander geschaltete Kinasen, welche
nacheinander phosphoryliert und dadurch aktiviert werden. Die MAP Kinasen selbst
stellen dabei Proteinkinasen mit einem Molekulargewicht von 36.000-44.000 Da dar,
welche andere Proteine an spezifischen Serin- bzw. Threoninresten phosphorylieren
und deshalb als Serin- bzw. Threonin-Kinasen bezeichnet werden. Die Aktivierung
der MAP Kinasen selbst erfolgt wiederum durch Phosphorylierung. Beziglich ihrer
verschiedenen aktivierenden Liganden, aber auch ihrer Wirkung unterscheidet man
drei verschiedene Gruppen von MAP Kinasen: die ,extracellular signal regulated,
Kinasen (ERK), die c-Jun-N-terminalen Kinasen (JNK) sowie die p38-MAP Kinasen.
[77-78] Adiponektin erhdht Uber eine p38-MAP Kinase abhéangige Signaltransduktion
die IL 6- und IL 8-Produktion in Monozyten. Wie Weigert et al. zeigen konnte, ist
dieser p38-MAP Kinase vermittelte Effekt bei Typ 2 Diabetikern im Vergleich zu
normalgewichtigen Personen signifikant reduziert. [75-76] Da demzufolge
Adiponektin zu den Agonisten der p38-MAP Kinasen gehort, sollte geklart werden,
ob die durch Adiponektin ausgeloste Reduktion des monozytaren CD163 durch eine
Aktivierung der p38-MAP Kinase erfolgt. Aus diesem Grund wurde dieser
Signaltransduktionsweg durch einen spezifischen Inhibitor der MAP Kinasen,
SB203580, blockiert. Wie aus unseren Ergebnissen jedoch eindeutig hervorgeht,
fuhrt Adiponektin trotz Inhibition des MAP Kinase-Weges zu einer signifikanten
Reduktion von CD163. Daraus kann gefolgert werden, dass die Regulation des
Oberflachenproteins durch Adiponektin nicht Gber eine Aktivierung der p38-MAP
Kinase geschieht.
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4.2.2 Aktivierung der AMPK durch Adiponektin, Metformin und AICAR

Ein weiteres Enzym, welches unter anderem durch Adiponektin aktiviert wird, ist die
AMPK. Die AMPK wird auch als Sensor der zellularen Energie-Homoostase
bezeichnet, da es eine Schlusselfunktion bei der Regulation des zellularen
Energiehaushaltes einnimmt. Die Regulation des Enzyms ist dabei exakt an die
vorliegenden ATP- bzw. AMP-Spiegel der Zelle angepasst. So wird die AMPK durch
fallende ATP-Spiegel oder steigende AMP-Mengen aktiviert, wahrend eine
Akkumulation von ATP zu einer Hemmung des Proteins fuhren. Die AMPK ist so in
der Lage eine \ultrasensitive Reaktion auf die jeweiligen intrazellularen
Energieverhéltnisse zu liefern und somit die Energieversorgung der Zelle mittels ATP
zu gewahrleisten. Als heterotrimares Protein besteht die AMPK aus einer
katalytischen a-Untereinheit und zwei regulatorischen Einheiten, welche als 3- und y-
Untereinheit bezeichnet werden. Steigt der AMP-Spiegel in der Zelle an, bindet AMP
an die regulatorische y-Untereinheit, was wiederum eine Phosphorylierung eines
Threoninrestes der a-Einheit und damit eine Aktivierung der AMPK zur Folge hat. In
aktiviertem Zustand fuhrt die AMPK zu einer Initiierung kataboler, ATP-generierender
Stoffwechselwege, wie zum Beispiel der Fettsduresynthese und Glykolyse. Anabole
und demzufolge ATP-verbrauchende Prozesse wie etwa die Lipogenese werden
dagegen gehemmt. [79-85] Da gerade diese Stoffwechselwege wichtige
Ansatzpunkte bei der Entstehung von Ubergewicht und Typ 2 Diabetes sind, ist die
AMPK immer mehr in den Vordergrund pharmazeutischer Versuche gertckt, das
Metabolische Syndrom zu therapieren. So ist das AMPK-System eines der Ziele
antidiabetischer Medikamente wie z.B. Metformin, das zur Stoffgruppe der Biguanide
gehort. Der positive Effekt auf den gesamten Stoffwechsel lasst darauf schliel3en,
dass durch eine pharmazeutische Aktivierung der AMPK das Risiko fur Typ 2
Diabetes, das Metabolische Syndrom und kardiovaskulare Erkrankungen deutlich
gesenkt werden kann. [79-80] Die AMPK ist jedoch nicht nur in der Lage, die
intrazellulare Energiehomoostase zu kontrollieren, sondern auch an der Koordination
der Energiebereitstellung auf Gesamtkérperebene teilzunehmen, indem sie auf
Prozesse wie die Nahrungsaufnahme und den Energieverbrauch Einfluss nimmt. Ihr
Einfluss wird dabei mal3geblich durch Hormone und Zytokine wie etwa Adiponektin,
Leptin oder Resistin moduliert. [79-80] Als weitere Stoffgruppe, welche als Agonisten
der AMPK fungieren und somit an der Energiebereitstellung beteiligt sind, sind die

