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1. Einleitung:

Die Korperform des Menschen war schon immer ein zentraler Gegenstand der Betrachtung.
Waren frither iippige Formen ein Zeichen von Fruchtbarkeit und Reichtum, gelten
Ubergewichtige heute als unattraktiv und sozial benachteiligt. Doch Adipositas ist mehr als
nur ein kosmetisches Problem, in den letzten Jahren ist sie zu einem der grofiten
Gesundheitsrisiken weltweit geworden und beeinflusst sogar die Lebenserwartung. So
verkiirzt Fettleibigkeit die Lebensspanne um ca. 8 Jahre (Trayhurn et al., 2006). Zwar fiihrt
die USA noch immer die Liste der {iibergewichtigsten Einwohner an, doch auch in
Deutschland ist deren Zahl drastisch gestiegen. Wie das Statistische Bundesamt in seinem
Jahresbericht 2003 mitteilte, waren 49% der erwachsenen Bevolkerung ab 18 Jahre
tibergewichtig;). Neuere Untersuchungen dazu geben sogar noch mehr Grund zur Besorgnis.
So besagen Studien der International Association for the study of Obesity (IASO), dass 2007
bereits 75% der Méanner und 59% der Frauen in Deutschland iibergewichtig sind; damit ist
Deutschland fiihrend im europdischen Verbund. Trotzdem ist die Tendenz noch immer
steigend. Die Klassifizierung von Adipositas erfolgt iiber die Berechnung des
KorpermaBiindexes (Body Mass Index; BMI; Gewicht in (kg) dividiert durch das Quadrat der
KérpergroBe (m?)). Der so errechnete Wert korreliert mit der Korperfettmasse. Die Risiken
einer  Folgeerkrankung  durch  erhohte = BMI  Werte  werden  von  der

Weltgesundheitsorganisation (WHO) wie folgt eingeteilt:

Adipositas-Grad BMI (kg/m") Risiko fiir eine Folgeerkrankung
Normalgewicht 18-24,9 durchschnittlich

Ubergewicht 25-29.9 Leicht erhoht

Adipositas 1. Grades | 30-34,9 erhoht

Adipositas 2. Grades | 35-39,9 Stark erhoht

Adipositas 3. Grades | > 40 Sehr stark erhoht

(aus: Preventing and managing the global epidemic. Hrsg. WHO consultion on obesity; Genova,3-5
Juni 1997)

| (Mikrozensus-Zusatzbefragung 2003; Pressemitteilung vom 27. April 2004. Statistisches Bundesamt

Pressestelle Wiesbaden)
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Doch nicht nur die Verbreitung von Adipositas nimmt erschreckende Ausmalle an, parallel
dazu steigt auch die Zahl der Folgeerkrankungen wie Diabetes oder Herz-Kreislauf-
Erkrankungen (Trayhurn et al., 2006). Neben genetischen und umweltbedingten Faktoren,
spielt vor allem das Ungleichgewicht von Energieaufnahme und Energieabgabe eine zentrale
Rolle bei der Entwicklung von Adipositas (Spiegelman und Flier, 2001). Unsere
Nahrungsaufnahme geht nicht mehr konform mit der korperlichen Aktivitdt, die wir
erbringen.

Wann der Korper Nahrung aufnimmt, wird vor allem durch unsere Physiologie gesteuert.
Dabei spielen neben der Verfiigbarkeit von Essen, metabolische, neuronale und endokrine
Faktoren eine herausragende Rolle. Modifiziert wird dieses Zusammenspiel durch visuelle,
emotionale und kognitive Reize. Alle diese Informationen miissen verarbeitet werden, um den
Beginn, die Dauer und das Ende der Nahrungsaufnahme festzulegen. Um eine dauerhaft
gestorte Energiebilanz zu verhindern, ist der Korper mit einem komplexen Regulationssystem
ausgestattet. Im zentralen Nervensystem werden neuronale und endokrine Signale
zusammengebracht und ausgewertet (Rosenbaum et al., 1997). Dabei gilt der Hypothalamus
als ein Schaltzentrum fiir die Steuerung des Sattigungsgefiihls. Afferente Signale, die
Auskunft iiber die vorhandenen Energiespeicher geben, und efferente Signale, die die
Energieabgabe libermitteln, werden hier ausgewertet und verarbeitet. Neben dem zentralen
Nervensystem, ist auch das Fettgewebe aktiv an der Steuerung der Energiehomdostase
beteiligt. Im Fettgewebe wird die aufgenommene Glukose in Form von Triglyceriden
gespeichert. Bei Bedarf werden diese Energiereserven freigesetzt und dem Organismus
wieder zur Verfiigung gestellt. Dariiber hinaus produziert die Fettzelle spezifische
Botenstoffe, die ihrerseits in die Regulation des Energiebedarfs eingreifen. Das Fettgewebe ist
also nicht nur ein passives Depot zur Speicherung von Energie, sondern ein dynamisches,
endokrines Organ, welches eine entscheidende, regulative Funktion in der Glukose- und

Energie Homdostase tibernimmt.

1.1. Funktionen des Fettgewebes

Bisher galt das Fettgewebe als Ort der Speicherung bzw. Verbrennung von Energie in Form
von Triglyzeriden. Dabei sind Lipolyse, Lipogenese und die adrenerg gesteuerte
Thermogenese seit langem bekannt. Fett war bisher also ausschlieBlich ein Energieverwalter.

Durch neue, intensive Forschung, wandelte sich dieses Bild vollstindig. Das Fettgewebe ist
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ein aktives endokrines Organ, welches nicht nur optimal das Gleichgewicht zwischen
Energieaufnahme und -abgabe reguliert, sondern durch die Synthese und Sekretion
pleiotroper Hormone eng mit einer Vielfalt biologischer Prozesse verwoben ist (Fruhbeck et
al., 2001; Pittas et al., 2004). Dazu gehdren vor allem Systeme, die das Uberleben des
Organismus sichern. Um eine natiirliche Selektion zu iiberleben, muss ein Organismus
Strategien und Systeme autbauen, die sowohl die Spezies als auch das Individuum schiitzen.
Dazu gehort neben einem optimalen Energiemanagement ebenso ein starkes Immunsystem
um jederzeit ,fit for fight and flight“ zu sein, so wie ein aktives endokrines System, das den
Alterungsprozess steuert und die Reproduktion sichert. Interessanterweise ist das Fettgewebe
in der Lage, all diese Grundvoraussetzungen zu erflillen. Diese Erkenntnis macht das
Fettgewebe zu einem Organ mit hohem therapeutischen Interesse. Da Storungen der
Fettgewebsfunktionen nachweislich betriachtliche Konsequenzen fiir den Gesamtorganismus
haben, kann sich umgekehrt die selektive Modulation an eben diesen Funktionen
therapeutisch positiv auswirken. Im nachfolgenden sollen daher die einzelnen
Fettgewebsfunktionen wie Insulinsensitivitit, Thermogenese und endokrine Aktivitdt ndher

beleuchtet werden.

1.2. Insulinsensitivitit

Insulinresistenz ist die Hauptursache fiir die Entstehung von Typ II Diabetes und des
metabolischen Syndroms. Von einer Resistenz spricht man, wenn die Wirksamkeit von
Insulin an seinem Zielorgan vermindert ist. Eine Dysregulation auf der Ebene der
Insulinsensitivitit im Fettgewebe geht einher mit einer Verdnderung im Energiestoffwechsel
insbesondere auf die Glukoseverwertung nach Zuckerzufuhr. In den letzten Jahren sind durch
die Erforschung der Insulinresistenz ~ wichtige molekulare Mechanismen der
Insulinsignalweiterleitung aufgedeckt und zentrale zelluldre Signal-Elemente entschliisselt
worden.

Nachdem Insulin an seinen Rezeptor gebunden hat, ist dieser in der Lage, sich selber zu
phosphorylieren. Diese Autophosphorylierung ermdglicht die Bindung und Phosphorylierung
weiterer Signalmolekiile wie zum Beispiel den Insulinrezeptorsubstraten (IRS) 1 und 2. Auch
deren Aktivierung flihrt zur Weiterleitung des Insulinsignals. Dabei vermitteln die IRS
Molekiile iiber SH2-Protein-Domidnen die Anlagerung und  Aktivierung der

Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI 3-Kinase). Die PI 3-Kinase ist ein Heterodimer und besteht
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aus einer regulatorischen Untereinheit p85 und einer katalytischen Untereinheit p110. P110
phosphoryliert Phosphatidyl Inositol (PI) zu Phosphatidyl-Inositol-3,4-bissphosphat und
Phosphadidyl-Inositol-3,4,5-Trisphosphat , das dann als second messenger wirken kann und
weiter zentrale Signalmolekiile, wie AKT oder p70S6 aktiviert. Diese sind schlieBlich eng an
die Proteinbiosynthese gebunden und sorgen durch die Translokation des Glukosetransporters
4 vom Zytosol in die Membran dafiir, dass Glukose von der Zelle aufgenommen werden
kann. Ein anderer Signalweg, der von den IRS-Molekiilen ausgeht, fiihrt zur Aktivierung des
Ras-MAP-Kinase-Signalweges, der die Gentranskription steuert (White und Kahn, 1989;
Saltiel und Kahn, 2001).

Insulinrezeptor Glukose

P
<

P44/42 MAP Kinase \

M — \

Gentranskription Proteinsynthese Glukoseaufnahme

Abbildung. 1: Schematische Darstellung der Insulinsignalweiterleitung. Durch die Anlagerung von Insulin
an seinen Rezeptor, autophosphoryliert sich dieser und aktiviert die PI 3-Kinase. Das fiihrt {iber die Aktivierung
weiterer Signalwege zu einer verdnderten Proteinsynthese und Glukoseaufnahme. Die Aktivierung der 44/42
MAP-Kinase beeinflusst die Gentranskription

Doch die Funktion des Insulinrezeptors im Fettgewebe ist vielschichtig. Durch die
Moglichkeit, Gene zu modifizieren oder auszuschalten, ist es gelungen, neue Erkenntnisse
iber die Rolle des Insulinrezeptors und dessen Signalwege zu gewinnen. Tierexperimentelle
Studien haben gezeigt, dass ein ubiquitérer Insulinrezeptor knockout innerhalb von 4-5 Tagen
nach der Geburt zum Tod des Nachwuchses fiihrt. Anders dagegen bei einer rein lokalen

Storung der Insulinsignalvermittlung in verschiedenen Geweben. Schaltet man z.B. den
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Insulinrezeptor ausschlieBlich im Fettgewebe aus (fat-specific insulin receptor knockout =
FIRKO), bilden diese Tiere, verglichen mit Kontrolltieren weniger Fettmasse aus und sind
geschiitzt vor altersbedingter Adipositas und deren metabolischen Storungen (Bluher et al.,
2002). Spektakulédr dabei ist allerdings die Beobachtung, dass diese Tiere eine um ca. 18 %
erhohte durchschnittliche Lebenserwartung haben (Bluher et al., 2003). Schaltet man das
Insulinrezeptorsubstrat-1 aus, sind diese Tiere von vermindertem Wuchs und haben eine
leichte Glukoseintoleranz. Mause mit einem IRS-2 Verlust, entwickeln einen schweren
Diabetes (Shirakami ef al., 2002). Auch die Beeintrachtigung der Glukosetransporter fiihrt zu

Diabetes und Insulinresistenz (Guerra et al., 2001).

Schutz vor
Ubergewicht
Insulin Resistenz Erhohte L
Diabetes Lebenserwartung Adipositas
1 ‘ 1
Insulinrezeptor I Adrenerger

Rezeptor

Zellmembran I
/ i

/TN \4

— o [l e
; b

Glukoseaufnahme Gentranskription

7

Mitochondriim

Proteinsynthese Zellproliferation

Linoaenese

Abbildung 2: Physiologische Auswirkung einer selektiven Storung intraadipozytirer Signalwege.

Die mit ,.X“ gekennzeichneten Gen-Deletionen des jeweiligen Signalelementes hat die mit dem Pfeil
angezeigten physiologischen Konsequenzen im Mausmodell. (Aus: Die neue Sicht es Fettgewebes: ,, Master
Mind* hinter Pathogenese und Therapie des Metabolischen Syndroms “ N. Perwitz et al. Focus 21, Heft 1, 2004,
Universitit Liibeck)

1.3. Thermogenese

Neben den bekannteren weilen Fettdepots, die vorwiegend fiir die Speicherung der
Triglyzeride verantwortlich sind, gibt es ein weiteres Fettdepot, welches sich anatomisch und
morphologisch von den anderen abgrenzen lésst. Das so genannte braune Fettgewebe, ist sehr

mitochondrienreich und stark von symphathischen Nervenfasern innerviert. Seine besondere
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Funktion ist die Thermoregulation. Das uncoupling protein-1 (UCP-1) oder Thermogenin
wird ausschlieBlich in den Mitochondrien exprimiert und erméglicht die Entkopplung der
Atmungskette. Dabei wird ein Nebenweg fiir den Protonenfluss vom Zytosol zur Matrix
gebildet, der die protonenmotorische Kraft an der inneren Mitochondrienmembran zerstort
und damit eine ATP-Synthese verhindert. Die gewonnene Energie wird in Form von Wérme
freigesetzt. Kleine Sédugetiere nutzen diesen Mechanismus, um in der Kailte iiberleben zu
konnen und ihren Energiehaushalt nach der Nahrungsaufnahme zu regulieren (,,Diét-
induzierte Thermogenese) (Cannon und Nedergaard, 2004). Braunes Fettgewebe existiert in
allen Sdugetieren, also auch im Menschen. Bei Neugeborenen bildet es dabei klar definierte
Bereiche aus, die z.B. in den Schulterbléttern, in der Halsregion und dem Thorax gebiindelt
vorliegen. Bei Erwachsenen war die Existenz von braunem Fettgewebe lange unklar. Erst
durch Zufall ist es moglich gewesen, braune Fettzellanhdufungen im Positron Emission
Imaging (PET-Imaging) sichtbar zu machen. Diese Methode wird zur Analyse von Tumoren
eingesetzt. F-18-Fluorodeoxy-Glukose wird dabei appliziert und lagert sich in besonders
stoffwechselaktiven Zellansammlungen ein. Diese sind dann meist ein gutes Indiz fiir eine
mogliche Tumorbildung. Patienten, die bei solchen Untersuchungen noch nicht an die
Umgebungswiarme adaptiert waren, zeigten deutlich Signale, die nicht auf einen Tumor
zuriickzufiihren waren, sondern auf das ebenfalls sehr stoffwechselreiche braune Fettgewebe
(Christensen et al., 2006). Braunes Fettgewebe ist demnach in allen Altersstufen vorhanden.
Allerdings ist hier die Depotbildung aufgeldst. Die braunen Fettzellen liegen eingebettet
zwischen weilem Fett (Lonngvist et al., 1993; Spiegelman und Flier, 2001; Cannon und
Nedergaard, 2004). Der Mensch ist also auch in der Lage, durch die Expression von UCP-1
im Fettgewebe, Thermogenese zu betreiben. Interessanterweise haben Studien bei adipdsen
Erwachsenen gezeigt, dass diese eine verminderte UCP-1 Expression im intraperitonealen
Fett aufweisen (Oberkofler et al., 1997). Auch Polymorphismen im UCP-1 Gen allein
(Fumeron et al., 1996) und in Kombination mit Mutationen im 3-adrenergen Rezeptor-Gen
(Fogelholm et al., 1998; Valve et al., 1998), begiinstigen die Entwicklung von Adipositas.
Diese Erkenntnisse machen das braune Fettgewebe daher immer attraktiver fiir gezielte
Pharmakotherapien. Ein selektiver Agonist fiir den 33-adrenergen Rezeptor, der vor allem im
braunen Fettgewebe exprimiert wird und sich positiv auf die UCP1 Menge auswirkt, wird
bereits in klinischen Studien getestet (Weyer et al., 1998; Weyer et al., 1999). Unterstiitzt
werden diese Therapieansidtze noch dadurch, dass es bereits gelungen ist, durch spezielle

Transkriptionsfaktoren weille Fettzellen in braune umzuwandeln (Tiraby und Langin, 2003;
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Tiraby et al., 2003). Dabei konnte iiberfliissiges Speicherfett in Energie verbrauchende Zellen

umgewandelt werden.

1.4. Endokrine Aktivitit

Das Fettzellen nicht nur Energiespeicher sind, wurde Anfang der neunziger Jahre entdeckt.
Beobachtet wurden Miuse, die vermehrt Nahrung zu sich nahmen und gleichzeitig physisch
duBerst inaktiv waren. Diese M4iuse zeigten einen auffillig adipdsen Phénotyp. Durch
genetische Untersuchungen wurde eine Mutation in einem einzigen Gen aufgedeckt. Die
Identifizierung und Charakterisierung dieses Genproduktes, ndmlich Leptin, erdffnete ein
ganz neues Feld der Adipozytenforschung (Zhang et al., 1994). Es wurden eine Reihe von
Substanzen entdeckt, die exklusiv von Fettzellen gebildet und sezerniert werden. Sie sind
unter dem Sammelbegriff Adipokine zusammengefasst worden (Matsuzawa et al., 1999).
Neben diesen fettspezifischen Proteinen werden aber auch andere Botenstoffe wie z.B. TNF
alpha, Interleukin 6, PAI-1, VEGF und Angiotensinogen von Adipozyten freigesetzt. Da
sowohl weille als auch braune Fettzellen dieses endokrine Potential besitzen, unterstreicht das
Fettgewebe hier erneut seine zentrale Rolle im Organismus. Neben dem Energiestoffwechsel
spielt es demnach auch eine entscheidende Rolle bei der Inflammation, H&mostase,
Angiogenese, im Salzhaushalt und Vasotonus.

Auf die zentralen Adipokine der Energichomdostase wird nun im weiteren Verlauf intensiver

eingegangen.

1.4.1. Leptin

Leptin ist das erste bekannte Adipokin. Sein Name leitet sich vom griechischen Wort leptos
also schlank ab. Tatséchlich handelt es sich bei Leptin um eine anorexigene Substanz. Dabei
hemmt Leptin die Nahrungsaufnahme und erhoht gleichzeitig den Energiestoffwechsel. Es
wirkt im zentralen Nervensystem, wo es die Produktion von anorexigen wirkenden
Substanzen steigert und die Bildung von orexigenen Neuropeptiden vermindert. Leider haben
sich die Hoffnungen schnell zerschlagen, Leptin als neue ,,Waffe* gegen Adipositas
einzusetzen. Zwar konnte die Gabe von Leptin bei Maus und Mensch das Gewicht reduzieren,
aber nur, wenn diese einen Defekt im Leptingen aufwiesen, also nicht in der Lage waren,
selber Leptin zu produzieren (Farooqi et al., 1999). Eine Leptintherapie bei adipdsen

Menschen, die eine ,,normale” Leptinsekretion aufwiesen, wirkt dagegen nicht wie erhofft
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gewichtsreduzierend (O'Rahilly, 2002). Der Leptinplasmaspiegel ist direkt proportional zur
Korperfettmasse, je mehr Korperfett vorhanden ist, desto hoher ist auch die
Leptinkonzentration. FEine zusétzliche Gabe von Leptin fiihrt dann nicht zur
Gewichtsabnahme, sondern fordert eher eine Leptinresistenz (Havel, 2004). Kraus et al haben
in diesem Zusammenhang gezeigt, dass die Glukoseaufnahme, also ein zentraler Endpunkt
des Insulinsignalweges in murinen Adipozyten durch die Gabe von Leptin vermindert ist
(Kraus et al., 2002). Demnach wird der K&rper mit zunehmendem Fettvolumen nicht nur
insulinresistent, sondern auch leptinresistent.

Leptin wirkt aber nicht nur auf die Energichomdostase, sondern spielt in vielen anderen
physiologischen Regelkreisen eine gewichtige Rolle. So kontrolliert es die Geschlechtsreife,
beeinflusst das Immunsystem wirkt auf die Angiogenese und Hamatopoese, aulerdem ist es

an der Steuerung des Knochenstoffwechsels beteiligt (Fruhbeck et al., 2001).

