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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Tag und Nacht; ein Rhythmus der unser Leben bestimmt. Die meisten Organismen entwickelten eine
Strategie, sich an diesen immer wiederkehrenden Wechsel der duBleren Bedingungen anzupassen. Sie
brachten einen inneren Zeitmesser hervor, der die Physiologie den tageszeitlichen Bedingungen anpasst,

die zirkadiane Uhr (lat.: circa — um, herum und dies — Tag) (vgl. (15, 246)).

Bereits im 18. Jahrhundert bemerkten Jean-Jacques d’Ortous de Mairan und im frithen 19. Jahrhundert
Augustin-Pyramus de Candolle, dass Mimosa-Pflanzen ihre Blétter im Tagesrhythmus O6ffnen und
schlieffen und dieser Rhythmus in kompletter Dunkelheit ca. 24 Stunden betrédgt (168). Zwei Jahrhunderte
spater, im Jahr 2017, erhielten Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash und Michael W. Young den Nobelpreis
fiir Physiologie oder Medizin fiir ihre grundlegenden Gedanken und Entdeckungen im Bereich der
molekularen Mechanismen, die hinter dem Phénomen des zirkadianen Rhythmus stecken (25, 124, 198,
249, 296, 335, 365). Seitdem gibt es zahlreiche Forschungsgruppen weltweit, die daran arbeiten die innere

Uhr und ihre molekularen Mechanismen und Zusammenhinge zu entschliisseln.

Inzwischen ist bekannt, dass die zirkadiane Uhr Ko&rperfunktionen wie Schlaf, Aktivitit, Appetit,
Regeneration und Korpertemperatur mit einer Periode von ca. 24 Stunden steuert. Dieser Rhythmus bleibt
auch dann erhalten, wenn externe Zeitsignale vorriibergehend fehlen (vgl. nachfolgende Abschnitte). In
Saugetieren wie beim Menschen gibt es nicht eine, sondern viele zirkadiane Uhren, die durch &du3ere Reize
(sog. Zeitgeber) reguliert werden. Der bekannteste und wichtigste Zeitgeber ist das Licht, aber auch
Nahrungsaufnahme, soziale Interaktion und die Umgebungstemperatur konnen unsere Uhren beeinflussen
(vgl. (177)). Wenn es zur Desynchronisation der inneren Uhr und der &ufleren Zeit, wie im Falle von
Schichtarbeit, Jetlag oder bei der Zeitumstellung, kommt, kann dies zu kurzfristigen Folgen wie Miidigkeit
und Appetitlosigkeit, aber bei anhaltender Desynchronisation auch zu langfristigen Folgen wie Fatigue,
Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2 und Hypertonie fithren (134, 135, 322, 323, 340, 366, 147, 156, 159,
180, 188, 211, 272, 316). Man spricht dann von Chronodisruption (griech.: chronos — (Gott der) Zeit; lat.:
disrumpere— zerbrechen). Aufgrund seiner entscheidenden Rolle im Stoffwechsel, gelang das Fettgewebe

und dessen zirkadiane Eigenschaften in den Fokus der Wissenschaft.
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1.1 Das Fettgewebe

1.1.1 Der Fettstoffwechsel

Das Fettgewebe ist der groBBte Energiespeicher des Korpers (50). Die Energie wird in den Fettzellen in
Form von Trigyceriden (TG) gespeichert. Der Aufbau dieser TGs wird Lipogenese, der Abbau Lipolyse
genannt (Abbildung 1). Kdrperzellen, vor allem Leber und Muskulatur, konnen aufgenommene oder aus
TGs stammenden freie Fettsduren (engl.: free fatty acids, FFAs) zuerst zu Acyl-Coenzym A (Acyl-CoA)
umwandeln und anschlieSend das Acyl-CoA durch B-Oxidation, den Zitratzyklus und die Atmungskette zu
Energie umwandeln (vgl. (232)). Fettzellen speisen Acyl-CoA wiederum in die Lipogenese ein.
Acyltransferasen bauen an aktiviertes Glycerol (Glycerin-3-phosphat, Produkt der Glykolyse)
nacheinander drei aktivierte Fettsduren (Acyl-CoA) an. Die so entstandenen TGs werden mit einer
Perilipin-Schicht umhiillt und bilden die spéter mikroskopisch sichtbaren Lipidtropfen (232). Insulin
fordert die Expression oder Aktivierung beteiligter Enzyme, wéhrend Glukagon und adrenerge Stimuli
(z.B. Katecholamine) die Expression und Aktivierung hemmen (29, 163, 232, 256). Der Abbau der TGs
geschieht dhnlich wie der Aufbau in Teilschritten und endet wieder mit Glycerin und FFAs. Zuerst
hydrolysiert die Adipozyten-Triglycerin-Lipase (ATL) das TG und macht daraus ein Diacylglycerin (DAG)
und eine FFA, in einem zweiten Schritt wird aus dem DAG durch die Hormon-sensitive Lipase ein
Monoacylglycerin (MAG) und die zweite FFA und in einem dritten Schritt aus dem MAG durch die
Monoacylglycerin Lipase die dritte FFA zu Glycerin. Das Glycerin wird anschlieBend von den Zellen des
Korpers zur Glykolyse und die FFAs fiir die f-Oxidation (Energiegewinn durch Verstoffwechselung von
Fettsduren) genutzt, um daraus Energie zu machen (257, 364). Glukagon und Katecholamine fordern,
Insulin hemmt die Lipolyse (77, 167). Weitere Einflussfaktoren sind der Kohlenhydrat- oder Lipidanteil
der Nahrung, sowie wie spater ndher beschrieben, die innere Uhr der Fettzellen (163, 329).
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Abbildung 1: Ausschnitt aus dem Fettstoffwechsel