AICA-Ribonukleotide (AICAR) zu nennen. Diese stellen wichtige Zwischenprodukte
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des Purinstoffwechsels dar und gelten als Vorstufen des Inosinmonophosphates
(IMP). Neben seinen positiven Effekten auf den Energieumsatz, wodurch AICAR
mittlerweile auch zum Kreis der verbotenen Substanzen des Dopings gezahlt wird,
besitzt das Ribonukleotid die Fahigkeit, die Apoptose von Zellen zu unterdriicken,

indem es die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale reduziert.

4.2.2.1 Reduktion von CD163 durch Adiponektin, Metformin und AICAR

Hinsichtlich der Gemeinsamkeit der drei Stoffgruppen Adiponektin, Metformin und
AICAR, das Enzym AMPK zu aktivieren, sollte nun untersucht werden, ob die durch
Adiponektin vermittelte Reduktion von monozytarem CD163 auch durch Metformin
oder AICAR hervorgerufen wird. Die zu diesem Zweck mit Metformin stimulierten
primaren Monozyten aus dem Vollblut gesunder, normalgewichtiger Spender zeigten
eine signifikante Reduktion der CD163-Proteinexpression. Dieser Effekt konnte ab
einer Konzentration von 0,006 mM Metformin nachgewiesen werden. Auch eine
Inkubation der Zellen mit AICAR fuhrte zu einer deutlichen Herabregulation der
CD163-Proteinexpression primarer Monozyten. Ob die hier in vitro nachgewiesene
Reduktion von CD163 ebenso in vivo von Bedeutung ist und inwieweit dies eine
Rolle fur die protektiven Eigenschaften von Metformin spielt, wurde in dieser Arbeit

nicht untersucht.

4.2.2.2 Der AMPK-Weg als mdglicher Signalweg der Adiponektin-vermittelten
CD163-Reduktion

Im Hinblick darauf, dass Adiponektin, Metformin und AICAR unabhangig voneinander
zu einer Herabregulation von CD163 fuhren und jeweils als Agonisten der AMPK
fungieren, lasst konsekutiv die Vermutung zu, dass der gemeinsame Effekt der drei
Stoffgruppen auf CD163 durch eine Aktivierung der AMPK vermittelt wird. Ein relativ
spezifischer Inhibitor der AMPK, namlich Compound C, konnte die CD163-Reduktion
aber nicht unterdricken. Stattdessen bewirkte eine Inkubation der Zellen mit
Compound C allein bereits eine Reduktion von CD163. Die Herabregulation der
CD163-Proteinexpression durch Adiponektin beruht demzufolge nicht auf einer
Aktivierung der AMPK; mdglicherweise ist aber auch Compound C ein weniger

spezifischer Inhibitor als bisher vermutet.
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4.3 Freie Fettsduren als wichtige Komponenten in der Entstehung von
Insulinresistenz, Diabetes mellitus Typ 2 und atherosklerotischen