1.4.2. Adiponektin

Ein weiteres klassisches Adipokin, welches in engem Zusammenhang mit der Kontrolle der
Energichomoostase und Insulinsensitivitit steht ist Adiponektin. Dabei handelt es sich um ein
30kDa grofles Plasmaprotein, welches ebenfalls ausschlieflich vom Fettgewebe sezerniert
wird (Arita et al., 1999). Seine Wirkung vermittelt es iiber zwei bekannte Rezeptoren: der
Adiponektinrezeptor 1 kommt vorwiegend auf Muskelzellen vor, der Adiponektinrezeptor 2
findet sich vor allem auf Leberzellen (Yamauchi et al., 2003). Das Adiponektinrezeptoren
auch autokrine Wirkung haben miissen, beweist das Vorkommen beider Rezeptoren auf
Fettzellen (Fasshauer et al., 2004). Die Blutspiegel von Adiponektin korrelieren negativ mit
Insulinresistenz und Hyperinsulindmie (Weyer et al, 2001). So weisen adipdse und an
Diabetes erkrankte Menschen niedrige Adiponektin-Plasmakonzentrationen auf. Diese steigen
allerdings unter Gewichtsabnahme wieder an (Yang ef al., 2001). Im Tiermodell erhoht die
Adiponektingabe Insulinsensitivitit und normalisiert die durch genetischen knockout des
Gens erzeugte Insulinresistenz (Maeda et al., 2002). Die insulinsensitivierende Wirkung wird
wahrscheinlich iiber Verdnderung des Fettsdure-Stoffwechsels vermittelt, so wird die
Glukosekonzentration im Plasma durch eine gesteigerte Fettsdureoxidation im Muskel
reduziert (Fruebis et al., 2001). Auch der parakrine Einfluss auf die Fettzelle trdgt zur
Normalisierung des Glukosehaushaltes bei. So verbessert ein erniedrigter Insulinspiegel auch
die Glukoseaufnahme in die Fettzelle (Wu et al., 2003). Neben der regulatorischen Aufgabe

von Adiponektin in der Energichomoostase (Samal et al., 1994) hemmt es aullerdem die
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Expression von Proteinen, die an der Pathogenese von Atherosklerose beteiligt sind (Hotta et
al., 2000). Zusitzlich erkennen neue Studien geringe Adiponektinmengen als Risikomarker

fiir einen drohenden Herzinfarkt an (von Eynatten et al., 2006).

1.4.3. Visfatin

Als Pre B-cell-colony-enhancing factor (PBEF) wurde Visfatin Anfang der 90iger Jahre
isoliert, wobei der Name aus seiner Funktion als Wachstumsfaktor fiir B-Vorlduferzellen
resultierte (Samal et al., 1994). Erst 10 Jahre spater wurde von Fukuhara et al. ein Protein aus
viszeralen Adipozyten isoliert, welches eine identische Sequenz mit PBEF aufwies (Fukuhara
et al., 2005). Seinen ,,neuen‘ Namen erhielt es dadurch, dass es vor allem von viszeralen
Adipozyten sezerniert wird. Obwohl bereits viele Studien zu Visfatin verdéffentlich wurden,
sind noch immer viele Fragen zur Regulation und Funktion offen. Visfatin hat einen Insulin
mimetischen Effekt. /n vitro steigert es die Glukoseaufnahme in Fett und Muskelzellen und
verringert die Glukosefreisetzung in der Leber. Erginzend dazu haben heterozygote Miuse
mit einer Mutation im Visfatingen hdhere Plasmaglukosespiegel als vergleichbare
Kontrolltiere (Murphy und Bloom, 2006). Ein ,.eigener Rezeptor fiir Visfatin konnte bis
heute nicht identifiziert werden, interessanterweise nutzt Visfatin aber den Insulinrezeptor zur
Vermittlung seiner Funktion. Dabei lagert es sich aber nicht an die Bindungsstelle von Insulin
an, sondern bindet und aktiviert den Rezeptor an anderer Stelle. Obwohl Insulin und Visfatin
einen Rezeptor teilen, hat Insulin keinen Einfluss auf die Visfatin-Synthese (Kralisch et al.,
2005), auch fiihrt eine Gabe von Visfatin nicht zu einer Insulinresistenz (Fukuhara et al.,
2005). Wie auch Insulin erhoht Visfatin den Glukosetransport und die Lipogenese. In 3T3-
Zellen konnte gezeigt werden, dass die Visfatinlevel wéihrend der Adipogenese ansteigen
(Kralisch et al., 2005), damit konform geht auch die Beobachtung, dass die Expressionslevel
positiv mit der Entwicklung von Adipositas korrelieren. Neben Leptin und Adiponektin spielt
also auch Visfatin eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Energichomdostase

Die neue Funktion des Fettgewebes als endokrines Organ und Knotenpunkt des
Energiestoffwechsels beinhaltet eine komplexe Integration der auf das Fettgewebe wirkenden
Signale. Betrachtet man neben den klassischen Adipokinen auch solche Faktoren die
zusitzlich vom Fettgewebe sezerniert werden, wird immer klarer, welche unterschiedlichen
physiologischen Prozesse wie Energiestoffwechsel, Hamatopoese, sexuelle Reifung, und

Salz- Wasserhaushalt durch das Fettgewebe mit gesteuert werden.
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1.5. Neuropeptide

Eine zentrale Rolle bei der Energichomdostase spielt neben dem Fettgewebe das Gehirn.
Anfang der vierziger Jahre wurden erste Experimente am Rattengehirn durchgefiihrt, die dem
Hypothalamus eine entscheidende Rolle in der Regulation der Nahrungsaufnahme zuwiesen.
Die Léasion des lateralen Hypothalamus reduzierte dabei die Nahrungsaufnahme, wihrend
eine Ldsion des ventromedialen Hypothalamus zu einer iibersteigerten Nahrungsaufnahme der
Tiere fiihrte. Die ,,dual centre hyphotesis “, wurde aufgestellt, welche das ,,Hungerzentrum*
im lateralen Hypothalamus und das korrespondierende ,,Sittigungszentrum® im
ventromedialen Hypothalamus definierte (Anand und Brobeck, 1951). Diese Erklarung ist in
threr Gesamtheit allerdings stark vereinfacht. Die Kernaussage, ndmlich den Hypothalamus
als Kontrollzentrum der Nahrungsaufnahme anzusehen, hat allerdings bis heute ihre
Giltigkeit nicht verloren. In verschiedenen hypothalamischen Kerngebieten, werden
kognitive und metabolische Informationen iiber den Energiezustand des Organismus
verarbeitet und ausgewertet. So fiihrt ein Energiemangel dazu, dass der Appetit angeregt wird,
der Energieverbrauch {iiber die Verlangsamung des Stoffwechsels gesenkt und das
symphatische Nervensystem gehemmt wird. Dabei kann auch die Kdrpertemperatur gesenkt
werden und das Fortpflanzungsverhalten eingeschrankt. Vermittelt werden diese essentiellen
Eingriffe in den Organismus durch Neuropeptide, die in den hypothalamischen Nerven
gebildet werden bzw. durch Hormone aus der Peripherie. Eingeteilt werden diese Botenstoffe

in orexigene (Nahrungsaufnahme steigernde) und anorexigene (Nahrungsaufnahme senkende)

Substanzen.

anorexigen orexigen
Neuropeptide: Alpha MSH NPY
produziert in CART MCH
hypothalamischen Nerven CRH Orexin

Neurotensin Endocannabinoide

Agouti Peptid
Hormone: Leptin Cortisol
gebildet in der Insulin Ghrelin
Peripherie CCK
PYY

Tabellel: Neuropeptide und Hormone die die Nahrungsaufnahme férdern bzw. hemmen.
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Zum besseren Verstdndnis der Gewichtsregulation durch Neuropeptide hat vor allem die
Erschaffung und Erforschung immer neuer Gen knockout-Modelle beigetragen. So konnte
z.B. gezeigt werden, dass die mRNA Menge und das Protein des Neuropeptides Y im
Hypothalamus von Leptin defizienten (ob/ob) Miusen und Zucker Ratten (fa/fa) erhoht war
(Wilding et al., 1993; Kowalski et al., 1999). Ein weiterer Weg zur Erforschung des Effekts
von hypothalamischen Peptiden auf die Energiebilanz ist die direkte Gabe dieser Substanzen.
So fiihrt die Gabe von NPY, AgRP oder MC4 Rezeptor Antagonisten in den Hypothalamus
von normalen Nagern zu einer Erhhung des Korpergewichts und der Fettmasse (Stanley et
al., 1986; Kask et al., 1999; Hagan et al., 2000; Kim et al., 2000) wohingegen die
anorexigenen Peptide wie alpha MSH, CART und CRH den gegenteiligen Effekt auslosen
(Kristensen et al., 1998; Larsen et al., 2000). Die wichtigsten Neurone fiir die Regulation der
Nahrungsaufnahme im Hypothalamus sind die orexigenen NPY/AgRP und die anorexigenen
POMC/CART synthetisierenden Neurone. Sie sind in einer Region des Hypothalamus
lokalisiert, der fiir Faktoren aus der Peripherie, die Auskunft iiber den Energiestatus geben
wie z. B. Leptin, Insulin, Glukokortikoide oder Ghrelin zugénglich ist. So konnen diese
Hormone ihrerseits Einfluss auf die orexigenen und anorexigenen Kreisldufe im Nucleus
Arcuatus (NA) nehmen. NPY/AgRP und POMC/CART Neuronen werden aber nicht nur
durch Signale aus der Peripherie gesteuert, sondern sind auch untereinander verbunden, so

dass eine gegenseitige Regulation nicht ausgeschlossen ist.

Umweltsignale

4

. Hypothalamus
negativ orexigen: anorexigen: positiv
—> 4—
NPY/AgRP POMC/CART
Neuronen Neuronen
Nahrungsaufnahme Energieabgabe
Hormonelle Signale: z.B.

Insulin, Leptin, Ghrelin,

Abb. 3: Schematische Darstellung des Regelkreises zwischen Hypothalamus und Peripherie. Neuropeptide
wirken im Hypothalamus und steuern Nahrungsaufnahme und Energieabgabe. Die Aktivitit und Genexpression
dieser Peptide regulieren sich gegenseitig bzw. werden durch Umweltsignale oder metabolische Hormone aus
der Peripherie beeinflusst.
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1.5.1 Cocain- und amphetaminreguliertes Transcript: CART

Das Neuropeptid CART gehort zu den stark anorexigen wirkenden Substanzen, die in
Gehirnregionen exprimiert werden, die eine wichtige Rolle bei der Nahrungsaufnahme
spielen. Sequenziert wurde CART erstmals 1980 als Peptid ohne bekannte Funktion (Spiess
und Vale, 1980), erst 15 Jahre spiter wurde die Sequenz erneut identifiziert, nachdem die
homologe mRNA nach der Behandlung von Ratten mit Kokain und Amphetaminen
signifikant erhoht war (Douglass et al., 1995). Nachgewiesen wurde dieses Neuropeptide im
ventromedialen, im dorsomedialen und periventriculiren Nucleus so wie im Nucleus
accumbens (Smith et al., 1999). In diesen Nuclei ist CART kolokalisiert mit anderen, an der
Gewichtsregulation beteiligten Peptiden und Neurotransmittern (Elias et al., 1998; Broberger
et al., 1999). Da es sich dabei sowohl um orexigene als auch anorexigene Substanzen handelt,
wird CART eine eher modulierende Rolle zugeschrieben (Vicentic und Jones, 2007). Durch
posttranslationale Modifizierungen sind mehrere Isoformen von CART bekannt (Kuhar und
Dall Vechia, 1999; Kuhar und Yoho, 1999). Obwohl die mRNA-Homologie zwischen Ratte
und Menschen ca. 92% betrégt, finden sich bei der Ratte 2 Splice-Varianten des Gens, wohin
gegen beim Menschen nur eine biologisch aktive Form identifiziert wurde. Diese Splice-
Varianten unterscheiden sich dabei in ihrer Linge (Larsen et al., 2000). Doch CART-Peptide
sind nicht nur im Gehirn vorhanden, sondern konnten auch in der Hypophyse, Nebenniere,
Pancreas und im Darm nachgewiesen werden (Vicentic und Jones, 2007). AuBerdem
zirkuliert es im Blut (Jensen et al., 1999). Die i.c.v. Gabe von CART-Peptiden inhibiert
nachhaltig das Essverhalten von Ratten (Lambert e al., 1998), wohingegen die Behandlung
mit einem CART Antikorper die Nahrungsaufnahme stimuliert (Kristensen et al, 1998).
Zusétzlich reduziert CART unter dieser Behandlung die Plasma Insulin und Leptin Level bei
gleichzeitiger Erhohung der Lipid Oxidation (Rohner-Jeanrenaud et al., 2002). Eine
chronische, zentrale Infusion von CART geht einher mit verminderter Nahrungsaufnahme
und Korpergewichtsverlust in normalen und iibergewichtigen Versuchstieren (Larsen et al.,
2000). Eine Injektion von CART in den paraventrikuldren Nucleus fiihrt zu einer Erh6hung
der UCP1 Expression und damit zu einer vermehrten Thermogenese in braunen Adipozyten
(Wang et al., 2000; Kong et al., 2003). CART interagiert mit NPY (Lambert et al., 1998) und
Leptin. In vielen Mausmodellen, die eine funktionelle Storung im Leptin System haben, ist
die CART mRNA Menge im Hypothalamus sehr gering (Murphy, 2005). In ob/ob-Méusen,
die einen Defekt im Leptinrezeptor aufweisen, kann z. B. durch die Riickgabe von Leptin

auch die Menge an CART wieder erhoht werden (Kristensen et al., 1998).
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Mutationen im CART-Gen gehen einher mit Essstorungen wie Ubergewicht und Anorexie.
Fehlt das CART-Gen vollstindig, zeigen die Versuchsmiuse ein erhdhtes Korpergewicht, und
verminderte Insulinsekretion, allerdings ist keine Verdnderung der Nahrungsaufnahme zu
beobachten (Wierup et al, 2005). Auch human sind Mutationen des CART-Gens
beschrieben. So fiihrt eine Missense Mutation im CART-Gen bei einer italienschen Familie,
die tlber drei Generationen untersucht wurde, frilh zur Ausprigung eines starken
Ubergewichts (del Giudice et al., 2001). Ein ebenfalls stark erhdhtes Gewicht wurde bei 30
Japanern beobachtet, die sechs Polymorphismen in der Promotorregion des CART-Gens
aufwiesen (Yamada et al., 2002).

Bisher konnte fiir CART noch kein spezifischer Rezeptor nachgewiesen werden (Kuhar et al.,
2000; Dey et al., 2003; Hunter et al., 2004). Erste Hinweise zeigen allerdings, dass es sich
wahrscheinlich um mehrere G-Protein gekoppelte Rezeptoren handelt, die bevorzugt mit Gy
interagieren (Lakatos et al., 2005).

CART spielt aber nicht nur eine herausragende Rolle bei der Regulation des Essverhaltens,
sondern hat auch Einfluss auf kardiovaskuldre Funktion und Knochenumbildung (Hunter und
Kuhar, 2003; Vicentic und Jones, 2007). AuBBerdem findet man hohe CART-Konzentrationen
in Geweben, die Stressantworten vermitteln. So konnten Balkan et al zeigen, dass eine
Adrenalektomie zu einer Verminderung der CART-mRNA fiihrt und die Menge an CART
Peptid im Nucleus Arcuatus reduziert (Balkan et al., 2003).

1.5.2. Endocannabinoid-System

Schon vor 5000 Jahren wurde die Wirkung der Cannabis Pflanze (Cannabis sativa) zu
medizinischen Zwecken eingesetzt. So diente Cannabis in der traditionellen indischen
Medizin als Analgetikum, Sedativum, Relaxans und Anxiolytikum (Mendizabal und Adler-
Graschinsky, 2007). Auch in der westlichen Medizin kam es seit dem 16. Jahrhundert zum
Einsatz, obwohl sein psychoaktiver Wirkstoff A’-Tetrahydrocannabionol (A°THC) 1964
erstmal beschrieben wurde (Mechoulam und Gaoni, 1965; Gaoni und Mechoulam, 1971). Seit
dieser Zeit, widmet sich die Forschung intensiv dem therapeutischen Potential der Cannabis
Pflanze. In den 80-iger Jahren gelang es Devane et al. (Devane et al., 1988) spezifische
Bindungsstellen fiir Cannabinoide und deren Derivate im Gehirn nachzuweisen. So wurde
1990 erstmals von Matsuda et al. der Cannabinoid Rezeptor 1 (CBIR) beschrieben.

Exprimiert wird dieser Rezeptor vorwiegend im Gehirn, aber auch in der Peripherie wie z.B.
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im Herz, im Gastrointestinal-Trakt, im Fettgewebe, im Pankreas und im Muskel (Bensaid et
al., 2003; Pagotto et al., 2005; Matias et al., 2006). Neben dem CB1-Rezeptor wurde wenige
Jahre spéter auch ein 2. Rezeptor, welcher vor allem auf Immunzellen aber auch in der Lunge,
im Uterus, im Fettgewebe und im Pankreas vorkommt, gefunden (Bouaboula et al., 1993).
Bei beiden Rezeptoren handelt es sich um G-Protein gekoppelte, 7-Transmembranrezeptoren.
Uber das Pertussis-Toxin (PTX) koppeln sie an Gjp Proteine; dabei vermindern sie die
Aktivitdt der Adenylylcyclase sowie der Calciumkanile, gleichzeitig werden Kaliumkanile
und die MAP-Kinase aktiviert (Howlett, 2002). Die Homologie der beiden Rezeptoren betrdgt
nur 44% (Munro ef al., 1993). Neueste Untersuchungen weisen auf mindestens einen weiteren
Rezeptor fiir Endocannabinoide und deren Derivate hin. Ein moglicher Kandidat konnte der
Rezeptor GPRS5S5 sein, eine Bestétigung dafiir steht allerdings noch aus (Petitet ez al., 2006).
Der Fund von spezifischen Rezeptoren fiir Cannabinoide im Organismus legte die Existenz
von korpereigenen Liganden nahe. Identifiziert wurden darauf hin die zwei Hauptvertreter der
endogenen Cannabinoide das Arachidonylethanolamid (Anandamid) und das 2-
Arachidonyl-Glycerol (2-AG) (Devane et al., 1992; Mechoulam et al., 1995; Sugiura ef al.,
1995). Das Anandamid wurde nach dem Wort ananda, was so viel wie Gliickseeligkeit
bedeutet, benannt. Beide Substanzen binden wie auch A’THC an die Cannabinoidrezeptoren
und haben dabei vergleichbare biologische und pharmakologische Eigenschaften.
Anandamide und Arachidonyl-Glycerol sind Derivate der Arachidonsdure, einer mehrfach
ungesittigten m6-Fettsdure. Sie werden bei Bedarf nicht nur im Gehirn gebildet, sondern auch
als lokale Mediatoren in anderen Geweben. Zur Inaktivierung und zum Abbau werden die
beiden Substanzen schnell durch die Enzyme FAAH (fatty acid amide hydrolase) bzw. durch
die Monoacylglycerol-Lipase hydrolysiert (Cravatt et al., 1996; Dinh et al., 2002). So
exprimieren Mduse, denen das Enzyme FAAH fehlt, eine signifikant erhohte Menge an
Anandamiden (Cravatt et al., 2001).

Endocannabinoide haben im Organismus eine Vielzahl von physiologischen Funktionen. So
steuern sie das emotionale Verhalten, modulieren Schmerzen sowie kognitive Eigenschaften
und haben einen sehr groBen Einfluss auf das Essverhalten (Kirkham und Williams, 2004).
Schon friih hatte man beobachtet, dass es bei Menschen nach Cannabisgenuss zu einer
vermehrten Nahrungsaufnahme kam. Dabei wurde in hiufigeren Frequenzen gegessen und
vor allem siifles ,, snack-food “ konsumiert (Kirkham, 2005). Diese appetitsteigernde Wirkung
von Cannabis wird auch heute in der Medizin zu therapeutischen Zwecken eingesetzt. Bei

AIDS und Krebspatienten wird ein synthetisch gewonnenes Ao-THC (Dronabinol®)
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eingesetzt, welches dem rapiden Gewichtsverlust entgegenwirken soll (Plasse, 1991; Beal et
al., 1995; Haney et al., 2005). Auch bei Demenzkranken und alten Menschen wird so die
Appetitlosigkeit bekdmpft (Volicer et al, 1997). Die zentrale Steuerung des
Endocannabinoidsystems verlduft auf zwei Ebenen. Zum einen wird durch die Interaktion mit
mesolimbischen Bahnen die Motivation, schmackhafte Nahrung zu finden und zu
konsumieren, angeregt. Zum anderen wird es, nach kurzfristigem Nahrungsentzug, bei Bedarf
im Hypothalamus aktiviert und reguliert dort die Spiegel und Wirkungen anderen orexigener
und anorexigener Mediatoren (Di Marzo et al., 2005). Bei Ratten kann man die Menge der
Endocannabinoide im Hypothalamus den vier Phasen des Fressverhaltens zuordnen. Die
hochste Konzentration ist bei Nahrungsentzug zu messen, die Geringste wihrend der
Nahrungsaufnahme (Kirkham et al., 2002). Dabei korreliert die Endocannabinoidmenge im
Hypothalamus invers mit der Menge an Leptin im Blut. Nagetiere, die einen Defekt im
Leptingen aufweisen, haben dariiber hinaus auch signifikant erh6hte Endocannabinoidmengen
im Hypothalamus (Di Marzo et al.,, 2001). Besonders eindrucksvoll wird die Rolle des
Endocannabinoidsystems bei der Energichomoostase durch knockout Modelle und unter der
Verwendung des CBIR Blockers Rimonabant bewiesen. CBIR knockout Méuse sind bei
normaler Erndhrung schlanker als die Kontrolltiere aus dem gleichen Wurf und haben eine
geringere Fettmasse (Cota et al., 2003a; Cota et al., 2003b). Dariliber hinaus werden diese
Tiere auch bei fettreicher Didt nicht adipds und entwickeln weder eine Insulin noch Leptin
Resistenz (Ravinet Trillou et al., 2004). Die Gabe von Rimonabant, einem spezifischen
Antagonisten des CBIR fiihrt sowohl beim Menschen als auch in verschiedenen
Mausmodellen zur Erforschung von Adipositas (z.B. ob/ob oder db/db Miuse) zu einem
signifikanten Gewichtsverlust. Dieser Gewichtsverlust entsteht allerdings nicht nur durch die
zentrale Regulation von orexigenen und anorexigenen Mediatoren, sondern auch durch
Effekte in der Peripherie. Durch die Entdeckung von CB-Rezeptoren in weillen Fettzellen
konnte eine durch Endocannabinoide vermittelte Aktivierung der Lipoproteinlipase gemessen
werden (Cota et al., 2003a; Cota et al., 2003b). Auch fiihrt hier eine Blockade des CBIR
sowohl in vivo als auch in vitro zu einem Anstieg von Adiponektin (Bensaid et al., 2003).
Doch nicht nur im Fettgewebe spielen Endocannabinoide eine Rolle. So steigert z.B. die
Stimulation des CBIR in den Hepatozyten der Leber die de-novo Fettsdaurebiosynthese (Osei-
Hyiaman et al., 2005). Wegen ihrer vielschichtigen Wirkungen stehen die Endocannabinoide

weiterhin im Focus zahlreicher pharmakologischer Ansatzpunkte.
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2. Fragestellung

Die Regulation der Nahrungsaufnahme und somit des Energiechaushaltes ist ein komplexes
Zusammenspiel von zentralen und peripheren Signalen. Zwei der wichtigsten Komponenten
dabei sind das zentrale Nervensystem und das Fettgewebe. Dabei hat sich gezeigt, dass gerade
diese beiden Systeme rege mit einander kommunizieren. Neben ihrer parakrinen Wirkung
zirkulieren Neuropeptide im Blut und kénnen so ihre endokrine Wirkung in der Peripherie
entfalten. Das Fettgewebe weist spezifische Bindungsstellen und Rezeptoren fiir
Neuropeptide wie z.B. CART oder Endocannabinoide auf. Ob es sich dabei aber um direkte
Interaktionen handelt, wurde bisher nicht ermittelt. Zur Aufklérung der Adipozytenantworten

auf Neuropeptidstimulation standen folgende Fragen im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit.

1. Gibt es eine direkte funktionelle Interaktion orexigener und anorexigener

Neuropeptide mit der Fettzelle?

2. Was sind die funktionellen Konsequenzen auf die Schliisselebenen der

Fettzellbiologie, die relevant sind fiir die Steuerung der Energiechomdoostase?

3. Welche Mechanismen liegen den Verinderungen zu Grunde?
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Endocannabinoide CART
orexigen anorexigen

Direkte Interaktionen
mit der Fettzelle?

CART

CB1Rezeptor Bindungstelle

v \ 4

Energieaufnahme Energieabgabe Endokrine Aktivitiit

Abb. 4: Schematische Darstellung der zugrunde liegenden Fragestellungen. Gibt es direkte Interaktionen
zwischen dem zentralen Nervensystem und dem Fettgewebe? Wie werden diese vermittelt und zu welchen
funktionellen Konsequenzen fiihrt das in der Fettzelle?
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3. Materialien

3.1. Verwendete Gerite

Agarosegelkammern:

Autoklaviergerite:

Analysenwaage:
Digitalcamera

B-Counter:

Eismaschine:
Elektronikriihrer Typ M23:
Elektronische Pipettierhilfe:
Filmkassette:
Fluoreszenzmikroskop:
Fotokamera:

Gelkammern (Agarose)

Heizblocke Thermomixer Compact:

Heizschrank

Inkubator Typ B5060, EK CO;:
Mikroskop:

Mirkowellengerét
Multistepper:

Netzgerite:

pH-Meter:

Photometer:

Pipetten:

Real Time Thermocycler:

Peqlab Biotechnology GMBH, Erlangen
Roth, Karlsruhe

2540EL Systec, Wettenberg

Varioklav, H+P, Oberschleifheim
Sartorius, Gottingen

Olympus, Hamburg

1409, Wallac, Turku, FIN

Scotsman AF-20, Enodis, Herborn

Int. Laborat. App., Dottingen

accu-jet, Brand, Wertheim
Hypercassette, Amersham Biotech, UK
CKX 41, Olympus, Hamburg

Mp-4, Polaroid, Dreieich-Sprendlingen
Peqlab, Erlangen

Eppendorf, Hamburg

Lab-Therm, B. Braun, Melsungen
Heracus, Osterode

CK2, Olympus, Hamburg

S2719N, Samsung, Schwalbach/Ts.
Multipette Plus, Eppendorf, Hamburg
Power Pac 300, BioRad, Miinchen
Power Supply 600,Pharmacia BioTech, SF, USA
766 Calimatic, Knick Elektronische Messgerite,
Berlin

BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg
Research, Eppendorf, Hamburg
Applied Biosystems, FC, CA, USA
Realplex, Eppendorf, Hamburg
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Rotator:

Scanner:

Schiittler Vortex Genie 2:
Schwenker:

Stickstofftank:

Thermocycler

Tiefkiihlschrank

UV-Leuchttisch:
Wasserbad:

Werkbank (Steril) Nuaire Class II:

Westernblot-Apparatur:
Wippe:
Zentrifugen:

3.2. Verbrauchsmaterialien

Einmal-Kivetten:

Renner GmbH, Dannstadt

UMAX Astra 2200

Scientific Industries, Bohemia, USA

Hassa, Liibeck

Arpege 110, VWR International GmbH,
Darmstadt

Cyclone Gradient, Peqlab, Erlangen
MDF-1155 Ultra Low Temperature Freezer,
Sanyo, Miinchen

Vilber-Lourmat, Eberhardzell

Typ 3044, Kottermann, Hanigsen

Zapf Instruments, Sarstedt

Mini Protean 3, BioRad, Miinchen

Doumax 1030, Heidolph

Biofuge fresco, Rotor 3765; Heraeus, Osterode
MiniSpin Plus, Eppendorf, Hamburg
Multifuge 3 S-R, Heraeus, Osterode

Sorvall Ultrazentrifuge, DuPont, Bad Homburg

e Proteinphotometrie Halbmikrokiivetten Plastibrand, Wertheim

e RNA-Photometrie =~ Mikrokiivetten UVette, Eppendorf, Hamburg

Falcon-Rohrchen

Sarstedt, Niimbrecht

Film Hyperfilm, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK

Filter Steritop Express Plus, 0,22 pm, Millipore Corporation, USA

Nitrozellulosemembran
Parafilm M

Pipettenspitzen:

Protan BA 85, Schleicher und Schuell, Dassel
American National Can., St. Louis, MO,USA

e Biosphere Filter Tips (10, 100, 200, 1000 ul), Eppendorf, Hamburg
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e Pipettenspitzen (10, 200, 1000 pul), Sarstedt, Niimbrecht
e Stabpipetten (5, 10, 25, 50 ml), Serological Pipette, Sarstedt, Niimbrecht
Reaktionsgefdsse (Eppis)  Sarstedt, Niimbrecht

e RNase-freie Sarstedt, Niimbrecht

e 96-Well Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Szintillationsr6hrchen Sigma, Deisenhofen
Zellschaber Sarstedt, Niimbrecht
Zellkulturschalen:

o | Tissue culture dish (100/150 x 20 mm) Sarstedt, Newton, USA
e 12-Loch-Platten Corning Instruments, Corning, NY, USA

e 6-Loch-Platten Nunclon Surface, Nalge Nunc International, DK

3.3. Chemikalien

Fa. Sigma, Deisenhofen, Germany

Aprotinin, Dexamethason, EDTA (Ethylendiamin-Tetraessigsdure, Titriplex II), Fetales
Kélberserum, Formalin, IGEPAL CA-630, Indomethazin, Isobutylmethylxanthin (IBMX),
Isopropanol (100%), Leupeptin, B-Mercaptoethanol, Natriumfluorid, Natriumorthovanadat,
Natriumpyrophosphat, Oil Red O, T3 (3,3°,5-Triiod-L-Thyronin-Natriumsalz), TEMED

(Tetramethylethylendiamin), Tween 20, bovines Insulin, Puromycin

Fa. Merck, Darmstadt, Germany

Chloroform, Dinatriumhydrogenphosphat * 2 H,O, Ethanol, Glukose, Kaliumchlorid,

Kalium-dihydrogenphosphat, =~ Kalziumchlorid, = Magnesiumchlorid, = Natriumchlorid,

Isopropanol

20



Materialien

Fa. Qiagen, Hilden, Germany

RNeasy-Kit (DNase Stock-Losung, RDD-Puffer, RLT-Puffer, RNase-freies Wasser, RPE-
Puffer, RW1-Puffer)

Fa. Roche, Mannheim, Germany

BM1/2-Cyclin, Chemolumineszenzkit (BM Chemoluminescence Western Blotting Kit
(Mouse, Rabbit)), Ethidiumbromid, FuGene Transfektionsreagenz

Fa. BioMol, Hamburg, Germany

Glyzin, HEPES (1 M Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsdure), Rinderserumalbumin (BSA),

Tris

Fa. Invitrogen, Karlsruhe, Germany

Amphotericin B, DTT (1,4-Dithiotheitrol), Dulbecco’s Eagle Modified Medium (DMEM)
high glucose (45 g/1), Trizol, Trypsin-EDTA,

Chemikalien anderer Hersteller

Acrylamid 30 (Roth, Karlsruhe), Agarose (Applichem, Darmstadt), APS (Serva, Heidelberg),
aqua dest. aus eigener Destillieranlage, Aquasafe 300 Plus (ICN Biomedicals, Meckenheim),
Bradford Proteinassay (BioRad, Miinchen), CART (Bachem, Bubendorf), 2-Deoxy-[*H]-
Glukose (NEN Life Science Products (Dreieich)), DEPC (Fluka, Steinheim, CH), dNTPs
(Fermentas, ST.Leon Roth) Entwickler: G 153B (Agfa-Gevaert Ag, Diibendorf),
Ethidiumbromid (Serva Heidelberg) Fixierer: G 354 Schnellfixierer (AgfaGevaert Ag,
Diibendorf), Glyzerin (85 %) (Apotheke der Universitit zu Liibeck), Insulin (Boehringer
Mannheim) Nucleospin RNA Extract II (Macherey Nagel, Diiren) Methanol (Baker, NL),
Penicillin/Streptomycin (Bio Whittaker, Belgien), PMSF (Boehringer, Mannheim), SDS
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(Fluka, Steinheim, CH), WIN 55212.2 Tocris (Avonmouth, UK), Immno Pure Immobilized
Protein G Beads; (Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn),

3.4. Molekulargewichtsmarker

BenchMark™ PreStained Protein Ladder, Invirtogen, Karlsruhe Germany
Ready-Load 100bp DNA ladder, Invitrogen, Karlsruhe, Germany

DNA Molecular Weight MarkerX, Roche, Mannheim, Germany

3.5. Antikorper

Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA
Anti-IRS1

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
Anti-PPAR gamma

Cell Signaling Technology, Inc. Danvers, MA, USA

Anti-PKB

Anti-phospho-PKB (Ser 473)

Anti-GSK3p

Anti-phospho GSK3a/3

Anti-p38 MAP Kinase

Anit-phospho p38 Map Kinase (Thr 180/ Tyr 182)
Anti-p44/42 Map Kinase

Anti-phospho p44/42 Map Kinase (Thr 202/ Tyr 204)
Anti-p70S6 Kinase

Anti-phospho p70S6 Kinase (Thy 421/ Ser 424)
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Chemicon International Temecula, CA, USA

Anti-Uncoupling Protein-1
Anti-Cannabinoid Receptor 1

sekundire Antikorper
Anti-Ig-Mouse/Anti-Ig-Rabbit,
Goat-Anti-Rabbit
Rabbit-Anti-Goat

3.6. Enzyme und Puffer fiir RT-PCR
Taq DNA Polymerase

SuperScriptll RNase H’

Anti-RNAse

dNTPs

SYBR Green Mix

RT-PCR Grade Water

(Chemiluminescence-Kit, Roche Diagnostics
Dako, Glostrup, DK
Dako, Glostrup, Dk

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Invitrogen, Karlsuhe

Ambion Inc. Austin TX, USA
Fermentas GmbH, ST. Leon-Rot
TaKaRa Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan
Ambion Inc., Austin TX, USA

Die Reaktionspuffer fiir alle Polymerasen wurden entsprechend der Herstellerempfehlung

verwendet und vom jeweiligen Hersteller bezogen.

3.7. Primer

Oligo dT Primer zur cDNA Synthese:

Fa. Roche, Mannheim, Germany

Alle verwendeten Primer wurden mit dem Programm Primer Express der Firma

Applied Biosystems erstellt. Die so ausgewéihlte Primersequenz wurde von der Firma

Biotmetra , (Gottingen) synthetisiert.

36B4: Acc. Nr. NM_007475

Leptin Acc. Nr. NM_ 008493

Adiponektin  Acc.Nr. NM_009605

AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT (Forward)
CCGCAGGGGCAGCAGTGGT (Reverse)

ACACACAGCTGGAAACTCCCA (Forward)
GATTGAAAGCAGCACCCCA (Reverse)
CTTAATCCTGCCCAGTCATGC (Forward)
CTTAATCCTGCCCAGTCATGC (Reverse)
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UCP1 Acc Nr. NM_009463 GTACTGGAAGCCTGGCCTTCACCTTGG (F)
ATGGTGAACCCGACAACTTCCGAAGTG(R)

CNRI1 Ace.Nr. NM_007726 ATGGTGAACCCGACAACTTCCGAAGTG (F)
TGTGCAGGCAGTCTGAGTCC (R)

CNR2 Acc. Nr.X93168 GCAGAAAGCCCTCGTACCTG (F)
CCTTGGGCCTTCTTCTTTCC (R)

Visfatin Acc. NrL.NM 021524 TCGGTTCTGGTGGCGCTTTGCTAC (F)

AAGTTCCCCGCTGGTGTCCTATGT (R)

3.8. Puffer und Medien

3.8.1. Zellkulturmedien:

Grundmedium:

Fetales Kélberserum 20 %
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml

in Dulbecco’s Eagle Modified Medium

Induktionsmedium:

Dexamethasone 2 mg/1
Indomethazine 50 uM
IBMX 100 uM

in Differenzierungsmedium

Kulturmedium Primérzellen:

1M HEPES in Grundmedium
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Differenzierungsmedium:

Fetales Kélberserum 20 %
T3 1 nM
Insulin 20 nM
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100pg/ml

in DMEM

PBS (pH 7.4)

NaCl 8 g/l
KCl 0.2 g/l
KH,PO4 0,2 g/l
Na,HPO4* 2H,0 1,44 g/l
Isolationspuffer:

NACI 123 mM
KCl1 5mM

CaCl, 1,3 mM
Glukose 5mM
HEPES 100 mM
Pen/Strep 100 U/ml
BSA 4 % wiv

Steril filtriert durch 0.2 micron
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3.8.2 Puffer fiir Proteinanalysen

Lysis-Puffer (pH 7.4 bei 4°C)

HEPES 50 mM
NaCl 137 mM
Glyzerin (85%) 10 % vol.
MgCl, 1 mM
KCl 1 mM
NasP,0; 10 mM
NaF 10 mM
EDTA 2 mM

Laemmli (5x)

Glyzerin 50% vol.
SDS 100 g/1
Bromphenolblau 0,1 g/l
NaH,PO 50 mM
DTT 500 mM

Transferpuffer 10X:

Methanol 20 % vol.
Tris 30 mg/l
Glyzin 144 mg/1
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IGEPAL 1% w/v
Inhibitoren frisch zu geben:
Vanadat 2 mM
Leupeptin 10 pg/ml
Aprotinin 10 pg/ml
PMSF 2 mM

Herstellung 1M Sodiumphosphat pH 7

1 M NaH,PO, monobasisch
1 M NaH,PO, dibasisch

beide Losungen solange zusammen

geben, bis pH 7 erreicht ist

Transferpuffer 1X zur Verwendung:
fiir 1000 ml

Methanol 200 ml

10X Transferpuffer 100 ml

Ad Aqua dest.
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Laufpuffer 10X:

Tris 30,3 g/l
Glyzin 142,5 g/l
EDTA 3,35 g/l
SDS 10 g/l
APS-Losung:

10 % (w/v) APS

Waschpuffer fiir Inmunprézipitation
konz. Elutionspuffer

Igepal (10 %)

85 % Glyzerin

0.1 % BSA

Vanadat (200 mM)

pH 7,4 bei 4°C

3.8.3. Oil Red O Fiirbelosung

Stockldsung:
Oil Red O: 0,5¢g

in 100 ml Isopropanol

3.8.4. Puffer zur Glukoseaufnahme Messung

Krebs-Ringer-Puffer (KRH) pH 7.4

HEPES 20 mM
NaCl 136 mM
KCl 4,7 mM
MgSO;4 1,25 mM
CaCl, 1,25 mM
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Waschpuffer (Rinsing Buffer):

Tris 10 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0,05 %
pH 7,2 bei 4°C

Konz. Elutionspuffer:
1 M Nacl

25,5 mM KCL

200 mM HEPES

Gebrauchslosung:
60% Oil Red O Stocklosung
40% aqua dest.
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3.8.5. Puffer fiir die Agarosegelelektrophorese

TBE Puffer:

Tris 890 mM
Borsiure 890 mM
EDTA 2 mM
DEPC Wasser:

DEPC 1:1000 in Aqua dest.
Mindestens 30 Min rihren
U.N. bei 37°C dann autoklavieren
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Auftragspuffer:
Glyzerin 50%(w/v)
SDS 0,2%(w/v)

Bromphenolblau 0.05%(w/v)
In 1x TBE
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4. Methoden

4.1. Zellkultivierung
Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Verwendet wurden nur
steril filtrierte oder autoklavierte Losungen. Alle Zellkulturmedien und Puffer wurden vor

Gebrauch auf 37°C angewirmt.

4.1.1 Fettzellimmortalisierung durch SV40 T-Antigen

Einer 5 Tage alten Maus wurde ca 10 mg weilles subkutanes Fettgewebe aus dem Oberschenkel
entnommen, zerstiickelt und zur Isolierung der einzelnen Fettzellen aus dem Zellverband, mit
Kollagenase inkubiert. Dazu wurde 1 ml Isolierungspuffer in ein 1,5 ml Reaktionsgefdll gegeben
und zusammen mit dem zerkleinerten Fettgewebe bei 37°C fiir 30-40 Minuten im Wasserbad leicht
geschiittelt. Nach der Kollagenasebehandlung wurde das Gewebe durch ein Nylonsieb filtriert
(Porengrofle 100 um) und das Filtrat anschliefend fiir 5 min bei 200 g zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und das entstandene Pellet mit
Isolierungspuffer gewaschen und erneut fiir 5 min bei 200 g zentrifugiert. Das daraus resultierende
Pellet wurde in 2 ml Kulturmedium resuspendiert und auf eine 30 mm Schale gegeben, die bei
37°C und 5% CO, iiber Nacht inkubiert wurde. Am nichsten Tag wurden die Zellen einmal mit
PBS gewaschen und anschlieBend erneut mit Kulturmedium bedeckt. Danach wurde jeden Tag das
Kulturmedium gewechselt, bis die Zellen eine Konfluenz von 80 % erreicht hatten und auf eine
neue 60 mm Schale umgesetzt wurden. Bei ca. 50 % Konfluenz wurden die Zellen mit einem
retroviralen Vektor (pBabe) der fiir das SV40 T Antigen kodiert und eine Puromycinresistenz
aufweist, transfiziert. Dazu wurden die Zellen mit einem Virus infiziert (siche Herstellung des
Virusiiberstandes). 0.5 ml des Virusiiberstandes wurde mit 8 pg Polybrene und 5 ml Kulturmedium
vermischt und fiir 24 h auf die Zellen gegeben. AnschlieBend regenerierten die Zellen fiir 48 h in
Grundmedium. Zur Selektion der transfizierten Zellen erfolgte eine 3-wochige
Puromycinbehandlung.

Bis zur Neukultivierung lagerten die verwendeten Zelllinien in fliissigem Stickstoff.
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4.1.2. Herstellung von Virusiiberstand zur Immortalisierung von Zellen

Die Immortalisierung der Adipozytenzellen erfolgte iiber ein retrovirales Gentransfersystem. Dazu
wurden ein retroviraler Vektor und eine geeignete Verpackungszelllinie bendtigt. Bei dem
verwendeten Plasmid handelte es sich um einen pBabe Vektor, mit einem Puromycinresistenzgen.
AuBerdem enthielt dieser Vektor retrovirale 5'und 3'LTRs sowie das Verpackungssignal Psi und
das SV40T Gen. Um Virus herstellen zu konnen, wurde der Vektor mit Hilfe von Fugene in eine
Helferzelle transfiziert. Die Transfektion erfolgte nach Angaben des Herstellers fiir das verwendete
Transfektionsreagenz. Als Verpackungszellen dienten Phoenix Zellen. Sie stellten die retroviralen
Proteine pol, gag, und env zur Verfiigung, um die Vektor RNA spiter in das Zielgenom zu
integrieren bzw. um die Verpackung der neu gebildeten Viria zu gewéhrleisten. Die von der
Helferlinie produzierten Vironen wurden in das Kulturmedium sezerniert und konnten nach 48-72
Stunden geerntet werden. Mit Hilfe der so gewonnenen Viren wurden Adipozytenzellen infiziert
(siche auch Fettzellimmortalisierung durch SV40 T-Antigen).