GefalRerkrankungen bei ibergewichtigen Menschen

Ubergewicht ist mit einer Vielzahl von Folgeerkrankungen assoziiert, wobei
insbesondere die Entwicklung von Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2
weitreichende Konsequenzen fur den Organismus darstellen. In der Pathogenese
der Insulinresistenz ubergewichtiger Menschen scheinen dabei freie Fettsduren eine
wichtige Schllsselrolle einzunehmen. Im Plasma adipdser Personen ist ihre
Konzentration stark erhéht, was als direkte Ursache der muskularen und hepatischen
Insulinresistenz gesehen wird. [86-87] Im Skelettmuskel hemmen freie Fettsduren die
insulininduzierte Glukoseaufnahme in die Zelle sowie die Produktion von Glykogen
durch Inhibition der Glykogen-Synthase. Wie Boden et al. beschreibt, erfolgt dies
durch eine Akkumulation von intramyozellularen Triglyzeriden und Diacylglycerol und
durch eine Aktivierung der Proteinkinase C. In der Leber dagegen hemmen freie
Fettsduren in erhohter Konzentration die insulinvermittelte Suppression der
Glykogenolyse. [88] Diese Veranderungen haben eine erhOhte systemische
Glukosekonzentration zur Folge. Trotzdem entwickeln nur etwa 20% der
Ubergewichtigen Menschen mit Insulinresistenz einen Diabetes mellitus Typ 2. Der
Grund hierfir ist darin zu sehen, dass freie Fettsduren fir etwa 30-50% der basalen
Insulinsekretion verantwortlich sind und darUberhinaus die glukosestimulierte
Sekretion von Insulin in den B-Zellen des Pankreas potenzieren. Der Grol3teil der
Patienten, etwa 80%, ist somit in der Lage, ihre durch die freien Fettsauren
verursachte Insulinresistenz durch diese erhghte Insulinsekretion zu kompensieren.
Personen, die hingegen eine genetische Pradisposition bzgl. der Entwicklung eines
Typ 2 Diabetes besitzen, werden als ,lipidblind“ bezeichnet, d.h. sie sind unféhig, ihre
Insulinresistenz durch die fettsaurevermittelte Insulinibersekretion der [(-Zellen
auszugleichen. Die daraus resultierende Hyperglykdmie ist dann haufig
Ausgangspunkt einer Diabeteserkrankung. [87-89] Neben ihrer Beeinflussung des
Glukose-Insulin-Stoffwechsels bewirken freie Fettsduren lber eine Aktivierung des

NF-kB -Sighalweges eine geringgradige systemische Inflammation. [87, 90]
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4.3.1 Beeinflussung der systemischen Adiponektinkonzentration durch freie
Fettsauren

Wie bereits erwahnt, stellt eine erhthte Konzentration an freien Fettsauren bei
Ubergewichtigen Menschen den Ausgangspunkt fir die Entwicklung von
Insulinresistenz und atherosklerotischen GefalRRerkrankungen dar. Es ist demnach
nicht verwunderlich, dass auch Adiponektin mit seinen antidiabetischen,
antiinflammatorischen und antiatherogenen Eigenschaften durch pathologisch
erhohte Spiegel an freien Fettsduren beeinflusst wird. Wie eine Forschergruppe um
Bobbert et al. in vivo zeigen konnte, flhrt eine akute Hyperlipidamie zu einer
signifikanten Reduktion des systemischen Adiponektinspiegels, wobei zwischen den
einzelnen Isoformen des Adiponektin differenziert werden kann. So stellte sich
heraus, dass eine erhdhte Konzentration an Fettsauren in erster Linie eine Reduktion
der MMW-Isoform von Adiponektin zur Folge hat, wahrend die Konzentration der
LMW- und HMW-Form des Adiponektins gleich blieb. [91] Die verminderte
Konzentration an systemischem Adiponektin, welches im Plasma ubergewichtiger
Menschen beobachtet wird, ist somit unter anderem Folge der bei Ubergewicht

erhdohten Menge an freien Fettsauren.

4.3.2 Reduktion der CD163-Proteinexpression in Monozyten durch freie
Fettsauren

Auch die Expression von CD163 auf der Zelloberflache von Monozyten wird durch
die Konzentration an freien Fettsauren moduliert. Wie sich in unseren in vitro Studien
zeigte, sind Olsaure und Palmitinsaure in der Lage, eine Reduktion von CD163 zu
bewirken. Die Suppression des Oberflachenantigens ist insbesondere bei einer
Stimulation der Zellen mit Olsaure von der verwendeten Konzentration abhangig und
ist dabei umso ausgepragter, je héher die Konzentration der Fettsduren gewéahlt wird.
In Versuchen, in denen Monozyten mit einer Kombination aus Adiponektin und
Fettsauren stimuliert wurden, erwies sich zudem eindricklich, dass die durch
Adiponektin vermittelte Reduktion der CD163-Proteinexpression durch Olsaure
potenziert wird. Fur Palmitinsdure konnte dieser Effekt jedoch nicht nachgewiesen
werden. Diese Beobachtungen beruhen bisher nur auf in vitro Studien. Sollte sich die
Reduktion von CD163 durch freie Fettsauren auch in vivo nachweisen lassen, so

konnte dies als weiterer Hinweis auf die proinflammatorischen Eigenschaften freier
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Fettsduren gedeutet werden, da sie zu einer Herabregulation von CD163, einer
wichtigen Komponente in der antiinflammatorischen Phase der Inflammation, fihren.
Des Weiteren ist nicht geklart, inwieweit hier eine vermehrte Abspaltung von CD163

eine Rolle spielt.