Aus Sicherheitsgriinden wurden ausschlieBlich ecotope (nur fiir Ratten/Méause infektidse) Viren
verwendet. Die infizierten Adipozyten sind zudem nicht fahig, ihrerseits neue, intakte Viria

herzustellen.

4.1.3. Kultivierung und Differenzierung von Adipozyten

Die Kultivierung der Prdadipozyten erfolgte in einer 150 mm Schale bei einer Temperatur von
37°C und 5 % CO,. Essentiell fiir die Aufrechterhaltung der Differenzierungspotenz war die
Vermeidung von Zellanhdufungen. Priadipozyten, die weiter passagiert und nicht differenziert
werden sollten, durften hochstens eine Konfluenz von 70-80 % erreichen. Ein dichteres
Zellwachstum begiinstigte die spontane Fetteinlagerung, die einhergeht mit einem verdnderten
Wachstumsverhalten bis hin zu einem Verlust des Differenzierungspotentials.

Zur kontrollierten Differenzierung wurden die Zellen auf 100 mm Schalen iiberfiihrt. Dazu wurde
die 150 mm Schale 2x mit vorgewdrmten PBS gewaschen und fiir 3 Minuten mit 2,5 ml Trypsin
bei 37°C inkubiert. Nachdem sich die Zellen von der Schale geldst hatten, wurden sie in 35,5 ml
Grundmedium aufgenommen und gleichmifBig aufgeteilt (3 ml pro Schale). Dabei wurde ein Teil
der Zellen zuriick auf eine 150 mm Schale gegeben und diese als Stammplatte zur weiteren
Vermehrung der Priadipozyten verwendet. Die zu differenzierenden Zellen wurden bis zum

Erreichen der vollstindigen Konfluenz in Differenzierungsmedium inkubiert. Bei 100 %iger
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Konfluenz der 100 mm Platten wurden die Zellen fiir 24 h mit Induktionsmedium behandelt. Die
darin vorhandenen Substanzen wie Dexamethason, Indomethazin und Isobotylmethylxanthin
(IBMX), geben der Fettzelle das Signal, die Proliferation zu stoppen, und vermehrt Fett
einzulagern indem sie die Expression verschiedener Differenzierungmarker induzieren. Der
erhohte Stoffwechsel der Zellen in diesem Stadium der Differenzierung verlangte nach einem
taglichen Wechsel des Differenzierungsmediums. Im Laufe der Adipozytenausreifung wurde die
Ausbildung der Lipidtropfchen, die sich multilokuldr um den Zellkern anordneten, mikroskopisch
kontrolliert. Sechs Tage nach Induktion waren die Zellen vollstindig differenziert. Um einen
Einfluss von Serum auf die Versuchsergebnisse auszuschlieBen, wurden die Zellen vor
Versuchsbeginn fiir 24 h in serumfreiem Medium kultiviert.

Zur Differenzierung und Versuchsdurchfithrung wurden ausschlieBlich Zellen aus den Passagen 10

bis 28 verwendet.

4.2. Oil red O Féirbung

Um die Akkumulation von Lipiden in der Differenzierungsphase der Zellen aufzuzeigen, wurden
diese mit dem fettspezifischen Farbstoff Oil red O gefarbt. Dazu wurden die Zellen griindlich mit
PBS gewaschen und fiir 15 Minuten mit einer Formalinldsung fixiert. Nachdem die Fixierlosung
entfernt wurde, schloss sich eine einstiindige Férbung mit einer Oil red O-Losung an. Nach der
Inkubation mit der Farblosung wurden unspezifische Farbreste durch eine Spiilung mit Aqua dest.
entfernt. Die Dokumentation der Farbung erfolgte fotographisch und densitometrisch. Zur
densitometrischen Auswertung wurde der Farbstoff mit Isopropanol aus den Zellen ausgewaschen.
Nach 30 min Inkubationszeit wurde die so entstandene Farblosung in eine Kiivette iiberfiihrt und

die optische Dichte bei einer Wellenldnge von 500 nm im Photometer bestimmt.

4.3 Zelllyse zur Proteinaufreinigung

Nach Beendigung der Stimulation wurden die adhirent wachsenden Zellen zweimal mit kaltem
PBS gewaschen. Nachdem das PBS vollstindig von der Platte entfernt war, wurden die Zellen

durch die Zugabe von 450 pl kaltem Lysispuffer aufgebrochen und mit einem Zellschaber
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vorsichtig von der Platte gekratzt. Das Zelllysat wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefa$3 iiberfiihrt und
fiir 10 min auf einem Drehrad bei 4°C zur Vervollstindigung der Zelllyse inkubiert. Bei der
nachfolgenden Zentrifugation (10 min 13000 rpm) trennte sich das Zelllysat in 3 Komponenten
auf. Am Boden des ReaktionsgefidBBes befand sich ein Pellet aus Zellresten und Zellkernen. Die
wissrige Phase dariiber beinhaltete das Protein. Auf der Proteinphase hatte sich eine Fettschicht
gebildet, die vorsichtig mit einem Wattestibchen entfernt werden konnte. Zur Lagerung wurde die

wissrige Proteinphase in ein neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt und bei -80°C eingefroren.

4.4 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Quantifizierung von Proteinen wurde die von Bradford 1976 beschriebene Methode
verwendet. Bei dieser Methode wird ,,Coomassie Brilliantblue G 250 verwendet. Dieser Farbstoff
bildet Komplexe mit den Proteinen, die ein Absorptionsmaximum bei 595 nm aufweisen. Der
ungebundene Farbstoff dagegen hat sein Absorptionsmaximum bei 465 nm. Die Anderung der
Absorption bei 595 nm wird photometrisch bestimmt. Um die genaue Proteinkonzentration
berechnen zu konnen, musste eine Eichgerade mit Proteinen einer bekannten Konzentration erstellt
werden.

Vor Gebrauch wurde eine 1:5 mit Aqua dest. verdiinnte Bradfordfarblosung hergestellt, und davon
je 1 ml in einer Kiivette vorgelegt. AnschlieBend wurde 1 pl des Proteinlysates dazugegeben und
griindlich mit dem Vortexer gemischt. Zum Nullabgleich des Photometers bei 595 nm wurde 1 ml
der Farblosung ohne Proteinzugabe gemessen. Dieser Probe wurde lediglich 1 pl Lysispuffer
zugegeben, um die darin enthaltenen Proteine in Form von Inhibitoren in der Messung zu
beriicksichtigen. Die aus BSA erstellte Eichgerade umfasste Proteinkonzentrationen von zwei bis
16 mg/ml. Aus der Extinktion der Standardwerten wurde durch lineare Regression eine Eichgerade
erstellt, anhand derer die Proteinmengen der unbekannten Probeldsungen bestimmt werden
konnten. Gemessen wurden alle Konzentrationen in Doppelwerten. AnschlieBend wurden ein Teil
der Proben mit Laemmli-Puffer versetzt und mit Lysispuffer auf gleiche Konzentrationen
eingestellt. Zur Denaturierung wurden die Proben fiir 5 min bei 95°C gekocht. Die Lagerung der

Proteine erfolgte bei -80°C.
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4.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese handelt es sich um die elektrophoretische
Auftrennung von Proteinen in Gegenwart von Natriumlaurylsulfat. Das negativ geladene SDS
lagert sich in einem konstanten Gewichtsverhidltnis an die Proteine und kompensiert so deren
Eigenladung. Zusitzlich werden alle Proteine denaturiert. Durch die Verwendung von
reduzierendem DTT werden auch die Disulfidbriicken aufgebrochen. Die Proteine laufen nun nur
entsprechend ihrer Molmasse zur Anode. Dazu werden die Zelllysate zundchst in einer
Sammelschicht konzentriert, um dann im groBporigen Trenngel aufgetrennt zu werden. Der
prozentuale Anteil an Acrylamid bestimmt die Porengrofle des Gels. Daher wurde ja nach Grofe
des zu detektierenden Proteins der Anteil an Acrylamid im Trenngel bestimmt. Fiir Proteine mit
einem Molekulargewicht von 60-200 kDa wurde ein Gel mit einem 8 % Acrylamidanteil gewéhlt.
Fiir Proteine mit 16-70 kDa ein Anteil von 10 % Acylamid und Proteine mit 12-45 kDa wurden in
einem 12 % Acrylamidgel aufgetrennt.

Das Trenngel setzte sich wie folgt zusammen:

8% 10% 12%
Substanz Volumen
Aqua dest. 7 ml 6 ml 5ml
Tris 1,5M ph 8,8 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml
Acrylamid 4 ml 5ml 6 ml
10 % SDS 150 pl 150 pl 150 pl
10 % APS 150 pl 150 pl 150 pl
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl

Nachdem die Losung in die Gelkammer gegeben worden war, liberschichtete man sie mit n-
Butanol, um zu vermeien, dass Luftsauerstoff die Polymerisierung verzégert. Das Gel musste dann
fiir mindestens 30 min polymerisieren. AnschlieBend wurde das Sammelgel gegossen. Die

Komponenten wurden wie folgt gemischt:
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Substanz Volumen
Aqua dest. 3,4 ml
Tris 0,5M ph 6,8 625 pul
Acrylamid 850 ul
10 % SDS 50 ul
10 % APS 50 pl
TEMED 10 pl

Um die Proben auf das Gel aufzubringen, wurde in das noch fliissige Sammelgel ein Kamm
gegeben, der nach dem Entfernen Taschen fiir ein Volumen von ca. 60 pl lieferte. Vor dem
Auftragen der Proben auf das Gel wurden sie erneut fiir Smin bei 95°C erhitzt. Parallel zu den
Proben wurde auf das Gel ein Proteingewichtsmarker aufgetragen. Die Gele liefen bei einer
Spannung von 100V so lange, bis eine grofftmogliche Auftrennung der Proteine bzw. des Markers

erfolgt war.

4.6 Westernblot

Beim Western Blot werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine aus dem Acrylamidgel auf
einen Tragerfilter iibertragen und auf diesem immobilisiert. Das urspriinglich im Gel enthaltene
Trennmuster der Proteinmolekiile bleibt erhalten. Proteine sind nach dem Transfer fiir
verschiedene Liganden, Antikorper, Lectine oder Enzymsubstrate zuginglich. Der Westernblot
erlaubt sowohl eine qualitative und quantitative Bestimmung einzelner Proteine im Gemisch als
auch deren Identifikation. Beim Immuno-Blotting reagieren geeignete Antikdrper mit den auf der
Membran transferierten Proteinen. Ist der Antikorper markiert, (durch Peroxidase, alkalische
Phosphatase oder Beta-Galaktosidase), kann er direkt nachgewiesen werden. Bei der indirekten
Nachweismethode wird der gebundene Antikérper durch einen markierten Sekunddrantikdrper
nachgewiesen.

Nachdem die Proteine vollstindig aufgetrennt waren, wurden sie mit einer Spannung von 100 V
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Lange des Transfers wurde durch die GrofBe des
Proteins bestimmt. Dabei galt die Regel: je groBBer das Protein ist, desto ldnger ist die Transferzeit.

Nach Abschluss des Transfers wurde die Membran {iber Nacht bei 4°C in Waschpuffer mit 3 %
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BSA (Bovines Serum Albumin) inkubiert. BSA sittigte die Bindungsstellen der Membran und
verhindert so bei der anschlieBenden Antikorperdetektion unspezifische Bindungen.

Am nichsten Morgen wurde die Membran fiir 2 h mit einem fiir das zu detektierende Protein
spezifischen Antikorper bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln inkubiert. Der Antikdrper
wurde dazu 1:1000 mit Rinsingpuffer + BSA verdiinnt. Um den Primérantikorper vollstindig zu
entfernen, wurde die Membran nach der Inkubationszeit 3 mal fiir 5 min mit Rinsingpuffer
gewaschen. AnschlieBend wurde der Zweitantikorper fiir eine weitere Stunde auf die Membran
gegeben. Der Zweitantikorper richtet sich gegen den Erstantikdrper und war zusétzlich Peroxidase
gekoppelt. Er wurde mit einer Verdiinnung von 1:1500 in Rinsingpuffer eingesetzt. Nach erneutem
Waschen der Membran fiir 3 mal 5 min mit Rinsingpuffer, wurde auf die Membran eine
Detektionslosung getraufelt. In dieser Losung befand sich ein Substrat, welches durch die
Peroxidaseaktivitit des Sekundérantikorpers ein Fluoreszenzsignal ergab. Dieses Fluoreszenzsignal
wurde in der Dunkelkammer auf einem Film dokumentiert. Zur Auswertung wurde der Film
gescannt und die optische Dichte des Signals durch eine geeignete Software bestimmt. Dabei war

die Schwirzung des Films proportional zur Proteinmenge auf der Membran.

4.7. Immunoprizipitation

Um ein spezifisches Protein zu konzentrieren, ist es moglich, dieses mit seinem Antikdrper einen
Komplex formen zu lassen und diesen Komplex an Beads zu koppeln. Die Zellen wurden wie
beschrieben stimuliert und lysiert. Nach der Proteinbestimmung wurde das Zelllysat zusammen mit
dem spezifischen Zielantikdrper in einem Reaktionsgefdl fiir 4 h bei 4°C geschiittelt. Zur
Vorbereitung der Beads wurden diese dreimal mit Waschpuffer gespiilt. Dazu wurde der Puffer auf
die Beads gegeben und griindlich gevortext. Danach wurde dieses Gemisch durch Zentrifugation
fiir 1 Minute bei 4000 rpm getrennt und der Uberstand entfernt. Die so gewaschenen Beads wurden
dann gleichmifBig auf die Reaktionsgefdfle mit dem Protein-Antikorper Komplex verteilt und bei
4°C iiber Nacht unter langsamem Schiitteln inkubiert. Dabei wurde der Protein-Antikdrper-
Komplex an die Beads gebunden. Nach der Inkubationszeit erfolgte eine Zentrifugation fiir 1 min
bei 4000 rpm und 4°C. Der so gewonnenen Uberstand wurde abgenommen und mit Laemmli-
Puffer versetzt. Durch Gelelektrophorese und anschlieBendem Westernblot konnte die Menge der
nicht Beads gekoppelten Proteine bestimmt werden. Dies diente als Kontrolle fiir eine vollstdndige
Bindung des Zielproteins an seinen Antikdrper.

Das Pellet, welches aus Beads und Protein-Antikorper bestand, wurden 3 mal mit Waschpuffer

gewaschen und anschliefend mit ca. 30 pul Laemmli-Puffer versetzt. Dieses Gemisch wurde dann
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fiir 30 min bei 37°C geschiittelt. Dabei 16sten sich die Proteine von den Beads und reicherten sich
im Laemmli-Puffer an. Diese Losung wurde zur vollstindigen Trennung der Beads in ein
Filterreaktionsgefdl gegeben und fiir 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Filter wurde
verworfen und die Probe fiir 5 min bei 95°C aufgekocht. Das Proteinlysat wurde im Westernblot

dargestellt und mit spezifischen Antikorpern detektiert.

4.8. Messung der Glukoseaufnahme in die Zelle

Die Bestimmung der Glukoseaufnahme in eine Zelle erfolgte radioaktiv. Gemessen wurde die
Menge an radioaktiv markierte 2-Desoxyglukose, die unter Insulinstimulation von der Zelle
aufgenommen wurde. Moglich ist diese Messung, da die Zelle 2-Desoxyglukose nicht weiter
verstoffwechselt, sondern speichert.

Zur Messung der Glukoseaufnahme wurden Praadipozyten nach dem beschriebenen Protokoll in
12-Loch Schalen kultiviert und differenziert. Nachdem die Zellen vollstindig differenziert waren,
wurden sie fiir 24 h in Mangelmedium gehalten und anschlieBend zu den angegebenen Zeitpunkten
mit den jeweiligen Substanzen behandelt. Dabei wurde jede Stimulation als Triplet durchgefiihrt.
Nach Beendigung der Stimulation wurden die Zellen in den Schalen zweimal vorsichtig mit Krebs-
Ringer-Puffer gewaschen. In einem Volumen von 450 ul Krebs-Ringer-Puffer wurden die Zellen
anschlieend mit 100 nM Insulin fiir 30 min stimuliert. Danach wurden die Zellen mit 50 pl eines
Gemisches aus einer | mM 2-Desoxyglukoseldsung und 50 pCi/ml 2-Desoxy-[’H]Glukoselosung
versetzt und fiir 4 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit kalten PBS gespiilt und mit
je 500 pl einer 0,1 %igen Natriumdodezylsulfatlosung fiir ca. 10 min auf einem Schiittler bei
Raumtemperatur gemischt. Das so entstandene Zelllysat wurde mit 2 ml Szintillationsfliissigkeit
versetzt und jede Probe fiir je eine Minute in einem f3-Counter gezihlt. Die Mittelwerte der

dreifachen Stimulation wurden zur Auswertung verwendet.

4.9. Gewinnung von RNA aus Adipozyten

Um RNA aus Fettzellen zu isolieren, wurden diese wie beschrieben in 10 cm Schalen kultiviert
und differenziert. 24 h vor Stimulation wurden die Zellen in Mangelmedium gebracht.
AnschlieBend wurden sie WIN bzw. CART behandelt. Dabei wurden sowohl unterschiedliche
Konzentrationen als auch unterschiedliche Stimulationszeitpunkte getestet. Nach der Stimulation
wurde die Platte mit den Zellen vorsichtig mit kaltem PBS gespiilt. Um die Zellschalen {iber Nacht

zu lagern wurden sie nach dem Waschen in fliissigen Stickstoff getaucht und anschlieend in einer
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Ultra-Tiefkiihltruhe bei -134°C gelagert. Zur Weiterverarbeitung wurde auf die leicht angetauten
Zellen 1 ml Trizol gegeben und die Zellen in dieser Trizollosung von der Platte geschabt. Die
Fliissigkeit mit den Zellen wurde in ein 1.5 ml Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und fiir 1 min griindlich
gevortext. Das so entstandene Zelllysat wurde fiir 10 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert.
Dabei bildeten sich drei Phasen, die im néchsten Schritt getrennt wurden. Von Interesse war dabei
nur die mittlere Trizolphase die die RNA enthielt. Die auf der Probe gebildete Fettschicht konnte
verworfen werden, auch das Pellet bestehend aus Zelltriimmern wurde verworfen. Die Trizolphase
wurde in ein neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt und mit 250 pM Chloroform versetzt. Dabei erfolgte
eine Trennung von Proteinen und Nucleinsduren. Dieses Trizol-Chloroformgemisch wurde fiirl5
sek. gevortext und fiir 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Bei der anschlieBenden Zentrifugation
bei 13000 rpm fiir 10 min und 4°C bildeten sich 3 Phasen aus. Zur weiteren Verwendung wurde
die obere wissrige in der sich die RNA angereichert hatte in einem neuen Reaktionsgefal mit 700
ul kaltem Isopropanol vermischt. Ab diesem Zeitpunkt mussten alle verwendeten Reaktionsgefafie
und Spitzen RNase frei sein. Um die RNA zu féllen, wurde die Probe kurz geschwenkt und 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 10
min und 4°C. Dabei formte sich ein Pellet, welches mit 1 ml 75% ETOH iiberschichtet wurde, und
fir 10 s gevortext wurde. Die Probe wurde dann erneut fiir 10 min bei 4°C zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig vom Pellet abgenommen und verworfen. Das Pellet
wurde dann in 100 pul RNase freiem Wasser aufgenommen. Um sicher zu stellen, dass die RNA
frei von Kontaminationen mit DNA, und Protein war, wurde die so gewonnene RNA erneut tiber
eine Sdule aufgereinigt. Dazu wurde der RNA Isolierungskit der Firma Qiagen verwendet.
Durchgefiihrt wurde dieser erneute Reinigungsschritt nach dem im Benutzerhandbuch
beschriebenen clean-up Protokoll. Zusétzlich wurde, ebenfalls nach Herstelleranleitung ein DNA-
Verdau durchgefiihrt. 350 ul RLT Puffer des Herstellers und 250 pl 100% iges Ethanol wurden zu
der Probe gegeben um eine selektive Bindung an die Sdulenmatrix zu unterstiitzen. Diese
Probengemisch wurde gut durchgemischt und auf eine RNeasy Mini spin Siule aufgebracht und fiir
15 s bei 10000rpm zentrifugiert. Dabei bindet die RNA an die Sdulenmatrix. Um DNA
Kontaminationen auszuschlieBen wurde ein Verdau mit DNase angeschlossen. Dazu wurde die
Sdulenmatrix mit der gebundenen RNA mit 350 pl RWI1 Puffer des Herstellers gewaschen
(Zentrifugation 15 s, 10000rpm). 10ul DNase einer DNase Stocklosung wurden mit 70ul RDD
Puffer des Herstellers versetzt und vorsichtig gemischt. 80ul dieses Gemisches wurde auf die RNA
Sdule gegeben dort fiir 15 min bei Raumtemperatur belassen. Anschlieend wurden 350 pul RW1
Puffer auf die Sédule gegeben und diese flir 15 s bei 10000 rpm zentrifugiert. Es folgten ein
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Waschschritte mit 500 pul RPE Puffer des Herstellers. Nach einer Zentrifugation fiir 2 Minuten bei
10000rpm wurde die RNA mit 50ul RNase freiem Wasser von der Sdule eluiert.

4.10. Bestimmung der RNA-Menge

Um den RNA Gehalt der Probe zu bestimmen, wurde eine 1:50 Verdiinnung hergestellt und diese
im Photometer bei einer Wellenldnge von 260 nm gemessen. Um den Reinheitsgrad der Probe zu
bestimmen, wurde zusitzlich ein Quotient aus der Messung von 260/280 gebildet. Dieser sollte im
Idealfall zwischen 1,7 und 2 liegen. AuBerdem wurde die RNA zur Qualititskontrolle in einem
Agarosegel aufgetrennt. Dabei zeigten sich bei einer intakten RNA zwei prominente Banden fiir
die 18S und 28S rRNA. AuBlerdem betrug das Verhiltnis der Fluoreszenzintensitit zwischen den
beiden Banden 2:1.

Ein Teil der so gewonnenen RNA wurde bei -80°C gelagert, der andere Teil in cDNA

umgeschrieben.

4.11. Herstellung eines Agarosegels

Bei der Gelelektrophorese handelt es sich um ein biochemisches Trennverfahren, bei dem geladene
Molekiile in einem elektrischen Feld wandern. Nukleinsduren sind aufgrund ihres Zucker-
Phosphat-Riickgrats in wissriger Losung negativ geladen und wandern daher bei der
Elektrophorese zur Anode, und zwar umso langsamer, je grofer sie sind. Verwendet wurde dafiir
eine feste Gelmatrix aus Agarose. Zur Auftrennung der RNA wurde ein 2 % Gel verwendet. Die
entsprechende Mengen Agarose wurde zusammen mit 1x TBE Puffer in der Mikrowelle
aufgekocht. Das fliissige Gel wurde mit Ethidiumbromid versetzt und in eine mit Kimmen
vorbereitete Gelkammer gegossen. Nach Erkalten des Gels, wurden die aufzutrennenden Proben in
die Geltaschen pipettiert, wobei sie vor dem Auftragen mit " ihres Volumens
Bromphenolblauldsung gemischt wurden. Zur genaueren Bestimmung der Fragmentgrof3en wurden
parallel Markermolekiile aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 70 mA, bis die
Bromphenolblaufront % des Gels durchlaufen hatte. Danach konnte das Gel auf einem
Leuchtkasten mit ultraviolettem Licht ausgewertet werden. Ethidumbromid interkaliert in die DNA
und wird durch ultraviolettes Licht zur Fluoreszenz angeregt. Das Bandenmuster wurde durch ein
Photo dokumentiert. Bei einer sauberen RNA Préparation waren auf dem Gel sowohl die 18S als

auch die 28S RNA Banden deutlich zu sehen.
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4.12. Herstellung von cDNA

Zur Herstellung von cDNA wurden 4 pg RNA mit RNase freiem Wasser auf ein Volumen von 20
ul eingestellt. Anschlieend wurde die RNA mit 2 pl oligo dt Primer (10 uM) hinzugefiigt. Nach 2
min bei 70°C wurden weiter Komponenten dazugegeben.

8 ul First Strand Puffer

2 ul dNTP Mix (2,5 mM)

2 ul DTT (0,1 M)

1 ul MLV-Reverse Transkriptase (200 U/ul)

1 ul RNase Inhibitor

Dieses Gemisch wurde dann fiir 1 h bei 42°C im Thermocycler inkubiert. Nach abschlieender
Erhitzung der Probe auf 95°C konnte die so hergestellte cDNA in einer quantitativen PCR

eingesetzt werden.

4.13. Quantifizierende RT-PCR

Durch eine quantifizierende PCR kann die Transkriptionshdufigkeit eines bestimmten Gens
ermittelt werden.

Im Gegensatz zur Herstellung von c¢cDNA unter Verwendung von Zufalls- (d.h.
sequenzunspezifischer) Primer, wurde bei der darauf folgenden PCR sequenzspezifische Primer
eingesetzt, die sich aus der Sequenz des zu untersuchenden Gens ableiteten. Zur Quantifizierung
der PCR wurde der Abi Prism 7000 von der Firma Applied Biosystems verwendet. Dieser misst
die Fluoreszenz eines in die neu synthetisierten DNA Doppelstrange interkalierenden Farbstoffes.
Die emittierte Fluoreszenz wird nach jedem PCR-Zyklus (Verdoppelung der Menge an
doppelstringiger DNA) gemessen. Dieses Signal ist dabei direkt proportional zur Menge der
gebildeten DNA und steigt wie auch die Menge an DNA exponentiell bis zum Erreichen eines
Maximums an. Korreliert man nun den logarithmischen Anstieg mit dem entsprechenden Zyklus
und vergleicht mit Standards, ist eine direkte quantitative Aussage mdglich. Anhand der Menge

des PCR Produktes kann man demnach auf die Menge der eingesetzten Matrizen DNA schlie3en.
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4.14. Reaktionsansatz fiir quantitative RT-PCR
Fiir die Quantifizierung der RNA wurde als Reaktionsgefdll ein 96-Loch Format verwendet. Alle
Messungen wurden in Doppelwerten durchgefiihrt und parallel zum Zielgen auch die Menge eines

Haushaltsgens fiir jede Probe bestimmt.

Mastermix fiir 1 well:

11,325 pul Aqua dest. RNase frei 4 ul 50 % Glyzerin
2,5 ul 10x Puffer 0,75 pul 100 % DMSO
0,5 ul 25 mM MgCl, 0.375 ul Reference Dye
1 ul 20 mM dNTP working solution 2,5 ul SYBR Green
0,5 ul Primer forward 0.05 pul Taq Polymerase
0,5 ul Primer reverse

Der Mastermix wurde griindlich gemischt und je 23 pl davon in jede Bucht vorgelegt.
AnschlieBend wurden 2 pl der jeweiligen cDNA zugegeben und die Platte mit einer Plastikfolie
versiegelt. Danach wurde die Platte bei ca. 2000 rpm zentrifugiert. Das PCR-Programm richtete

sich nach dem jeweiligen Primer fiir das zu bestimmende Zielgen.

Die Ergebnisse aus der quantivizierenden RT-PCR wurden mittels der delta delta ct Methode

relativ zueinander bestimmt.

E ACP target (mean control)-(mean sample)
( target)

Ratio =
(E ) ACP ref (mean control) — (mean sample)

Dazu wurde das REST©O Software Programm: Relative Expression Software Tool; for the Relative

Expression in real —time PCR using Pair. Wise Fixed Reallocation Randomisation Test verwendet.

(Pfaffl et al., 2002)
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4.15. Primer Design

Die spezifischen Primer fiir jedes Zielgen leiteten sich von der jeweiligen Nucleotidsequenz des
Gens ab. Dazu wurde unter zur Hilfenahme der Datenbank des National Center for Biotechnology
(NCBI) die bekannte Nucleotid Sequenz fiir das Zielgen ermittelt, und unter Verwendung des
Primer Design Programms Primer Express der Firma Applied Biosystems optimale Primer
bestimmt. Diese wurden zur Absicherung ihrer Spezifitit mit den Sequenzen aller bisher bekannter
Genome verglichen (BLAST). Zusitzlich wurden alle PCR Produkte auf ein Agarosegel
aufgetragen, um mogliche unspezifische Anlagerungen auszuschlieBen. Vor Verwendung der
Primer in der Quantifizierungsreaktion wurde ihre Linearitét in verschiedenen Verdiinnungsstufen

tiberpriift und die Spezifitit mit einer Schmelzkurve abgesichert.

4.16. Statistik

Alle erhobenen Daten wurden als Mittelwerte mit Standardfehlern angegeben. Zur
Signifikanzberechnung wurde der ungepaarte Student t-Test verwendet, bei dem 2 voneinander
unabhingige Proben miteinander verglichen wurden. Als statistisch signifikant waren Werte
kleiner oder gleich 0.05. Statistisch hoch signifikant wurden Werte beschrieben, die kleiner oder

gleich 0.01 waren.
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5. Ergebnisse

5.1. Charakterisierung einer neu generierten weillen Adipozytenlinie.

Zur Untersuchung der direkten Neuropeptidwirkungen auf die Fettzellfunktionen wurden
immortalisierte braune und weifle Adipozytenlinien verwendet. Bei den braunen Zellen
handelte es sich um eine bereits etablierte und charakterisierte Linie die von Prof. Dr. med. J.
Klein erstellt wurde (Klein et al., 2002). Zusétzlich wurde eine neue weille Fettzelllinie im
Rahmen dieser Arbeit entwickelt. Vor ihrer Verwendung als Modellsystem wurde sie
funktionell charakterisiert, wobei essentielle Fetteigenschaften wie Differenzierung,

Insulinsensitivitiat und Endokrineaktivitit tiberpriift wurden.

5.1.1. Differenzierung:

Um eine vollstdndige Differenzierung der neuen weilen Zellen zu untersuchen, wurden diese,
nachdem sie konfluent gewachsen waren, fiir 24 h induziert und anschlieend iiber einen
Zeitraum von 6 Tagen kultiviert. Zur makroskopischen Untersuchung wurden die Zellen am
Tag der Induktion (Tag 0) und an den Tagen 3 und 6 mit einer fettspezifischen Oil red O
Féarbung behandelt. Die Intensitit der Rotfdarbung lieB eine Beurteilung der Fetteinlagerung
zu. Die hier verwendeten Zellen bildeten wdhrend dieser Differenzierungsphase typische
Lipidtropfen im Zytoplasma aus, die am 6. Tag nach der Induktion den gesamten

Zellinnenraum ausfiillten. Dabei waren mindestens 95 % der Zellen vollstidndig differenziert.

Abb. 1

Abb. 1: vollstindige Differenzierung der neuen weillen Zelllinie nach Induktion
Fettspezifische Oil red O Féarbung an den Tagen 0, 3 und 6. Das MaB3 der Rotféarbung gibt Aufschluss
iiber die Menge des akkumulierten Fetts. Dargestellt sind die Zellen bei einer 400x Vergréferung.
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5.1.2. Differenzierungsmarker:

Zur weiteren Uberpriifung der vollstindigen Ausreifung der neuen Zelllinie, wurden neben
der optischen Kontrolle durch eine Oil red O Farbung auch die Expression verschiedener
Differenzierungsmarker untersucht. PPAR gamma gehort zu den  wichtigsten
Transkriptionsfaktoren wéhrend der Adipogenese. Seine Expression nimmt mit zunehmender
Reifung des Adipozyten zu. Durch Western Blot Analysen wurde die PPAR gamma Menge
an den Tagen 0, 3 und 6 nach Induktion bestimmt. Dabei konnten am Tag O nur sehr geringe
Mengen detektiert werden, diese stiegen wiahrend der Reifung des Adipozyten um das 3,5

fache an und erreichten schlieBlich an Tag 6 ihren maximalen Wert.

Abb. 2A.
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Abb.2A: Nachweis des Differenzierungsmarkers PPAR gamma wihrend der Adipogenese.

Die Balkendiagramme zeigen Westernblot Analysen mit einem spezifischen PPAR gamma
Antikorper. Zusammengefasst wurden 3 unabhéngige Versuchsreihen. Oberhalb des Graphen befindet
sich eine exemplarische Abbildung des detektierten Bandenmusters.

5.1.3. Insulinsensitivitit:

Um die Insulinsensitivitit des Zellmodells zu iiberpriifen, wurde die Insulin induzierte
Glukoseaufnahme gemessen. Hierzu wurden die differenzierten Adipozyten mit 1 nM, 10 nM

oder 100 nM Insulin fiir 30 Minuten stimuliert. Schon bei einer geringen Insulinkonzentration
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war ein Anstieg der Glukoseaufnahme zu messen. Den grofiten Effekt erbrachte die

Stimulation mit einer maximalen Insulinkonzentration von 100 nM (Abb.2B ).

Abb. 2B
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Abb.2B Messung der Insulinsensitivitit. Adipozyten wurden mit unterschiedlichen
Insulinkonzentrationen behandelt. Gemessen wurde die Menge an Tritium markierter Glukose, die von
der Zelle aufgenommen wurden. Dabei erhohte eine maximale Insulinstimulation mit 100nM Insulin
die Glukoseaufnahme um 75%. Dargestellt wurden 3 unabhéngige Experimente.

5.1.4. Adipokinexpression:

Neben dem Differenzierungspotential des neuen Fettzelllinie und ihrer Insulinsensitivitét,
wurde auch die Fiahigkeit zur Expression von Adipokinen tiberpriift. Alle getesteten
Adipokine wie Leptin, Adiponektin und Visfatin konnten dabei nachgewiesen werden. Die
Literatur beschreibt negative Effekte auf die Adiponektin Expression unter P-adrenerger
Stimulation in 3T3-L1 Zellen (Fasshauer et al, 2001). Dieses etablierte murine
Zellmodellsystem wird hdufig zur Erforschung der Fettzellbiologie verwendet. Das neue
Adipozytenmodell, reagiert ebenfalls auf eine -adrenerge Stimulation durch die Reduktion
der Adiponektinmenge. Differenzierte Zellen wurden mit 100 nM CL 316,243 fiir 24 h

inkubiert und zeigten eine um 80% erniedrigte Adiponektin Expression.
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Abb. 2C.
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Abb. 2C Stimulation mit einem Agonisten fiir den p3-adrenergen Rezeptor reduziert die
Adiponectin Expression. Adipozyten wurden nach der vollstandigen Differenzierung fiir 24 h mit CL
316,243 stimuliert. Wie in der Literatur fiir weille Adipozyten beschrieben, wurde die Expression von
Adiponectin inhibiert. Dargestellt wurden 2 unabhéngige Experimente.

5.2. Nachweis des CB1 Rezeptors in Adipozyten

Essentiell flir die Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Neuropeptiden und
Fettzelle, ist die Ausbildung einer Bindungsstelle auf dem Adipozyten fiir die jeweilige
Substanz. Bekannt sind bisher die Rezeptoren der Cannabinoide, ein eindeutiger Rezeptor fiir
CART ist noch nicht identifiziert worden. Der hier verwendete Cannabinoidrezeptor Agonist
WIN 55212.2 bindet spezifisch an den Cannabinoidrezeptor 1. Dieser konnte im Adipozyten
sowohl auf RNA Ebene als auch im Western Blot detektiert werden. Zusétzlich war auch der
Nachweis des bekannten zweiten Cannabinoidrezeptors (CB2) im vorliegenden Zellmodell
moglich.

Erginzend zur RNA wurden Western Blot Analysen fiir CB1R an verschiedenen Tagen der
Differenzierung durchgefiihrt. Dabei zeigte sich eine differenzierungsabhingige Expression
des Rezeptors, die einhergeht mit einer positiven Korrelation zwischen Rezeptormenge und

Lipidakkumulation.
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Abb. 3.
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Abb. 3 Nachweis der Cannabinoid Rezeptoren 1 und 2 in braunen und weiflen Adipozyten.

Die mRNA beider Rezeptoren wurde durch PCR Analysen in Adipozyten nachgewiesen. Erginzend
dazu zeigten Rezeptoranalysen im Western Blot einen differenzierungsabhéngigen Anstieg der CB1
Rezeptorexpression.

5.3. Energieaufnahme/Lipidspeicherung:

Eine wichtige Funktion der Fettzelle ist ihre Féahigkeit Fett zu speichern. Im differenzierten
Zustand kénnen Ansammlungen von Lipidtropfen im Zytoplasma makroskopisch’, durch eine
fettspezifische Farbung, sichtbar gemacht werden. Die Fettvakuolen werden durch diese Oil
red O Féarbung als rote Tropfen in der Zelle sichtbar. Um mogliche Unterschiede im
Differenzierungsverhalten der Zellen durch CART bzw. dem CB-Agonisten WIN 55212.2
aufzudecken, wurden Zellen chronisch mit CART bzw. WIN iiber 6 Tage nach dem Ende der
24h Induktion stimuliert. Am Tag der Induktion (Tag 0) und an den Tagen 3 und 6 wurde
durch das Anférben der Zellen mit Oil red O deren Fettgehalt visualisiert. Verglichen wurden
dabei die behandelten Zellen mit unbehandelten Kontrollzellen. Die Stimulation mit 1puM

CART beeintrachtigte die Differenzierung der Fettzellen innerhalb des untersuchten
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Zeitraums nicht (Abb. 4a.). Im gleichen Zeitrahmen ebenfalls unverdndert bleibt die
Fetteinlagerung unter Behandlung mit dem CB1 Agonisten WIN 55212.2. (Abb. 4b.)

Abb. 4

a.

Kontrolle

CART

Tag 0 Tag 3 Tag 6

Kontrolle

CB
Agonist

Tag 0 Tag 3 Tag 6

Abb. 4: Einfluss von CART und WIN 5:1212.2 auf das Differenzierungsverhalten von Fettzellen.
Adipozyten wurden iiber einen Zeitraum von 6 Tagen nach Induktion chronisch mit CART (Abb. 4a)
oder WIN 55212.2 (Abb. 4b) behandelt. Weder CART noch der CB1 Agonist beeinflusste die
Ausreifung der Fettzellen und deren Fettakkumulation wie hier mit einer fettspezifischen oil red O
Féarbung dargestellt.
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5.4. Insulinvermittelte Glukoseaufnahme

Eine der klassischen Funktionen der Fettzelle ist die durch Insulin vermittelte Aufnahme und
Speicherung von Glukose. Dabei wird die {iberschiissig aufgenommene Glukose in
Triglyzeride umgewandelt. Die Glukoseaufnahme gilt als wichtiger Endpunkt der
Insulinsignalkaskade, und Verdnderungen hier wirken sich auf den Gesamtorganismus aus.
Untersucht wurde daher die Auswirkung einer Stimulation mit Neuropeptiden auf die
insulininduzierte Glukoseaufnahme. Dazu wurden differenzierte Adipozyten iiber einen
Zeitraum von 8 h mit 1 uM CART bzw. 1 uM WIN 55212.2 alleine oder zusitzlich mit 100
nM Insulin stimuliert. Die Aufnahme von *H-markierter Glukose wurde nach 4 h und 8 h
gemessen. Nach 4 h war eine maximale hochsignifikante Steigerung der Glukoseaufnahme
um 25 % unter CART Stimulation zu beobachten. Dieser fordernde Effekt durch CART war
auch nach 8 h in einem geringeren Ausmall noch zu beobachten (Abb. 5a). Um einen
deutlicheren additiven, synergistischen Effekt von CART und Insulin aufdecken zu konnen,
wurden Adipozyten mit halbmaximalen Insulinkonzentrationen stimuliert. Eine Veridnderung
in der Menge der aufgenommenen Glukose konnte dabei nicht festgestellt werden (Abb. 5b)
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Abb. 5: Effekte von CART auf die Insulin-induzierte Glukoseaufnahme.

Adipozyten wurden gleichzeitig mit CART und unterschiedlichen Insulinkonzentrationen behandelt.
Gemessen wurde die Menge an Tritium markierter Glukose, die von der Zelle aufgenommen wurden.
Dabei erhohte eine maximale Insulinstimulation mit gleichzeitiger CART Behandlung die
Glukoseaufnahme um 25 %.(a) Submaximale Insulinkonzentrationen zeigen keine Effekte (b).
Dargestellt wurden 2-4 unabhéngige Experimente. ** wenn p-Wert < 0.01, * wenn p-Wert < 0.05. zu
Basal

Keinen Effekt auf die Menge der gemessenen Glukoseaufnahme zeigte die Behandlung der
Zellen mit dem CB-Agonisten WIN 55212.2. Zwar war eine Antwort auf den Insulinstimulus
vorhanden, dieser konnte aber nicht durch die zusétzliche Gabe von WIN gesteigert oder

vermindert werden (Abb.6)
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Abb.6
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Abb. 6: Insulin-induzierte Glukoseaufnahme unter WIN 55212.2 Behandlung. Adipozyten
wurden 4 h bzw. 8 h mit WIN vorstimuliert und anschlieBend 30 min mit Insulin behandelt. Am Ende
der Insulininkubationszeit von 4 min wurden die Menge der aufgenommenen *H Glukose gemessen.
Dabei waren keine Verdnderungen durch WIN nach zuweisen. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standartfehler aus 6 unabhédngigen Messwerten.