4.3.3 Auswirkung einer Cholesterindepletion mittels Lovastatin und

Cyclodextrin auf die monozytare CD163-Expression

Lovastatin und Cyclodextrin sind Vertreter unterschiedlicher Stoffgruppen, die
zellulares Cholesterin vermindern. Wahrend Cyclodextrin die Eigenschaft aufweist,
selektiv Cholesterin aus der Plasmamembran zu entfernen, fihrt Lovastatin durch
eine  Hemmung der HMG-CoA-Reduktase zu einer Suppression der
Cholesterinsynthese. Monozyten, die mit Cyclodextrin bzw. Lovastatin stimuliert
wurden, zeigten jedoch keine Veranderung ihrer CD163-Proteinexpression. Eine
Cholesterindepletion mittels der beiden genannten Stoffgruppen hatte demnach im in
vitro Experiment keine Auswirkung auf die CD163-Expression von Monozyten,
wohingegen eine erhdhte Konzentration an freien Fettsduren zu einer Reduktion des

Oberflachenantigens fuhrte.

4.4 CD163 in den drei Spenderkollektiven Typ 2 Diabetiker, Gibergewichtige

und normalgewichtige Kontrollen

4.4.1 Das Fettgewebe - ein endokrines Organ mit einer Vielfalt an Effekten auf

den gesamten Organismus

Lange Zeit wurde angenommen, dass weil3es Fettgewebe ausschlieflich der
Energiespeicherung bzw. der Energiebereitstellung dient. Wie Forschungsergebnisse
der letzten Jahre zeigten, musste diese Meinung grundsatzlich revidiert werden.
Demnach stellt das weil3e Fettgewebe eines der bedeutendsten endokrinen Organe
des menschlichen Korpers dar. Mit seinen vielfaltigen metabolischen und
immunlogischen Funktionen ist es sowohl an der erworbenen als auch an der
angeborenen Immunantwort beteiligt. Adipozyten produzieren eine Vielzahl
proinflammatorischer Zytokine wie IL 6 und TNF a sowie ein breites Spektrum an
Toll-Like-Rezeptoren, wodurch sie in der Lage sind, auf mikrobielle Antigene zu

reagieren. Daruber hinaus sind Adipozyten fahig, eine grole Menge an
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verschiedenen Adipokinen, wie etwa Leptin oder Adiponektin, zu sezernieren, welche
wiederum die Funktion von Monozyten und Makrophagen modulierend beeinflussen.
[92-94] Es ist demnach leicht nachzuvollziehen, dass Veranderungen des
Fettgewebes, z.B. eine starke Vermehrung der Fettgewebsmasse, wie dies bei
Ubergewicht der Fall ist, z.T. erheblich negative und sogar schadigende
Auswirkungen auf den Kérper haben kénnen. So gilt Ubergewicht, insbesondere eine
Vermehrung der viszeralen Koérperfettmasse, als Hauptkomponente fir die
Entstehung des Metabolischen Syndroms sowie atherosklerotischer
Gefallerkrankungen. [95-96]

4.4.2 Veranderte Sekretion des Hormons Adiponektin bei Diabetes mellitus
Typ 2 und Ubergewicht im Vergleich zu normalgewichtigen, gesunden

Kontrollen

Eine Zunahme der Koérperfettmasse fuhrt zu einer veranderten Sekretion der von
Adipozyten sezernierten Adipokine. Waki et al. zufolge ist die Entstehung von
Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2 zu einem groRen Teil auf eine
Dysregulation dieser Faktoren bei Ubergewicht zuriickzufiihren. [93] Demnach
werden Adipokine mit proinflammatorischen Eigenschaften Gberproduziert, wahrend
Adipokine, welche antiinflammatorisch und insulinsensibilisierend wirken, wie z.B.
Adiponektin, in zu geringen Mengen sezerniert werden. [97]

Entgegen der Erwartung im Plasma Ubergewichtiger Probanden und Patienten mit
Typ 2 Diabetes eine erniedrigte Konzentration an systemischen Adiponektin
vorzufinden [98], zeigten die vorgenommenen Analysen annahernd gleiche
Konzentrationen systemischen Adiponektins bei Typ 2 Diabetikern, Ubergewichtigen
und normalgewichtigen Kontrollen. Diese unterschiedlichen Ergebnisse kénnen z.T.
dadurch erklart werden, dass eine grol3e Variation der Adiponektinkonzentration
innerhalb der drei Studienkohorten bestand. Laut neuesten Untersuchungen sind
erhohte Spiegel systemischen Adiponektins auch als Konsequenz einer
eingeschrénkten Nierenfunktion zu sehen und stellen dariber hinaus bei Patienten
mit koronarer Herzerkrankung einen negativen Pradiktor hinsichtlich kardiovaskularer
Ereignisse dar. Diese Ergebnisse implizieren demzufolge eine &ul3erst komplexe und
multifaktorielle  Verbindung zwischen erhohten Adiponektinkonzentrationen,

Ubergewicht, Nierenfunktion und kardiovaskularen Herzerkrankungen. [99-100]
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4.4.3 CD163-Expression in Monozyten von Patienten mit Diabetes mellitus
Typ 2 sowie Ubergewichtigen und normalgewichtigen Kontrollen

Die Expression von CD163 auf der Oberflache von Monozyten unterliegt unter
anderem einer Regulation durch pro- und antiinflammatorische Stimuli, wodurch das
Antigen eine wichtige Rolle in der Infektabwehr zu spielen scheint. Da auch
Ubergewicht und damit verbundene Komplikationen wie etwa Diabetes mellitus Typ 2
oder atherosklerotische Gefal3erkrankungen mit einer niedriggradigen, chronischen
Inflammation einhergehen, war es fir uns von Interesse, mogliche Auswirkungen der
genannten Stoffwechselerkrankungen auf die CD163-Konzentration in Monozyten im
Vergleich zu gesunden, normalgewichtigen Kontrollen aufzudecken. Unseren
Ergebnissen zufolge ist die CD163-Konzentration bei Monozyten von
ubergewichtigen Personen und Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 im Vergleich zu
normalgewichtigen Spendern erhoht. Vergleicht man die CD163-Expression in
Ubergewichtigen Kontrollen und Typ 2 Diabetikern untereinander, so findet man
anndhernd gleich hohe Werte des Proteins. In einer Studie von Levy et al. hingegen
wurde eine verminderte Menge an CD163-exprimierenden Makrophagen bei Typ 2
Diabetes beobachtet. Es wurde dabei die These aufgestellt, dass Diabetes mellitus,
aber auch der Haptoglobin Genotyp 2-2 mit einer hdheren Inzidenz an akutem
Myokardinfarkt korreliert, als dies bei Nicht-Diabetikern oder Menschen mit dem
Haptoglobin-Genotyp 1-1 oder 2-1 der Fall ist. Als Ursache hierfur wird die
verminderte Expression des monozyten- bzw. makophagenspezifischen Hamoglobin-
Scavengerrezeptor angegeben und der damit verbundenen Einschrankung,
extrakorpuskulares Hamoglobin in adaquatem Mafl3 aus dem Korper zu entfernen. In
Anbetracht der unterschiedlichen Ergebnisse hinsichtlich der CD163-Konzentration
bei Diabetes kann festgehalten werden, dass die Ergebnisse beider
Forschungsgruppen nur schwer verglichen werden kénnen. In der Studie von Levy et
al. konnten keinerlei Angaben lber anthropometrische Daten der Studienteilnehmer
gemacht werden. Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass in unserer Arbeit das
gesamte zellulare CD163 untersucht wurde, wahrend in der Levy-Studie
ausschlieBlich membrangebundenes CD163 analysiert wurde. Zudem st
anzumerken, dass Monozyten bei Ubergewicht &hnlich wie Makrophagen trotz
erhohter CD163-Konzentrationen héhere Spiegel an inflammatorischen Zytokinen

produzieren. [73]
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4.4.4 Losliches CD163 in den drei Studienkohorten Typ 2 Diabetiker,
tbergewichtige und normalgewichtige Kontrollen im Vergleich

Wahrend die Konzentration an membrangebundenem CD163 in Monozyten von
Typ 2 Diabetikern und Probanden mit Ubergewicht im Vergleich zu gesunden,
normalgewichtigen Kontrollen signifikant erhéht war, zeigte eine Analyse der
gelésten Form des Antigens anndhernd gleich hohe Konzentrationen an sCD163 im
Uberstand der Monozyten der drei Kohorten. Darliber hinaus konnte keine
Korrelation zwischen der membrangebundenen und der gel6sten Form des CD163

nachgewiesen werden.