5.5. Insulinsignalwege

Eine Anderung in der Insulin induzierten Glukoseaufnahme geht einher mit der Verinderung
des Insulinsignalweges. Daher wurden Schliisselproteine entlang der Insulinkaskade auf ihre
Verdnderungen durch die Stimulation mit CART oder dem CB-Agonisten WIN 55212.2
untersucht. Dazu wurden differenzierte Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten und
unterschiedlichen Konzentrationen mit dem jeweiligen Neuropeptid behandelt, und
anschlieBend lysiert. Proteinspezifische Antikdrper gaben nach ihrer Detektion im
Westernblot Auskunft {iber die Menge und den Phosphorylierungsgrad des jeweiligen
Schliisselproteins. Dabei signalisierte die Menge der Phosphorylierung den Grad der
Aktivierung.
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5.6. Aktivierung von Signalproteinen durch CART

5.6.1. Tyrosin-Phosphorylierung von IRS1

Nach der Bindung von Insulin an seinen Rezeptor und dessen Autophosphorylierung lagert
sich unter anderem das Insulinrezeptorsubstrat 1 an den Rezeptor an. FEine
Tyrosinphosphorylierung am IRS1 gilt als Zeichen fiir eine weitere Aktivierung der
Insulinsignalkaskade. Braune Adipozyten wurden fiir 2 min, 5 min, 10 min oder 20 min mit
einer CART Konzentration von 1 uM stimuliert. Dabei zeigte sich ein zeitabhidngiger Anstieg
der IRS1 Tyrosinphosphorylierung. Das um 50 % erhohte Signal hatte seinen Maximalwert

nach 2 Minuten und reduzierte sich nach 20 Minuten auf seinen Ausgangswert zuriick.

Abb. 7
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Abb. 7: CART vermittelt Tyrosinphosphorylierung an IRS 1. Differenzierte Adipozyten wurden
mit 1 uM CART iiber einen Zeitraum von 20 Minuten stimuliert. Dabei war nach 2 Minuten ein
maximaler Anstieg der Tyrosinphosphorylierung von 50 % zu beobachten. Das Balkendiagramm zeigt
den Mittelwert und Standardfehler aus 3 unabhingigen Messwerten. Oberhalb des Graphen befindet
sich eine exemplarische Abbildung des im Westernblot detektierten Bandenmusters.
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5.6.2. PKB Phosphorylierung:

Ein weiteres Schliisselprotein bei der Weiterleitung des Insulinsignals ist die Proteinkinase B.
Sie liegt distal vom Insulinrezeptor und des Insulinrezeptorsubstrats. Untersucht wurde das
Mal der Phosphorylierung von PKB wihrend einer akuten Stimulation mit 1 uM CART iiber
einen Zeitraum von 20 min. Bereits nach 5 Minuten war ein signifikanter Anstieg der

Phosphorylierung zu beobachten, dieser erhohte sich nach 10 Minuten um maximal 70 %

(Abb. 8).

Abb. 8 —
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Abb. 8: Erhohte PKB-Phosphorylierung durch CART-Behandlung. Nach akuter Stimulation von
differenzierten Adipozyten mit CART wurde die Phosphorylierung von PKB durch spezifische
Antikorper ermittelt. Dabei erhoht CART die PKB-Phosphorylierung maximal nach 10 min um 70 %
verglichen mit nicht behandelten Zellen. Dargestellt wird der Mittelwerte und Standardfehler aus 4
unabhingigen Messwerten. ** wenn p-Wert < 0.01, * wenn p-Wert < 0.05. im Vergleich zum
Kontrollwert. Oberhalb des Graphen befindet sich eine exemplarische Abbildung des im Westernblot
detektierten Bandenmusters.

Um zu beobachten, wie eine gleichzeitige Stimulation der Zellen mit CART und Insulin die
Phosphorylierung von PKB beeinflusst, wurden differenzierte Zellen jeweils mit CART (1
uM) oder Insulin (100 nM) alleine bzw. mit einer Kombination aus CART und Insulin
behandelt. Dabei wurde die Stimulation akut flir 5 min (Abb. 9a) oder fiir 1 h bzw. 2 h (Abb.
9b) durchgefiihrt CART alleine verdoppelt die Phosphorylierung von PKB sowohl nach
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akuter als auch nach ldngerer Stimulation. Bei alleiniger Stimulation mit Insulin wurde eine 4-
5-fach erhohte Phosphorylierung beobachtet. Im gleichen Maf3e findet sich diese verstirkte
Phosphorylierung auch bei der kombinierten Gabe von CART und Insulin. Ein synergistischer
Effekt von CART und Insulin ist nicht zu beobachten.
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Abb. 9: CART hat keinen Effekt auf die Insulin-induzierte PKB Phosphorylierung. Dargestellt
wird der Mittelwerte und Standardfehler aus 2-6 unabhéngigen Messwerten. ** wenn p-Wert < 0.01, *

wenn p-Wert < 0.05. im Vergleich zum Kontrollwert. Oberhalb des Graphen befindet sich eine
exemplarische Abbildung des im Westernblot detektierten Bandenmusters.
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5.7. Aktivierung von Signalproteinen durch den CB1 Rezeptor

Obwohl die Stimulation mit dem CB-1 Agonist WIN 55212.2 keinen Anstieg in der
Glukoseaufnahme erbrachte, wurden Verdnderungen der PKB-Phosphorylierung beobachtet.
Die Stimulation mit WIN 55212.2 erhohte die PKB-Phosphorylierung bereits nach 5 Minuten

um 40 %, nach 10 Minuten erreichte sie dann einen maximalen Anstieg um ca. 350 % ihres

Ausgangswertes (Abb.10).

Abb. 10
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Abb. 10: Erhohte PKB-Phosphorylierung durch WIN 55212.2. Nach akuter Behandlung
differenzierter Fettzellen vermehrt sich die Phosphorylierung von PKB maximal nach 10 min um
250%. Dargestellt wird der Mittelwerte und Standardfehler aus 4 unabhiangigen Messwerten. * wenn
p-Wert < 0.05. im Vergleich zum Kontrollwert. Oberhalb des Graphen befindet sich eine
exemplarische Abbildung des im Westernblot detektierten Bandenmusters.
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5.7.2. Regulation der P70S6 Kinase und GSK3 durch WIN 55212.2

Durch die Aktivierung der Proteinkinase B wurden im Verlauf der Signalweiterleitung distal
liegende Proteine ebenfalls phosphoryliert. Sowohl ein zeitabhéngiger Anstieg der p70S6
Kinase Phosphorylierung als auch eine erhohte Glykogen Synthase Kinase Phosphorylierung
war zu beobachten. Dabei wurde sowohl bei der p70S6 Kinase als auch bei der GSK3 Kinase
ein Maximalwert nach 20 Minuten detektiert. Verglichen zur nicht behandelten Kontrolle war

ein 2,9-facher (Abb. 11a) bzw. 2,8-facher (Abb. 11b) Anstieg nachzuweisen.

Abb. 11
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Abb. 11: WIN 55212.2 reguliert zeitabhiingig die Phosphorylierung der p70S6 Kinase und
Glycogen Synthase Kinase. Dargestellt wird der Mittelwert aus 5 bzw. 4 unabhidngigen Messwerten.
** wenn p-Wert < 0.01, * wenn p-Wert < 0.05. im Vergleich zum Kontrollwert. Oberhalb des
Graphen befindet sich eine exemplarische Abbildung des im Westernblot detektiert mit spezifischen
Antikorpern fiir p70S6 phospho-Threonin 389 (a) und phospho-GSK-3 Serin 219. Der Antikorper fiir
die Glykogen Synthase Kinase detektiert sowohl die GSK-3a als auch die GSK-3[3 Isoform und farbt
daher eine Doppelbande im Westernblot.

5.7.3. Aktivierung des MAP 44/42 Signalweges durch die Stimulation des CB1 Rezeptors

Neben der Signalweiterleitung iiber den Insulinrezeptor ist auch eine direkte Aktivierung der
MAP 44/42 Kinase durch den CB1 Rezeptor zu beobachten. Nach Stimulation des G-
gekoppelten 7-Transmembranrezeptors durch WIN 55212.2 wird zeitabhingig die MAP
44/42 Kinase an den Resten Threonin 202 und Tyrosin 204 phosphoryliert. Der maximale
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Anstieg zeigt sich hier nach 10 Minuten Inkubationszeit mit einer Verstarkung des Signals um

50 % gegeniiber der nicht behandelten Probe (Abb. 12).

-__“

(]
w2
<
£
N,
55 T
= 2 50
%
F 0
3 I
1S 30 -
o
=
o,
w2
o
é 50 -

0

Basal 10 min 40 min

Abb.12: Direkte Aktivierung der MAP 44/42 Kinase durch die Behandlung mit WIN 55212.2.
Differenzierte Adipozyten wurden zeitabhidngig mit einer Konzentration von 1 puM mit dem
CB1Rezeptor Agonisten behandelt. Dabei wurde die Phosphorylierung der MAP 44/42 Kinase nach
10 Minuten signifikant um 50 % erhoht. Das Balkendiagramm stellt den Mittelwert und
Standardfehler aus 5 unabhéngigen Experimenten dar. * wenn p-Wert < 0.05. im Vergleich zum
Kontrollwert. Oberhalb des Graphen befindet sich eine exemplarische Abbildung des im Western Blot
detektierten Bandenmusters.

5.8. Energieabgabe

Neben der Lipidspeicherung zdhlt auch die Lipidabgabe zu den klassischen Funktionen des
Fettgewebes. Dabei kann das braune Fettgewebe eine ganz besondere Form der
Energicabgabe leisten. Durch die Expression eines besonderen Proteins, dem Uncoupling
Protein (UCP) wird die Atmungskette in den Mitochondrien entkoppelt, so dass die
entstechende Energie nicht in ATP umgewandelt und gespeichert, sondern als Wérme
freigesetzt wird. Um eine mogliche Verdnderung der Thermogenese durch die verwendeten
Neuropeptide zu sehen, wurden Adipozyten iiber einen Zeitraum von 8 h mit CART (1 uM)
oder dem CB1 Agonisten WIN 55212.2 (1 uM) stimuliert. Nach anschlieBender Zelllyse und
RNA Isolation wurde durch relative Quantifizierung die mRNA Menge von UCP-1 bestimmt.
Eine Behandlung mit CART zeigte nach 8 h eine maximal erhéhte UCP-1 Expression um 30
% an. (Abb. 13)
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Abb. 13: CART erhoht die mRNA-Expression von UCP1. Nach der Stimulation von differenzierten
Adipozyten mit 1 pM CART erhohte sich die UCP-1 mRNA Menge nach 8 h signifikant um 30 %.
Das Balkendiagramm gibt den Mittelwert und den Standardfehler aus 4 unabhéngigen Versuchsreihen
wieder. ** wenn p-Wert < 0.01. im Vergleich zum Kontrollwert.

Wihrend das anorexigen wirkende CART die Menge von UCP-1 in Adipozyten positiv
beeinflusst, ist durch die Behandlung mit dem orexigen wirkenden CB1 Rezeptor Agonisten
WIN 55212.2 ein Riickgang der UCP-1 mRNA Expression zu beobachten. Auch hier wurden
die differenzierten Zellen iiber einen Zeitraum von 8 h mit WIN 55212.2 behandelt. Bereits
nach 4 Stunden war ein 40 % der UCP-1 mRNA Menge nachzuweisen (Abb. 14)
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Abb. 14
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Abb. 14: WIN 55212.2 hat einen direkten Einfluss auf die RNA-Expression von UCP-1 in
Adipozyten. Nach 4 Stunden Inkubation mit dem CB1 Rezeptor Agonisten verminderte sich die
mRNA Expression von UCP-1 um 40 %. Dargestellt ist der Mittelwert und Standardfehler aus 5
unabhéngigen Messungen. ** wenn p-Wert < 0.01. im Vergleich zum Kontrollwert.

Da eine Verdnderung der mRNA Expression nicht immer einhergeht mit der Translation der
RNA in das entsprechende Protein, wurde auch die UCP-1 Proteinmenge im Westerblot

bestimmt. Dabei unterstrichen die so erhobenen Proteindaten die Ergebnisse der mRNA

Expressionsanalyse.
Auch hier wurden differenzierte Adipozyten fiir 4 bzw. 8 Stunden mit CART behandelt. Die

UCP-1 Menge stieg dabei zeitabhdngig an und erreichte nach 8 h eine um 1,9 fach erhdhte

Proteinexpression (Abb. 15).

57



Ergebnisse

Abb. 15
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Abb. 15: CART erhoht zeitabhéngig die Expression von UCP1. Braune differenzierte Adipozyten
wurden iiber die angegebenen Zeitraume mit 1 pM CART behandelt. Durch einen Westernblot wurde
spezifisch die Menge von UCP-1 detektiert. Dargestellt wird der Mittelwerte und Standardfehler aus 5
unabhéngigen Messwerten. * wenn p-Wert < 0.05 ** wenn p-Wert < 0.01 im Vergleich zum
Kontrollwert. Oberhalb des Graphen befindet sich eine exemplarische Abbildung des im Westernblot
detektierten Bandenmusters.

Auch die Verdanderungen der UCP-1 Proteinmenge unter entweder 100 nM oder 1 uM WIN
55212.2 Behandlung, unterstiitzte die RNA Expressionsverdnderungen. Dabei war eine.
signifikante Reduktion des UCP-1 Proteins bereits nach 2 h sichtbar. Die maximale
Reduktion um 50% gegeniiber den nicht behandelten Kontrollzellen wurde nach 4 h detektiert
(Abb.15)

Abb. 16
"F ——
120 A
=
‘S S 100 A wk
= ©n
e s
~ A *k
~ 5 T %
O X
D ~

60 - T T T

40

20 o

Basal 100 nM 1 uM 100 nM 1 uM
2h 4h

Abb. 16: WIN 55212.2 reduziert die UCP-1 Menge bei einer Konzentration von 100 nM nach 2 h
um 20 %. Verstirkt werden konnte dieser Effekt durch die Erhhung der WIN Konzentration auf 1
uM. Die Verminderung der UCP-1 Menge betrug hier nach 2 h sogar 50 %. Das Balkendiagramm
stellt den Mittelwert und Standardfehler aus 4 unabhéngigen Messwerten dar. ** wenn p-Wert < 0.01,
* wenn p-Wert < 0.05. im Vergleich zum Kontrollwert. Oberhalb des Graphen befindet sich eine
exemplarische Abbildung des im Westernblot detektierten Bandenmusters.
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5.9. Endokrine Aktivitit

Eine neu entdeckte Funktion der Fettzelle ist die Sekretion von Botenstoffen, den
sogenannten Adipokinen. Diese Substanzen werden ausschlielich von Fettzellen gebildet
und sezerniert. Adipokine greifen in multiple metabolische Kreisldufe ein. Werden ihre
Expressionsmuster durch den Einfluss der verwendeten Neuropeptide verdndert, kann das

weitreichende Konsequenzen auf den gesamten Organismus haben.

5.9.1. Adiponektinexpression

Ein wichtiger Regulator des Lipid- und Glukosestoffwechsels ist Adiponektin. Adiponektin
gilt als endogener Insulinsensitizer. Niedrige Adiponektin Spiegel stehen fiir ein erhohtes
Risiko an Typ II Diabetes zu erkranken.

Fiir die Bestimmung der Adiponektin RNA Expression unter CART Stimulation wurden
braune Adipozyten mit 10 nM, 100 nM oder 1 uM CART fiir 8 h stimuliert. Bei
anschlieBender relativer Quantifizierung konnte bei keiner Konzentration ein Unterschied im
Expressionsmuster festgestellt werden (Abb.17). Auch eine Stimulation mit 1 uM CART iiber
einen Zeitraum von 2 h, 4 h, 8 h und 24 h beeinflusste die Menge der Adiponektin RNA nicht
(Daten werden nicht gezeigt).

Abb. 17
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Abb. 17: CART hat keinen Einfluss auf die Expression von Adiponektin. Im Balkendiagramm
dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler aus 4 unabhéngigen Messwerten.
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Zur Bestimmung von Verdnderungen des Adiponektin RNA Expressionsmuster bei der
Stimulation mit dem CB Agonist WIN 55212.2, wurden Adipozyten fiir 2 h mit 100 nM WIN
behandelt. Dabei zeigte sich ein Riickgang der Adiponektin RNA Expression um 30 %
gegeniiber den nicht behandelten Kontrollzellen (Abb. 18).

Abb. 18
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Abb. 18: WIN 55212.2 reduziert die Adiponektin RNA Expression. Adipozyten wurden fiir 2 h mit
WIN 55212.2 in einer Konzentration von 100 nM stimuliert. Dabei war ein Riickgang der Adiponektin
RNA Expression um 30 % nachzuweisen. Dargestellt wird der Mittelwerte und Standardfehler aus 4
unabhédngigen Messwerten. * wenn p-Wert < 0.05, im Vergleich zum Kontrollwert.

5.9.2. Visfatin-Expression

Visfatin gehort zu den Adipokinen, die vor allem im viszeralen Fettgewebe exprimiert
werden. Dabei wird ihm ein Insulinmimetischer Effekt zugeschrieben. Obwohl es eine andere
Bindungsstelle als Insulin hat, nutzt es dessen Rezeptor und Signalwege. In vitro steigert
Visfatin die Glukoseaufnahme in Fett und Muskelzellen, verhindert dabei auch die
Glukosefreisetzung in der Leber.

Eine quantitative Untersuchung der Visfatin RNA Expression in differenzierten Adipozyten
die mit 100 nM CART diiber 4 h bzw. 8 h stimuliert wurden, zeigte keinen Unterschied im
Vergleich zu nicht behandelten Konrollzellen (Abb. 19A.).
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Abb. 19A.
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Abb. 19: WIN 55212.2 steigert die Visfatin RNA-Expression. Differenzierte Zellen wurden iiber
einen Zeitraum von 8 h mit CART oder WIN stimuliert. Dabei hatte die CART Behandlung keinen
Effekt auf die Visfatin Expression. Dagegen war ein transienter maximaler Anstieg von 60 % nach
bereits 2 Stunden durch eine Stimulation mit WIN 55212.2 zu messen. Dargestellt wurde der
Mittelwert und Standardfehler aus 3 unabhidngigen Versuchsdurchfiihrungen. * wenn p-Wert < 0.05
im Vergleich zum Kontrollwert.

Zur Untersuchen der Visfatin RNA Expression unter Stimulation mit dem CB-Agonisten
WIN 55212.2 wurden differenzierte Zellen fiir 2, 4 oder 8 h mit 100 nM WIN inkubiert. Die
anschliefende quantitative Analyse der RNA Menge zeigte eine um 60 % gesteigerte
Expression von Visfatin-RNA, gegeniiber nicht behandelten Kontrollzellen, bereits nach 2 h.
Im weiteren Zeitverlauf reduzierte sich dieser Effekt und war nach 8 Stunden nicht mehr

detektierbar (Abb. 19B).
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5.9.3. Leptin Expression

Leptin ist eines der ersten und auch wichtigsten Adipokine, die entdeckt wurden. Da bekannt
ist, dass es eine wichtige Rolle bei der Nahrungsregulation spielt und ferner seine Wirkung
nicht nur Uber das Fettgewebe sondern auch zentral nervés ausiibt, wurden die
Expressionsmuster von Leptin unter CART und WIN 55212.2 Stimulation gemessen. Dazu
wurden differenzierte Adipozyten mit CART Konzentrationen von 10 nM, 100 nM und 1 pM
iiber einen Zeitraum von 8 h inkubiert. Die anschlieende relative Quantifizierung zeigte, dass
bei einer Konzentration von 1 uM die Leptin Expression um 50 % gesteigert wurde. Dieser
Effekt war dosisabhidngig, und ein Trend zur Expressionssteigerung war schon bei einer
Konzentration von 10 nM zu beobachten (Abb. 20).

Doch nicht nur CART zeigt einen Einfluss auf die Leptinexpression. Parallel wurden
differenzierte Fettzellen fiir 2-8 Stunden mit dem CBI1 Rezeptor Agonisten WIN 55212.2
behandelt. Die eingesetzte Endkonzentration betrug 1 uM. Nach relativer Quantifizierung
ergaben die Messwerte eine um 40 % reduzierte Leptin mRNA Expression nach 4 Stunden.
Diese Reduktion war zeitabhéngig und nach 8 Stunden nicht mehr zu messen. (Abb. 21)

Abb. 20.
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Fig. 20: CART verstirkt die Leptinexpression. Differenzierte Zellen wurden fiir 8 h mit CART
Konzentrationen von 10 nM, 100 nM oder 1 pM behandelt. Dabei zeigte sich eine dosisabhéngige
Steigerung der Leptin mRNA Expression, die ihr Maximum bei einer Konzentration von 1 uM hat.
Dargestellt werden dir Mittelwerte und Standardfehler aus 5 unabhéngigen Messwerten. * wenn p-
Wert < 0.05 im Vergleich zum Kontrollwert.