4.4.5 Effekt von Adiponektin auf das monozytare CD163 in den drei Kohorten
Typ 2 Diabetiker, ibergewichtige und normalgewichtige Kontrollen

Nachdem in den in vitro Versuchen eindriicklich gezeigt werden konnte, dass es
unter Stimulation von Monozyten und Makrophagen mit Adiponektin zu einer
signifikanten Herabregulation der CD163-Proteinexpression kommt, war es nun von
besonderem Interesse, zu untersuchen, ob eine Korrelation zwischen dem Adipokin
und CD163 vor dem Hintergrund verschiedener Stoffwechsel-verhaltnisse der
Studiengruppen besteht. Bei einer naheren Analyse der systemischen
Adiponektinkonzentration und der Konzentration an CD163 der zugehérigen
Blutspender erwies sich jedoch, dass weder zellulares noch geléstes CD163 mit der
systemischen Konzentration an Adiponektin korreliert. Dies legt die Vermutung nahe,
dass die Regulation von CD163 bei Ubergewicht und Diabetes mellitus Typ 2 einem
weitaus komplexeren Mechanismus unterliegt. So scheint es sehr wahrscheinlich,
dass eine Vielzahl von zusatzlichen Faktoren, die im Rahmen des Metabolischen
Syndroms verandert sind, an der Regulation von CD163 auf der Zelloberflache von

Monozyten bzw. Makrophagen beteiligt ist.

4.4.6 Einfluss von IL 6 auf die I6sliche Form von CD163 bei Typ 2 Diabetikern,

Ubergewichtigen und normalgewichtigen Kontrollen

Einer der Faktoren, welche im Rahmen des Metabolischen Syndroms verandert und
an der Regulation des monozytaren CD163 beteiligt sein konnte, ist das
proinflammatorische Zytokin IL 6. IL 6 stellt eines der wichtigsten Zytokine im

Rahmen des Infektgeschehens dar, da es sowohl anti- als auch proinflammatorische
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Eigenschaften besitzt und durch Rekrutierung von CD3-positiven T-Lymphozyten am
Ubergang der angeborenen zur erworbenen Immunantwort beteiligt ist. [101] Wie
Schober et al. nachweisen konnten, ist sowohl die systemische wie auch die
monozytare Konzentration des Interleukins bei Ubergewicht signifikant erhoht. [102]
DarlUber hinaus gilt IL 6 als starker Induktor von CD163, wie Buchler et al. in vitro
eindeutig darlegen konnten. [23] Eine Analyse der Konzentration an loslichem
CD163 im Uberstand der Zellen im Vergleich mit der IL 6-Konzentration der
entsprechenden Studienteilnehmer zeigte eine positive Korrelation zwischen der
geldsten Form des Proteins und dem systemischen IL 6. Monozytéres IL 6 dagegen
korrelierte nicht mit I6slichem CD163. Aus dieser Beobachtung kann somit
geschlussfolgert werden, dass systemisches IL 6 zu einer erhdhten Konzentration an
l6slichem CD163 beitragt, wahrend ein autokriner oder parakriner Einfluss des

monozytaren IL 6 auf die Produktion von sCD163 der Zellen unwahrscheinlich ist.

4.4.7 Losliches CD163 im Serum von Typ 2 Diabetikern und Gbergewichtigen

Kontrollen im Vergleich zu normalgewichtigen, gesunden Spendern

Nachdem die Konzentration an léslichem CD163 im Uberstand der Zellen von Typ 2
Diabetikern, Gbergewichtigen und normalgewichtigen Spendern keine wesentlichen
Unterschiede aufwies, sollte die Konzentration des geldsten Proteins auch im Serum
der Spender gemessen werden. Wie sich herausstellte, lag sCD163 in der Gruppe
der Typ 2 Diabetiker und der Ubergewichtigen Kontrollen in héherer Konzentration
vor als bei den gesunden, normalgewichtigen Spendern. Innerhalb der Gruppe der
Diabetiker und der Ubergewichtigen Probanden konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Kohorten festgestellt werden. Eine Erh6hung der Konzentration
an gelostem CD163 im Zusammenhang mit Ubergewicht bei Patienten mit
chronischen Nierenerkrankungen konnte auch von Axelsson et al. nachgewiesen
werden. Die Forschungsgruppe konnte eine signifikante Steigerung des l6slichen
Proteins im Serum oben genannter Patienten feststellen, wobei sie den Terminus
des ,urdmisch-metabolischen Syndroms® bei Patienten mit Ubergewicht und
gleichzeitig bestehender Uramie pragte, nachdem sie deutliche Ubereinstimmungen
zwischen der Stoffwechselsituation bei terminaler Niereninsuffizienz und dem
Metabolischen Syndrom bei Ubergewicht aufzeigen konnten. Dadurch konnte einmal
mehr die proinflammatorische Eigenschaft des I6slichen CD163 verdeutlicht werden.
[103]
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4.4.8 Korrelation von sCD163 und anthropometrischen Daten der Spender

Eine Analyse der Konzentrationen an geléstem CD163 im Serum vor dem
Hintergrund der anthropometrischen Daten der jeweiligen Blutspender zeigte eine
positive Korrelation zwischen sCD163 und dem Alter der Spender. Ein
diesbeziiglicher Zusammenhang konnte schon von Weiss et al. bestétigt werden,
welche das Protein als antiinflammatorischen Biomarker zur Beurteilung der
Prognose bei Patienten mit Sepsis beschrieben. [104] Demnach ist die Konzentration
an sCD163 altersabhangig und nimmt mit steigendem Alter der Probanden zu. Eine
Korrelation des Proteins mit anderen anthropometrischen Daten der Spender, wie
etwa dem BMI oder der WHR, konnte nicht nachgewiesen werden. Auch ein
Zusammenhang mit metabolischen Grofl3en der Spender, wie etwa der Glukose- oder
der Lipidkonzentration, konnte nicht aufgezeigt werden.

4.4.9 Einfluss einer koronaren Herzerkrankung auf die Konzentration an
gelostem CD163

Im Rahmen eines akuten oder chronischen, entziindlichen Geschehens kommt es zu
einer vermehrten Bildung von sCD163, wodurch dieses Protein als ein moglicher
potenter Préadiktor fur die Prognose der jeweiligen Erkrankung gilt und als
diagnostischer Parameter verwendet werden kann. Auch im Rahmen von
atherosklerotischen GefalRerkrankungen ist die Konzentration an sCD163 signifikant
erhoht, wie Aristoteli et al. zeigen konnten. Die Hohe des sCD163-Spiegels ist dabei
stark abhangig von der Schwere der atherosklerotischen Veranderungen und nimmt
mit zunehmendem Ausmalf’ der Erkrankung zu. [105] Ein derartiger Zusammenhang
konnte auch in unserem Kollektiv nachgewiesen werden. Innerhalb der Gruppe der
Typ 2 Diabetiker war bei etwa der Hélfte der Teilnehmer zusatzlich eine koronare
Herzerkrankung diagnostiziert worden. Vergleicht man die Patienten mit Diabetes
mellitus Typ 2 und einer KHK mit den Diabetikern ohne einer Gefal3erkrankung, so
l&sst sich ein eindricklicher Anstieg der Konzentration an sCD163 in der Gruppe von
Patienten mit KHK feststellen. Die Il6sliche Form des monozyten- bzw.
makrophagenspezifischen Proteins kdnnte somit als eine diagnostische Kenngrol3e
im Plasma von Patienten mit atherosklerotischer Gefal3erkrankung Verwendung

finden.
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5  Zusammenfassung

Es ist eines der grof3ten Paradoxa unserer Zeit: Wahrend tausende Menschen
verhungern, sterben andere an den Folgen von Ubergewicht und den damit
assoziierten Folgeerkrankungen des Metabolischen Syndroms. Das sogenannte
,Wohlstandssyndrom® ist ein immer ernster zu nehmendes gesundheitliches Problem
der industrialisierten Welt und stellt das Gesundheitssystem vor eine grol3e
Herausforderung. Es ist nicht nur wichtig, die Folgeerkrankungen von Ubergewicht
pharmazeutisch behandeln Zu kénnen, sondern durch geeignete
PraventionsmafRnahmen und Aufklarungsarbeit bereits die Entstehung von
Ubergewicht zu verhindern.

Das Risiko, ein Metabolisches Syndrom zu entwickeln, ist demnach stark erhoht bei
Menschen mit Ubergewicht, wobei insbesondere eine exzessive Vermehrung von
viszeralem Fett eine Schlusselrolle in der Pathogenese einzunehmen scheint. Das
Fettgewebe als endokrines Organ produziert im uUbergewichtigen Organismus eine
Vielzahl an proinflammatorischen Adipokinen und Zytokinen, wie etwa IL 6. Die
dadurch verursachte chronische systemische Inflammation tragt maf3geblich zur
Entstehung von Insulinresistenz, Diabetes mellitus Typ 2, atherosklerotischen
GefaRerkrankungen und anderen Folgeerscheinungen des Ubergewichts bei.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Adiponektin, einem Hormon, das
ausschlie8lich von Adipozyten gebildet wird, auf den Hamoglobin-Scavenger-
receptor CD163 zu erforschen. Die Konzentration des Adipokins, welches
antiinflammatorische, antidiabetische und antiatherogene Eigenschaften aufweist, ist
bei Ubergewicht und Diabetes mellitus vermindert. Auch die Expression von CD163
ist durch die veranderten Stoffwechselbedingungen des Metabolischen Syndroms
verandert. Ziel dieser Arbeit war es daher, eine mdgliche Beeinflussung von CD163
durch Adiponektin in vitro, aber auch dessen Expression in Monozyten bei
Ubergewicht und Diabetes mellitus Typ 2 im Vergleich zu normalgewichtigen,
gesunden Kontrollen zu untersuchen.