62



Ergebnisse

Abb. 21
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Fig. 21: WIN 55212.2 wirkt sich negativ auf die Leptinexpression aus. Die Stimulation der Zellen
mit einer Konzentration von 1 uM WIN 55212.2 bewirkte eine Reduktion der Leptin Expression um
40 % nach 4 h. Dargestellt werden die Mittelwerte und Standardfehler aus 5 unabhingigen
Messwerten. ok wenn p-Wert<0.01, im Vergleich zum Kontrollwert.
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6. Diskussion

Adipositas ist eine Stoffwechselstorung, die aus einem Ungleichgewicht zwischen
Energieaufnahme und Energieabgabe resultiert. Damit verbunden ist ein erhdhtes Risiko,
Insulinresistenz oder Diabetes zu entwickeln, welche zusammen mit kardiovaskuldren
Erkrankungen als Hauptkomponenten des metabolischen Syndroms angesehen werden. Uber
die genauen Mechanismen der Dysregulation des Energiestoffwechsels ist noch wenig
bekannt. Die Erforschung des Fettgewebshormon Leptin hat allerdings verdeutlicht, dass ein
komplexes Netzwerk von Regelkreisen zwischen der Peripherie und dem zentralen
Nervensystem die Steuerung des Energiegleichgewichtes bewirkt. Der Hypothalamus ist
dabei als Synthese und Ausschiittungsort stoffwechselregulierender Neurotransmitter und
Neuropeptide ein wichtiges Regulationszentrum. So werden im hypothalamischen Nucleus
Arcuatus durch Leptin orexigen oder anorexigen wirkende Neuropeptide stimuliert, die
ihrerseits auf nachgeordnete hypothalamische Kerngebiete einwirken. Mit diesen
Melanokortinen wird der Cannabinoid Rezeptor CB1 koexprimiert. Beobachtungen an
Menschen und Miusen haben bewiesen, dass auch das Cannabinoidsystem als essenzieller
endogener Regulator der Energichomdostase anzusehen ist. Dabei werden neben der zentralen
Steuerung auch periphere Effekte postuliert. So verlieren CB1 knockout Miuse trotz
Aufnahme gleicher Nahrungsmengen, signifikant an Korpergewicht. Einen Beweis fiir direkte
periphere Effekte des Cannabinoidsystems auf die Energiehomdostase liefern die Ergebnisse
dieser Arbeit. Dabei ist das Fundament der Untersuchungen die Rezeptorexpression beider,
aus dem Hypothalamus stammender Systeme (Melanokortin-und Endocannabinoides System)
in Adipozyten.

Das Cocain-and-Amphetamine-Related Transcript (CART) sowie der Agonisten fiir den
Cannabinoiden Rezeptor (WIN 55212.2) wurden dabei als Modellsubstanzen verwendet.
Aufgrund ihrer unterschiedlichen Wirkungen als orexigenen bzw. anorexigene Substanzen
boten sie die Moglichkeit, im gleichen Zellmodell unter gleichen Bedingungen ganz
unterschiedliche  Zellreaktionen hervorzurufen und dadurch die Bandbreite der
Kommunikation zwischen zentralem Nervensystem und dem Fettgewebe zu verdeutlichen. Zu
beobachten waren dabei sowohl Verdnderungen in den klassischen Fettzellfunktionen wie

Lipidspeicherung und Energieabgabe als auch Einfliisse auf die Adipokinexpression.

64



Diskussion

6.1. Zellmodell

Bei dem verwendeten Fettzellmodell handelt es sich um eine von Herrn Prof. Dr. med. J.
Klein etablierte braune Fettzelllinie, die alle wichtigen Merkmale einer priméren Fettzelle wie
Insulinsensitivitdt, Thermogenese und endokrine Aktivitit zeigt (Klein et al., 2002).
Zusitzlich zu dieser braunen Fettzelllinie wurden auch Untersuchungen in weiflen Fettzellen
durchgefiihrt. Hierzu wurde eine neue Fettzelllinie generiert, die nach dem Vorbild der
braunen Linie, ebenfalls durch das SV40 T Antigen immortalisiert wurde. Diese
immortalisierten weiflen Prdadipozyten lieBen sich, wie auch die braunen Zellen, durch die
Zugabe verschiedener Stimuli (sieche Material und Methoden) in Adipozyten differenzieren.
Die Bildung von weillem Fettgewebe in der Maus beginnt bereits im Embryo. Nach der
Geburt kommt es noch einmal zu einer drastischen Steigerung sowohl der Adipozytenzahl als
auch ihrer Grofle. Mit zunehmendem Alter der Maus nimmt allerdings die
Proliferationsfdhigkeit der Zelle ab. Zwar sind auch bei alten Méusen im Fettgewebe Marker
der frithen Differenzierungsphase nachzuweisen, dort aber nur in geringeren Mengen. Sowohl
das Proliferierungs- als auch das Differenzierungspotential dieser Zellen ist verringert
(Gregoire et al., 1998). Um eine Zelllinie mit mdglichst hohem Proliferierungs bzw.
Differenzierungspotentials zu gewinnen, wurden die Zellen zur Generierung der neuen Linie
sechs Tage alten Méusen entnommen. Dazu wurde subkutanes Fett aus der Leistengegend
verwendet. Eine anschlieBende Charakterisierung der neuen Zelllinie zeigte, dass auch sie
sensitiv auf Insulin reagiert, Adipokine exprimiert und sich vollstdndig differenzieren lieB3.

Als einen weiteren Beweis filir die Validitdt dieses Modells, sind die Ergebnisse dieser Arbeit
zu werten. Die zwei, in ihrer Wirkung voéllig kontridren Neuropeptide, rufen in den
verwendeten Adipozyten unterschiedliche, oftmals sogar gegenldufige Zellantworten aus. So
bewirkt CART als anorexigene Substanz eine erhohte Thermogenese, also Energieabgabe,
wohin gegen WIN 55212.2 in den Fettzellen eine Verminderung der Thermogenese
hervorruft. Die verwendeten Zellen reagieren somit selektiv auf die gegebene Stimulation.
Der Vorteil in der Verwendung eines Zelllinienmodells gegeniiber Primérzellen liegt vor
allem in der stdndigen Verfiigbarkeit der Zellen. Sie sind nicht durch andere Zellpopulationen
verunreinigt und ermoglichen eine standardisierte Versuchsdurchfiihrung. Aufgrund ihrer
genauen Charakterisierung ist es zudem moglich, gezielt in den Differenzierungsprozess
einzugreifen und diesen zu beurteilen. Aullerdem sind die beobachteten Effekte direkt, also

ohne sekundire Beeinflussungen und Wechselwirkungen zu bewerten.
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6.2. Neuropeptide und Fettzelldifferenzierung

Eine der wichtigsten Eigenschaften von Fettzellen ist ihre Féhigkeit, Lipide einzulagern. Die
Speicherung von Energie in Form von Triglyzeriden geht einher mit einer morphologischen
sowie proteinchemischen Verdnderung der Fettzelle. Die fibroblastendhnliche Struktur des
Praadipozyten rundet im Laufe der Adipogenese ab, und Lipidtropfen lagern sich im
Zytoplasma der Zelle ein. Zusétzlich beginnt die Zelle, fettspezifische Marker zu exprimieren.
Viele der in dieser Arbeit untersuchten Endpunkte in der Adipozytenfunktion wie z.B. die
Glukoseaufnahme, aber auch die Expression von Adipokinen ist abhingig vom Mal} der
Differenzierung. Die Differenzierung von Adipozyten ist ein komplexes Zusammenspiel
vieler Faktoren, die zu bestimmen Zeiten der Adipozyten-Reifung aktiviert oder supprimiert

werden miissen.

Adipogenese
Kontakt Finaler
Inhibition Wachstums
Stopp
Exponentielles Konfluenz Klonale Ausbildung des Adipozyten Phanotyps
Wachstum ’ I expansion )
| | | | | >
Tage -2 0 2 4 6 8

Friihe Phase Intermediare Phase Spate Phase

Abbildung 4. Ubersicht iiber den Ablauf der Adipogenese.

Inwieweit die untersuchten Neuropeptide Einfluss auf die Fettzelldifferenzierung haben, war
bislang nicht bekannt. Beobachtungen an Mausen, die keinen Cannabinoid-Rezeptor
exprimieren, haben gezeigt, dass diese Tiere im Vergleich zu gleichaltrigen Kontrolltieren

nach der Geburt weniger Fettmasse haben und auch im Laufe ihrer Entwicklung bei normaler
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Nahrungsaufnahme stets diinner bleiben. Selbst unter einer high fat diet werden diese Tiere
nicht {ibergewichtig (Ravinet Trillou et al.,, 2004). Diese Beobachtungen legen nahe
anzunehmen, dass die Stimulation der Cannabinoidrezeptoren zu einer Verdnderung im
Differenzierungsverhalten der Zellen fiihrt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten
allerdings zeigen, dass die Behandlung der Zellen in ihrer Differenzierungsphase mit dem CB
Agonist WIN 55212.2 keine Verdnderung auf die Fettakkumulation hervorruft. Obwohl die
Zellen mit hohen CB1R Agonist Konzentrationen chronisch iiber den gesamten Verlauf der
Differenzierung behandelt wurden, ist kein Unterschied im Grad der Proliferierung oder in
der Menge des eingelagerten Fettes in die Zellen zu beobachten.

Parallel durchgefiihrte Untersuchungen mit CART konnten ebenfalls keinen Einfluss auf die
Fettzelldifferenzierung nehmen. Obwohl auch hier bekannt ist, dass weibliche CART-
defiziente Méause, verglichen mit geeigneten Kontrolltieren, unter einer ,, high fat diet” mehr
Nahrung aufnehmen, groBere Fettdepots anlegen und auch signifikant an Korpergewicht
zunehmen (Asnicar et al., 2001), ist diese Verdanderung ,,in vitro ““ nicht nachzuweisen.

Eine mogliche Erkldrung fiir diese kontrire Beobachtung ist sicherlich in den
unterschiedlichen und nicht immer vergleichbaren Situationen in vivo und in vitro zu suchen.
Natiirlich hat das Zusammenspiel vieler Faktoren im Organismus Einfluss auf das
Differenzierungsverhalten der Zelle, welches in einem isolierten System wie einer kultivierten
Zelllinie nicht gegeben ist. Hinzu kommt, dass der Zeitrahmen einer Neuropeptidbehandlung
eine wichtige Rolle spielen kann. Die hier untersuchten Zellen waren vollstdndig konfluent
und wurden mit Induktion auch WIN bzw. CART behandelt. Im Stadium der
Differenzierungsphase war demnach kein Einfluss der verwendeten Substanzen zu sehen.
Anders dagegen in Prdadipozyten. Di Marzo ef al. beschrieben einen Einfluss von
Endocannabinoide auf die Praadipozytenproliferation (Matias und Di Marzo, 2007). Ebenso
zeigten Untersuchungen, dass Rimonabant, ein Cannabinoidrezeptor-Antagonist, die
Zellproliferation in 3T3 L1 Zellen inhibiert (Gary-Bobo et al., 2006). Ein Einfluss auf die
Proliferation der Prdadipozyten ist demnach moglich. In der Differenzierungsphase hat, wie
hier gezeigt, das Endocannabinoidsystem dann jedoch keinen Einfluss mehr auf die
Fetteinlagerung.

Ein wichtiger Stimulus fiir die Differenzierung ist Insulin (Gregoire et al., 1998). Die hier
verwendete Insulinkonzentration ist so gewihlt, dass sie optimal die Differenzierung
unterstiitzt und die maximale Fetteinlagerung bewirkt. Geringe
Differenzierungsveranderungen durch die verwendeten Neuropeptide konnten daher vielleicht

iiberlagert werden.
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Ein direkter Effekt der verwendeten Neuropeptide auf die Fettzelldifferenzierung ist unter den

hier gewihlten Bedingungen nicht beobachtet worden.

6.3. Insulinsensitivitit

Ein klassischer biologischer Endpunkt der Insulinsignalkaskade ist die Glukoseaufnahme. Die
Glukoseaufnahme wird im Fettgewebe iiber das Transportermolekiill Glut 4 vermittelt,
welches als Antwort auf die Insulinstimulation aus dem Zytosol in die Membran transloziert.
Wird dieses Transportermolekiil zerstort, kommt es zum Auftreten einer systemischen
Insulinresistenz (Abel et al., 2001). Verdnderungen in der Glukoseaufnahme haben demnach
betrachtliche Auswirkungen auf den gesamten Organismus. Wie die hier vorgestellten
Untersuchungen mit dem Neuropeptid CART zeigen, bewirkt eine Stimulation der Zellen
tiber einen Zeitraum von 8 Stunden eine Verstirkung der Insulin induzierten
Glukoseaufnahme. Dies scheint auf den ersten Blick verwunderlich, da es sich bei CART um
eine anorexigen wirkende Substanz handelt. Eine mogliche Erklarung dafiir ist eine andere
Wirkung von CART auf die braune Fettzelle. Durch eine erhdhte Thermogenese-Aktivitit
wihrend einer CART Stimulation, wird Energie in Form von Wérme abgegeben. Dieser
Prozess erfordert seinerseits wiederum eine Zufuhr von neuer Energie. Um diesen
,Brennstoff bereitzustellen, erhoht die Zelle ihre Glukosesaufnahme. Vom biologischen
Standpunkt aus konnte die erhdhte Insulinsensitivitit der Zellen, gemessen an ihrer
gesteigerten Glukoseaufnahme, notig sein, um die Energie fiir eine vermehrte Thermogenese
bereit zustellen. Untersuchungen mit dem Cannabinoidrezeptor-Agonisten WIN 55212.2
dagegen zeigten keine Unterschiede in der Aufnahme von Glukose, verglichen mit nicht
behandelten Kontrollzellen. Obwohl Endocannabinoide die Nahrungsaufnahme steigern,
spiegelt sich diese Beobachtung nicht in der Menge der aufgenommenen Glukose wieder.
Interessanterweise ist die Thermogenese bei WIN behandelten Zellen reduziert. Vermehrte
Glukoseaufnahme zur Bereitstellung von Energie ist demnach nicht notwendig. Physiologisch
kann Ubergewicht natiirlich nicht nur durch die Aufnahme von zu viel Nahrung entstehen,

sondern auch bei gleich bleibender Nahrungszufuhr, aber verminderte Energieabgabe.
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6.4. Signalweiterleitung

Die Stimulation mit CART fiihrt, wie oben beschrieben, zu einer vermehrten Aufnahme von
Glukose. Voraussetzung dafiir ist die Aktivierung von Schliisselproteinen der
Insulinsignalkaskade. Eine akute Insulinstimulation sorgt fiir eine Translokation des
Glukosetransporters 4 aus intrazelluldren Kompartimenten zur Plasmamembran.

Durch seine intrinsische Rezeptor-Kinase-Aktivitdit kann der Insulinrezeptor, nach
Insulinanlagerung autophosphorylieren. Nachfolgend werden weiter Signalproteine wie z. B.
die Insulinrezeptorsubstrate 1 und 2 gebunden und phosphoryliert. Eine
Tyrosinphosphorylierung am IRS-1 gilt dabei als Zeichen fiir eine weitere Aktivierung der
Insulinsignalkaskade.

Die Stimulation mit CART erhoht genau diese Tyrosinphosphorylierung am
Insulinrezeptorsubstrat 1. Durch welches Signal die Phosphorylierung von IRS1 vermittelt
wird, bleibt dabei allerdings ungeklédrt, da es bisher noch nicht gelungen ist, einen
spezifischen Rezeptor fir CART zu ermitteln. Bekannt ist aber, dass dieses Signal zur
Phosphorylierung nicht nur vom Insulinrezeptor ausgehen muss, sondern dass auch andere
Stoffe wie z.B. Wachstumsfaktoren aktivierend wirken. CART bedient sich demnach der
Insulinsignalwege zur Weiterleitung seines Signals. Distal vom Insulinrezeptor und der
Insulinrezeptorsubstrate liegt ein weiteres Schliisselmolekiil der Insulinsignalweiterleitung.
Die Proteinkinase B (AKT). Thre Phosphorylierung gilt als ein klassischer Weg die
insulininduzierte Glukoseaufnahme zu initiieren (Hernandez et al., 2001). Auch hier konnte
gezeigt werden, dass eine akute Stimulation mit CART die AKT-Phosphorylierung erhdht
und damit eine direkte Signalweiterleitung auf dem Insulinsignalweg fordert. Obwohl AKT
als wichtiger Bestandteil der Insulinsignalweiterleitung gefestigt ist, ist seine Rolle fiir die
Glukoseaufnahme kontrovers. Experimente mit einer dominant negativen AKT Mutante,
zeigten entweder eine Inhibierung der Insulin induzierten GLUT4 Translokation oder aber
hatten gar keinen Effekt (Kitamura et al., 1998).

Da also die Rolle von AKT in der Insulin-induzierten Glukoseaufnahme noch nicht
abschlieBend geklért ist, wurde zusétzlich untersucht, ob ein gleichzeitiger Stimulus mit
CART und Insulin die Phosphorylierung von AKT noch verstirken kann. Dazu wurden die
Zellen nicht nur akut sondern auch chronisch mit beiden Substanzen gleichzeitig behandelt.
Um einen direkten Vergleich zu den erhobenen Glukoseaufnahmedaten fithren zu kénnen,
wurden die Zellen chronisch fiir 1 oder 2 Stunden mit CART und Insulin stimuliert. Dabei

konnte allerdings kein synergistischer Effekt von CART und Insulin auf die AKT
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Phosphorylierung gefunden werden. Ein moglicher Grund fiir diese Beobachtung konnte
sicherlich bei der verwendeten Insulinkonzentration zu suchen sein. Die Zellen wurden mit
einer Konzentration von 100 nM Insulin stimuliert. Da die Zellen bei dieser Konzentration
eine maximale Antwort geben, konnten geringfiigige Unterschiede bei der Stimulation mit
beiden Substanzen iiberlagert werden. Weiterhin ist es moglich, dass die beobachteten
Verdnderungen der Glukoseaufnahme durch einen alternativen, von AKT unabhédngigen Weg
vermittelt werden. Wie bekannt ist, konvergiert der Signalweg zur Glukoseaufnahme oberhalb
von Akt. Dabei sind alternative Wege iiber Signalmolekiile wie PDK1, PKC lambda und c-cbl
beschrieben worden, die ihrerseits Einfluss auf die GLUT 4 Transporter nehmen.

Dass die Aktivierung von AKT nicht notwendig mit der Vermittlung der Glukoseaufnahme
verkniipft ist, zeigen die Stimulationen von Adipozyten mit dem Cannabinoidrezeptor
Agonisten WIN 55212.2. Obwohl die Glukoseaufnahme nicht verdndert ist, findet sich eine
erhohte AKT Phosphorylierung. Akt ist ein wichtiges Signalprotein innerhalb des
Insulinsignalweges mit Einfluss auf multiple Endpunkte wie z.B. die Proteinsynthese. Bei
dem Cannabinoidrezeptor 1 handelt es sich um einen G-Protein gekoppelten Rezeptor, der
bevorzugt an Gi Proteine bindet (Lauckner et al., 2005). Dabei kommt es, wie auch die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, nicht nur zu einer direkten Aktivierung des p44/42 MAP
Kinase Signalweges (Bouaboula et al., 1995), sondern auch zu einer Transaktivierung von
Tyrosinkinase Rezeptoren, vermittelt iiber die Phospholipase C (Lauckner et al., 2005). Dabei
wird sowohl AKT (Galve-Roperh et al., 2002; Gavi et al., 2006) aktiviert als auch distal
gelegene Signalproteine wie p70S6 und GSK 3. Als Endpunkt dieses Signalweges steht die
Verdanderung der Translation und Transkription der Zelle. Eine Aktivierung von AKT muss

also nicht immer einhergehen mit einer Verdnderung der Glukoseaufnahme.
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Abbildung 5: . Transaktivierung von Tyrosinkinase-Rezeptoren durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren.