Wie die in vitro Ergebnisse zunachst zeigten, fuhrt Adiponektin zu einer signifikanten
Reduktion der CD163-Proteinexpression in Monozyten und Makrophagen. Neben
dem zellularen CD163-Protein wird auch die Konzentration des Antigens auf der

Zelloberflache supprimiert. Adiponektin scheint aber keinen Effekt auf die geldste
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Form von CD163 im Sinne einer Abspaltung des Proteins von der Zelloberflache zur
Folge zu haben.

Wahrend die p38 MAP-Kinase nicht an der Adiponektin-vermittelten CD163-
Reduktion beteiligt ist, konnte die Rolle der AMPK nicht definitiv geklart werden. Da
Metformin und AICAR, welche beide als Agonisten der AMPK fungieren, eine
Suppression der CD163-Konzentration in Monozyten bewirken, ist ein AMPK
vermittelter Weg jedoch wahrscheinlich.

Die Konzentration an freien Fettsauren ist bei Ubergewicht signifikant erhéht und
tragt malRgeblich zur Entwicklung des Metabolischen Syndroms bei. Palmitinsaure
und Olsaure vermindern zellulares CD163, wobei die durch Olsaure bewirkte
Reduktion von CD163 durch eine gleichzeitige Inkubation der Zellen mit Adiponektin
noch zusatzlich verstarkt werden kann. Eine Cholesterindepletion mit Hilfe der
Substanzen Lovastatin und Cyclodextrin hingegen zeigte keine Auswirkungen auf die
CD163-Expression.

Um die CD163-Verhdltnisse auch vor dem Hintergrund veranderter
Stoffwechselbedingungen im Rahmen des Metabolischen Syndroms naher
beleuchten zu konnen, wurden drei Kollektive erstellt, welche sich aus Typ 2
Diabetikern, Ubergewichtigen und normalgewichtigen Spendern zusammensetzten.
Die Konzentration an zellularem CD163 ist bei Ubergewichtigen Spendern und
Patienten mit Typ 2 Diabetes ahnlich hoch, im Vergleich zu normalgewichtigen
Kontrollen jedoch signifikant verstarkt. Die Menge an léslichem CD163 im Uberstand
der Zellen hingegen wies keine relevanten Unterschiede innerhalb der drei
Spenderkollektive auf. Weder zellulares noch l6sliches CD163 korrelierten mit der
systemischen Konzentration an Adiponektin, was die Vermutung impliziert, dass eine
Reihe weiterer, bisher unbekannter Faktoren an der CD163-Regulation bei
Ubergewicht und Typ 2 Diabetes beteiligt sind. Das proinflammatorische IL 6, ein
starker Induktor von CD163 in vitro, beeinflusst eventuell auch in vivo die
Konzentration an loslichem CD163. So korrelierte sSCD163 im Uberstand der Zellen
positiv mit systemischen, jedoch nicht mit monozytarem IL 6. Vergleicht man
allerdings die Konzentration an geléstem CD163 im Serum der jeweiligen Kohorten,
so liel3 sich ahnlich wie fur die membrangebundene Form eine signifikante Erh6hung
der sCD163-Menge bei diabetischen und Ubergewichtigen Spendern im Vergleich zu
normalgewichtigen Kontrollen feststellen. sCD163 liegt folglich bei Ubergewicht in

erhohter Konzentration vor, wéahrend es bei Typ 2 Diabetes zu keiner weiteren
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Steigerung der Plasmakonzentration des Proteins kommt. Zwar fehlten Hinweise auf
eine mogliche Korrelation von sCD163 im Serum zu anthropometrischen Daten der
jeweiligen Spender, jedoch zeigten sich interessanterweise signifikant erhéhte Werte
an sCD163 im Serum von Typ 2 Diabetikern, welche zusatzlich eine koronare
Herzerkrankung aufwiesen im Vergleich zu Diabetikern ohne atherosklerotische
GefalRveranderungen. Dadurch konnte die Rolle von sCD163 als wichtiger
Plasmamarker entztndlicher, kardiovaskularer Erkrankungen bestétigt werden.

Die vorliegende Arbeit hat CD163 als weiteres, Adiponektin-reguliertes Protein
identifiziert und liefert somit die Grundlage fur weitere Untersuchungen zur Rolle von

CD163 in metabolischen Erkrankungen.
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