6.5. Energieabgabe/ Energichaushalt

Neben der Aufnahme und Speicherung von Energie ist eine weitere Funktion der Fettzelle die
Abgabe von Energie. Eine besondere Form der Energieabgabe, die exklusiv von braunen
Adipozyten vermittelt wird, ist die Thermogenese. Hier wird die Energie nicht in Form von
ATP dem Organismus zur Verfligung gestellt, sondern in Form von Wirme abgegeben. Das
Schliisselprotein fiir die Vermittlung dieses Prozesses ist das uncoupling protein-1 (UCP-1).
UCP-1 oder auch Thermogenin liegt in der inneren Mitochondrienmembran und bildet einen
Nebenweg fiir den Protonenfluss vom Zytosol zur Matrix (Nicholls und Locke, 1984).
Dadurch wird die protonenmotorische Kraft an der inneren Mitochondrienmembran zerstort.
Der Elektronentransport von NADH zum O, verlduft zwar normal, die mitochondriale
ATPase erzeugt jedoch kein ATP. Die Thermogenese ist demnach ein potentieller Regulator

fiir die Energichomdostase.
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Wie erwartet, sind die Wirkungen der beiden verwendeten Neuropeptide auf die braunen
Adipozyten vollkommen unterschiedlich. Wahrend CART die Expression von UCP-1 sowohl
auf RNA Ebene als auch auf Proteinebene verstérkt, findet sich bei dem Cannabinoidrezeptor
Agonist WIN 55212.2 eine drastische Reduktion der UCP-1 Protein und RNA Menge. Diese
Beobachtungen stehen im Einklang mit den in der Literatur beschriebenen Funktionen der
Neuropeptide. CART wirkt im zentralen Nervensystem orexigen, d.h. appetithemmend und
fordert somit eine negative Energiebilanz im Organismus. Die erhobenen Daten zeigen, dass
CART direkt und peripher die Energieabgabe durch die Erh6hung der Thermogenese steigert.
Dabei konnte es sich um eine Erginzung zur zentralnervosen Wirkung handeln. Uber das
sympathische =~ Nervensystem  vermittelt diese ebenfalls eine  Steigerung der
Thermogeneseaktivitit (Kong et al, 2003) und sorgt somit ihrerseits fiir eine negative
Energiebilanz. Untersuchungen an Méusen haben gezeigt, dass nach einer Injektion von
CART in die arcuate- (Kong et al 2002) und paraventrikuliren Nuclei (Wang et al., 2000)
die UCP-1 Expression gesteigert ist. Die hier gezeigten Untersuchungen komplementieren
diese Ergebnisse durch einen zusitzlichen direkten Effekt von CART auf das braune
Fettgewebe. Im Gegensatz dazu sind die Proteinmengen und RNA Expressionsmuster von
UCP-1 durch die Behandlung mit dem CB1-Agonisten WIN 55121.2 stark vermindert. Auch
diese Beobachtungen lassen sich in einen physiologischen Kontext einordnen. Bereits 1975
wurde von Abel berichtet, dass die Einnahme von Cannabis Einfluss auf die
Nahrungsaufnahme hat (Abel, 1975). Bis heute sind zahlreiche Studien erhoben worden, die
sowohl an Méusen, aber auch an Menschen zeigen, dass Cannabinoide vor allem die Lust auf
wohlschmeckende Nahrungsmittel erhéht (Di Marzo et al., 2005). Auch Ratten, deren CB-1
Rezeptoren stimuliert wurden, aflen weit iber ihren Séttigungspunkt hinaus.
Interessanterweise sind auch besonders hohe Endocannabinoidkonzentrationen in der
Muttermilch zu finden. Sie gelten als wichtiger Stimulus fiir das Saugen des Neugeborenen.
Eine selektive Blockade der CB1 Rezeptoren in Méusen am ersten Tag nach der Geburt
verhindert die Nahrungsaufnahme und fiihrt zum Tod dieser Tiere (Fride ef al., 2001; Fride et
al., 2003). Endocannabinoide sorgen dafiir, dass die Energieaufnahme und Speicherung
favorisiert wird, also eine positive Energiebilanz aufgebaut wird. Zur Unterstiitzung wird
gleichzeitig die Energieabgabe, durch Inhibierung der Thermogeneseaktivitét, vermindert.

Vermittelt wird die Thermogenese durch die hohe Anzahl an Mitochondrien in braunem Fett.
Neuste Untersuchungen zeigen, dass die Behandlung mit dem selektiven CBI-
Rezeptorantagonisten Rimonabant die Expression von NADH-Ubiquinon-Oxireductase,

Ubiqunol-Cytochrome ¢ Reductase und FIFO-ATP Synthase erhoht. Alle drei sind wichtige
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Mitglieder des oxidativen Phosphorylierungssignalweges. Zusitzlich induziert Rimonabant
die Expression von HSP10, welches die mitochondriale Biogenese reguliert (Jbilo et al.,
2005). Demnach fiihrt die Blockade von CB1 Rezeptoren zu einer vermehrten Bildung von
Mitochondrien und steigert ebenso ihre Aktivitit. Im Gegenzug ist daher anzunehmen, dass
die Stimulation des Cannabinoidsystems sich negativ auf die Aktivitdt und Mitochondrienzahl
auswirkt. Ein direkter Hinweis fiir die Wirkung von Endocannabinoiden auf die
Thermogenese liefert wiederum der Rezeptorantagonist Rimonabant. ob/ob Méiuse, die 7
Tage mit dem Antagonisten behandelt wurden, zeigten ihre erhéhte Thermogeneseaktivitit
durch einen um 37 % erhohten basalen Sauerstoffverbrauch. (Liu et al., 2005). Somit sorgen
Endocannabinoide und die Stimulation ihrer Rezeptoren durch die Verminderung der
Energieabgabe fiir eine positive Energiebilanz. Die Reduktion der Thermogenese ist ein

weiterer Baustein dieser Erkenntnis.

6.6. Adipozyten-Sekretion

Lange galt das Fettgewebe als reines Speicherorgan im Zusammenschluss der Komponenten
des Energichaushaltes. Erst mit der Entdeckung von Leptin im Jahre 1994 wurde seine Rolle
als aktives endokrines Organ ausgebaut. Fettgewebe sezerniert so genannte Adipokine, die
ithrerseits Einfluss auf den Energiestoffwechsel und die Vermittlung der Insulinsensitivitét
nehmen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von CART und WIN 55212.2 auf die
Expression von Adiponektin, Visfatin und Leptin untersucht. Sie spielen vor allem eine

dominante Rolle in der Regulation der Energichomdostase.

6.6.1. Adiponektin

Adiponektin ist ein essenzieller Regulator des Lipid- und Glucosestoffwechsels. Es wurde
1995 kloniert und gilt als endogener Insulinsensitizer. In Adiponektin defizienten Méusen
wurde eine Diét induzierte Insulinresistenz beobachtet (Maeda et al., 2002), wohingegen die
Gabe von Adiponektin in Tiermodellen fiir Typ-II-Diabetes und Insulinresistenz die
Insulinsensitivitdt erhoht (Yamauchi et al., 2003).

Im Gegensatz zu anderen Adipokinen finden sich bei libergewichtigen Menschen und Tieren
vermindert Adiponektinspiegel, die allerdings durch eine Gewichtsreduktion wieder erhoht

werden konnen (Hu et al., 1996; Statnick er al, 2000; Yang et al., 2001). Niedrige
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Adiponektinspiegel gelten als Risikofaktor fiir die Entwicklung eines Typ-II-Diabetes
(Spranger et al., 2003).

Die direkte Behandlung von Fettzellen mit dem Neuropeptid CART, hat geringfiigige,
allerdings nicht signifikant erhohte Adiponektin-Expressionsmuster zur  Folge.
Adiponektinmengen lassen sich eher mit Hyperinsulindmie und Insulinresistenz korrelieren
als mit der Regulation der Nahrungsaufnahme. Daher steht die unverdnderte
Adiponektinmenge wihrend einer CART-Stimulation nicht im Kontrast zu der beschriebenen
anorexigenen Wirkung des Neuropeptides.

Im Gegensatz dazu verdndert eine Stimulation des Cannabinoidsystems mit WIN 55121.2 die
Expression dieses Adipokins in Adipozyten deutlich. Nach 4h Stunden ist die Menge der
Adiponektinexpression um 30% vermindert. Diese Entdeckung geht konform mit
Untersuchungen von Cota et al. Hier wurde bereits beschrieben, dass die Aktivierung des EC-
Systems zu einer Aktivierung der Lipoproteinlipase in Fettzellen fiihrt. Interessanterweise
spielt Adiponektin eine entscheidende Rolle bei der Verringerung der Expression einiger
Enzyme, die an der Lipogenese beteiligt sind. Geringere Adiponektinmengen unterstiitzen
demnach die Wirkung des Endocannabinoidsystems (Cota et al., 2003b). Hinzukommt, dass
Bensaid in seiner Arbeit eine erhohte Adiponektinexpression in Rattenadipozyten und
murinen 3T3-L1 Zellen nach Blockade des CB-1 Rezeptors durch Rimonabant nachweisen
konnte (Bensaid et al., 2003). Dabei ist besonders anzumerken, dass Adiponektinrezeptoren
auch im paraventrikuldren Nucleus zu finden sind (Qi et al., 2004). Die zentrale und periphere
Regulation des Energiehaushalts durch Endocannabinoide sind scheinbar eng verbunden und

stehen im gegenseitigen Austausch (Di Marzo und Matias, 2005).

6.6.2. Visfatin

Visfatin ist ein relativ neu entdecktes Adipokin, welches bevorzugt im viszeralen Fett
exprimiert wird (Fukuhara et al., 2005). Seine Plasmakonzentrationen korrelieren mit der
viszeralen Fettmasse des Menschen (Kralisch et al, 2005). Bei Adipositas sind die
Visfatinmengen demnach deutlich erhoht. Funktionell dhnelt es dem Insulin und nutzt auch
dessen Rezeptor zu Signalaktivierung. Hier bedient es sich allerdings einer anderen
Bindungsstelle als Insulin.

Im Gegensatz zur Stimulaiton der Adipozyten mit CART, welcher keinen Effekt auf die

Visaftin  Expression zeigt, fiihrt eine Behandlung der Fettzellen mit dem
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Cannabinoidrezeptoragonisten WIN 55212.2 zu einer gesteigert Visfatin Expression um 60
%. Damit konnte zum ersten Mal ein direkter Effekt des Cannabinoidsystems auf die
Visfatinexpression gezeigt werden. Im Einklang mit der orexigenen Wirkung der
Cannabinoide ist die erhohte Visfatinexpression ein weiterer Baustein dafiir, im Organismus

eine positive Energiebilanz aufzubauen, die zu Insulinresistenz und Ubergewicht fiihrt.

6.6.3. Leptin

Leptin ist das erste Adipokin, das entdeckt wurde, und gilt bis heute als eines der wichtigsten,
da seine Rolle bei der Regulation der Nahrungsaufnahme sehr weitreichend ist. Obwohl
Leptin ausschlieBlich vom Fettgewebe gebildet wird, wirkt es sowohl im zentralen
Nervensystem als auch in der Peripherie. Leptin-Defizite gehen einher mit vermehrtem
Appetit, einem reduzierten metabolischen Umsatz und daraus resultierend mit einem adipdsen
Phéanotyp (Prins, 2002). Zentral sorgt Leptin dafiir, dass es aktivierend auf die Neuronen
wirkt, die von POMC abgeleitete Peptide und CART freisetzen. Gleichzeitig inhibiert es
Neuronen, die fiir die Ausschiittung von orexigen wirkenden Proteinen wie NPY oder AgRP
verantwortlich sind (Larsen und Hunter, 2006). Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, ist
Leptin aber nicht nur ein Regulator im zentralen Nervensystem, sondern wird auch selber
durch Neuropeptide beeinflusst.

Im Gehirn stimuliert das Fettgewebshormon Leptin die Expression von CART, was im
Organismus zu einer negativen Energiebilanz fiihrt. Um diesen Status aufrecht zu erhalten,
bleibt die Expression von Leptin erhoht.

Anders als bei CART stehen die Endocannabinoide im Hypothalamus unter einer negativen
Kontrolle von Leptin. So zeichnen sich fa/fa-Zucker Ratten und ob/ob-Miuse durch
verminderte Leptinspiegel und eine geringere Anzahl an Leptinrezeptoren aus. Zusétzlich sind
besonders hohe hypothalamische Endocannabinoidlevel zu messen (Pagotto et al., 2005).
Ergénzend dazu fiihrt die Behandlung mit Leptin zu einer Reduktion der Endocannabinoide
(Jbilo et al., 2005).

Eine direkte Stimulation der Fettzelle mit dem Cannabinoidrezeptoragonisten WIN senkt die
Leptinexpression um etwa 40 %. Auch hier kann, wie schon im Regulationsmechanismus von
CART, ein dhnlicher Regelkreis aufgezeichnet werden. Durch das fehlende Leptinsignal im
Gehirn werden dort die bis dahin unterdriickten orexigenen Substanzen freigesetzt. Diese

sorgen dann im Organismus fiir eine diesmal positive Energiebilanz. Unterstiitzend dazu wird

75



Diskussion

im Fettgewebe die Expression von Leptin weiter unterdriickt. Demnach nutzen sowohl die
anorexigenen als auch die orexigen wirkenden Substanzen in vivo die gleichen Strategien und
Mechanismen ihren Status bei der Regulation der Nahrungsaufnahme aufrecht zu erhalten.
Kontrovers wurden allerdings Effekte von Rimonabant auf die Fettzelle in vitro beschrieben.
Hier wird die Leptinexpression in HDF-Miusen durch die Gabe des
Cannabinoidrezeptorantagonisten Rimonabant um ca. 53% reduziert (Pagotto et al., 2005).
Damit wiirde sowohl der hier verwendete Agonist als auch der Antagonist fiir den
Cannabinoidrezeptor gleiche Effekte hervorrufen. Um eine schliissige Einigung fiir beide
Erkenntnisse zu bekommen, miissen die verschiedenen Versuchssysteme beleuchtet werden.
Die Experimente dieser Arbeit mit dem CB-1 Rezeptor Agonisten wurden in einem in vitro
Zellsystem durchgefiihrt, in welchem es keine Wechselwirkungen mit ,,Fremdsubstanzen*
gab. Anders dagegen die Rimonabantstudie, hier wurde ein Tiermodell gewéhlt, welches
durch die Gabe einer High Fat Diet iibergewichtig war. In so einem in vivo-Modell sind
Beeinflussungen von anderen Faktoren nicht ausgeschlossen.

Die direkte Stimulation des Fettgewebes mit Neuropeptiden fiihrt also zu einer verdnderten
Adipokinexpression. Wie von einer anorexigenen Substanz erwartet, verschiebt CART das
Adipokinprofil zugunsten einer negativen Energiebilanz, wohingegen der orexigen wirkende

CB-1 Rezeptor Agonist WIN 55212.2 eher eine positive Energiebilanz favorisiert.
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7. Gewonnene Erkenntnisse

Das Fettgewebe spielt neben dem zentralen Nervensystem eine dominante Rolle bei der
Regulation der Energiechomdostase. Dass zwischen diesen beiden Zentren eine rege
Kommunikation herrschen muss, war die Grundthese dieser Arbeit. Das Ziel hier war, eine
neue Ebene der Regulation durch direkte Interaktionen aufzudecken. Folgende Fragen dazu

konnten beantwortet werden:

1. Gibt es eine direkte funktionelle Interaktion orexigener und anorexigener
Neuropeptide mit der Fettzelle?

Ja, es gibt direkte Wechselwirkungen zwischen den untersuchten Neuropeptiden und dem

Fettgewebe. Durch die Verwendung eines neu entwickelten Fettzellmodells konnen indirekte

Interaktionen durch andere Systeme als Grund fiir die Untersuchungsergebnisse

ausgeschlossen werden.

2. Was sind die funktionellen Konsequenzen auf die Schliisselebenen, der
Fettzellbiologie, die relevant sind fiir die Steuerung der Energichomoostase?
Alle Schliisselebenen der Fettzellbiologie sind durch die Behandlung mit orexigenen und
anorexigenen Neuropeptiden beeinflusst. Dabei modulieren die Substanzen die
Energieaufnahme, die Energieabgabe und die endokrine Funktion des Adipozyten. Nach
Stimulation mit CART, einem anorexigenen Neuropeptid, stellte die Fettzelle ihren
Metabolismus auf Energieabgabe ein, das Gegenteil war nach Behandlung mit dem orexigen
wirkenden CB1 Rezeptor Agonist WIN 55212.2 zu beobachten. Stoffwechselprozesse zur

Energieaufnahme wurden unterstiitzt.

3. Welche Mechanismen liegen den Verinderungen zu Grunde?

Zur Umsetzung der durch die Neuropeptide verursachten Verdnderungen sind multiple
Signalwege und Endpunkte der Fettzellbiologie beteiligt. CART verstirkt die
Glukoseaufnahme, um spiter diese ,,gesammelte Energie” in Form von Wéarme iiber eine
gesteigerte  Thermogeneseaktivitit zu verlieren. Dabei werden die klassischen
Insulinsignalkaskadenproteine wie z.B. AKT aktiviert. Gleichzeitig konnten verdnderte
Adipokinexpressionsmuster gezeigt werden. So wird Leptin vermehrt unter CART-
Stimulation gebildet und beeinflusst seinerseits im zentralen Nervensystem, die Ausschiittung

solcher Substanzen, die im Organismus eine verminderte Energiechomdostase vermitteln.
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Ahnliche Mechanismen, aber andere Auswirkungen in der Fettzelle lassen sich durch die
Behandlung mit dem CB-1 Rezeptor-Agonist WIN 55212.2 beschreiben. Hier wird die
positive Energiebilanz durch eine Verminderung der Thermogeneseleistung sowie einer
verdnderten Adipokinexpression vermittelt. Neben einer verminderten Adiponektin- und
Leptin Expression ist eine signifikant erhohte Visfatin-Menge nachgewiesen worden. Damit
gelingt es auch hier durch das fehlende Leptinsignal aus der Peripherie im Gehirn, die

vermehrte Synthese von orexigen wirkenden Substanzen zu verstirken.

AL

. |
Endocannabinoide CART
orexigen anorexigen
CBI1Rezeptor . CART
Bindungstelle

l

Energieaufnahme: Energieabgabe:

Leptin
Insulininduzierte Glukose Aufnahme Thermogenese P ' 4

<o ‘ ' 4 Adiponektin ' <P
Visfatin A ‘

Endokrine AKktivitit:

Abb.6. Schematische Darstellung der Interaktionen zwischen zentralem Nervensystem und dem
Fettgewebe. @ Effekt des Cannabinoidsystems im Adipozyten @ Beeinflussung durch CART. Negative
Regulation ; positive Regulation T, keine Regulation <>
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8. Zusammenfassung

Adipositas, Insulinresistenz und die damit verbundenen Folgeerkrankungen sind die gréften
Gesundheitsrisiken dieses Jahrhunderts in der industrialisierten Welt. Sie entstehen durch ein
Ungleichgewicht von Energicaufnahme und Energicabgabe. Der Korper verfiigt iiber ein
sensibles System, um Energiereserven aufzubauen, sie zu erfassen und zu verwalten. Dies
verlduft iiber zwei regulatorische Zentren. Das zentrale Nervensystem verarbeitet die
afferenten Signale, die Auskunft iiber vorhandene Energiereserven geben und efferente
Signale, die die Energieabgabe im Organismus iibermitteln. Gesteuert wird dieser
Informationskreis durch die Ausschiittung orexigen und anorexigen wirkender Neuropetide.
Neben dem zentralen Nervensystem spielt das Fettgewebe eine bedeutende Rolle im
Energiestoffwechsel. Neben seiner Depotfunktion zur Speicherung von Energie ist es auch ein
dynamisches endokrines Organ. Die von ihm produzierten und sezernierten Adipokine wirken
vielseitig an verschiedenen Organen, aber auch im ZNS. Die vorliegende Arbeit konnte
erstmals beweisen, dass es neben der Kommunikation iiber Adipokine auch direkte
Interaktionen orexigener und anorexigender Neuropeptide mit dem Fettgewebe gibt. Als
Modellsubstanzen wurden das anorexigen wirkende Neuropeptid CART und ein Agonist fiir
den Cannabinoidrezeptor 1, welcher Appetit anregend wirkt, verwendet. Um indirekte
Wechselwirkungen mit anderen Systemen auszuschlieBen, wurde eine selbst generierte
Adipozytenzelllinie verwendet. Die Stimulation dieser Linie mit CART zeigte direkte Effekte
auf allen Schliisselebenen der Fettzellbiologie. So wurde mehr Glukose in die Zelle
aufgenommen, diese wurde durch eine signifikant erhohte Thermogenese, also Energieabgabe
in Form von Wiarme wieder verbrannt. Leptin wurde unter Behandlung mit dem
appetithemmenden CART vermehrt gebildet und schliefit so den Regelkreis mit dem zentralen
Nervensystem. Erhohte Leptinspiegel im Serum signalisieren dem Gehirn volle
Energiespeicher, die Expression von anorexigenen Substanzen wird verstirkt. Auch der CB1
Rezeptoragonist WIN 55212.2 wirkt direkt auf das Fettgewebe. Hier verstirkt er
Mechanismen zur Aufrechterhaltung des Energiereservoirs. So wird die Expression von
UCP1, also dem Vermittler der Thermogenese und Vermittler der Energieabgabe, signifikant
vermindert. Zusdtzlich wird die Expression von Visfatin erhoht. Dieses geht einher mit der
Verminderung der Adiponektin- und Leptinmenge. Das Fehlen des Leptinsignals wiederum
weist im Gehirn auf fehlende Energievorrdte im Organismus hin. Neuropeptide wie NPY, die

Appetit fordernd wirken, werden gebildet. Zwischen beiden Systemen herrscht demnach eine
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rege Kommunikation, die direkt vermittelt wird. Das Fettgewebe riickt immer mehr in den
Fokus der pharmazeutischen Forschung. Mit der Blockade des CB1 Rezeptors durch das
kiirzlich auf dem europdischen Markt zugelassene Rimonabant (Acomplia®) sind erste
erfolgreiche Schritte zur Reduktion des Korpergewichts gelungen. Die Modulation der
Fettgewebsfunktionen ist also ein neuer, erfolgreicher Ansatz zur Behandlung von
Ubergewicht und dessen Folgeerkrankungen. Die vorliegende Arbeit hat dazu beigetragen,
die zugrunde liegenden Mechanismen im Adipozyten aufzuklidren und neue Ansatzpunkte zur

Beeinflussung der Fettzellfunktionen aufzuzeigen.
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