Triglyceride konnen entweder aus dem Gastrointestinaltrankt (GIT) direkt aufgenommen oder durch Lipogenese
synthetisiert werden. Glycerin-3-Phosphat wird durch Acyltransferasen mit drei Acyl-CoA Molekiilen zu
Triglyceriden (TG) verestert und anschlieBend in Fetttropfen gespeichert. Die Lipolyse unterteilt sich in drei Schritte:
Zuerst werden TGs durch die Adipozyten-Triglycerin-Lipase (TGL) in Diacylglycerin (DAG) gespalten. DAG wir
mit der Hormon-sensitiven Lipase (HSL) zu Monoacylglycerin (MAG) und anschliefend mit der MAG-Lipase zu
Glycerin. Bei jedem der Schritte wird eine freie Fettsdure (FFA) abgespalten. Glycerin und FFAs gelangen dann iiber
das Blut in den Rest des Korpers und werden dort in die Glykolyse und B-Oxidation eingeschleust. Insulin steigert (+)
die Lipogenese und hemmt (-) die Lipolyse. Glukagon und Katecholamine fordern wiederum die Lipolyse und
hemmen die Lipogenese.

1.1.2 Zusammensetzung

Im Allgemeinen unterscheidet man zwei Arten von Fettgewebe; weilles und braunes (232). Wahrend das
weille Fettgewebe (engl. white adipose tissue - WAT) vor allem fiir die Energiespeicherung zustindig ist,
dient braunes, Mitochondrien-reiches Fettgewebe (engl. brown adipose tissue - BAT) der zitterfreien
Thermogenese (41). WAT ist als Ursprung und Wirkungsort diverser Hormone zusétzlich wichtiger
Bestandteil des endokrinen Systems und unterteilt sich in subkutanes (Unterhaut-) und viszerales
(Eingeweide-)Fettgewebe (317). Fettgewebe selbst setzt sich aus verschiedenen Zellarten zusammen. Den
groBten Anteil bilden die reifen Fettzellen (Adipozyten), die in ihren Vakuolen die Triglyceride speichern.
Wihrend WAT-Zellen einen einzelnen, bis zu 200 um groBen Fetttropfen enthalten (univakuolér), befinden
sich in reifen braunen Adipozyten viele kleinere Fetttropfen (multivakuoldr)(81). Weitere Bestandteile des

Fettgewebes sind die Endothelzellen der GefdBle, Fibroblasten, diverse Immunzellen und die
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Fettvorlauferzellen, die Pra-Adipozyten. Die fibroblastendhnlichen Pré-Adipozyten reifen wihrend der
Adipogenese zu Fett akkumulierenden reifen Adipozyten heran. Sie bilden die Grundlage fiir die Expansion

von Fettgewebe und ersetzen alte Fettzellen (81, 232, 263).

1.1.3 Differenzierung

Wihrend die Gesamtzahl der Adipozyten bei schlanken Erwachsenen annéhernd gleich bleibt, werden jedes
Jahr ca. zehn Prozent der reifen durch frische Adipozyten ersetzt (305). Hierzu differenzieren
mesenchymale Stammzellen (MSC) erst zu Pra-Adipozyten und dann zu reifen Adipozyten aus (Abbildung
2) (62). Braune Adipozyten besitzen einen gemeinsamen Vorldufer mit Myoblasten (MYF5'PAX7") (132,
315).

Die Differenzierung der Pra-Adipozyten zu reifen Adipozyten nennt man terminale Differenzierung (62,
216). Wiahrend Pra-Adipozyten klonal expandieren kdnnen, verlieren reife Fettzellen diese Eigenschaft und
treten final in die GO-Phase des Zellzyklus tiber (51, 216). Bei der terminalen Differenzierung kommt es
durch epigenetische Modifikationen zur Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren, darunter
peroxisome proliferator-activated receptor-yl/2 (PPARy1/2) sowie CCAAT/enhancer-binding Protein
a/p/y (C/EBP o/B/y). Durch adipogene Faktoren wie Glukokortikoide, Insulin, und Schilddriisenhormone
filhrt die Aktivierung von C/EBPs zur zunehmenden Expression von PPARY2 (62). Wéhrend C/EBPs in
verschiedensten  Zellen den  Differenzierungsprozess  vorantreiben, ist PPARy2  der
Haupttranskriptionsfaktor in der Adipozyten-Differenzierung und fiihrt zur Expression metabolisch
relevanter Gene wie adipocyte protein 2 (aP2, auch bekannt als fatty acid-binding protein 4, FABP4) und
Adipokinen wie Leptin, Adiponectin oder (im Falle des braunen Fettgewebes) uncoupling protein-1 (engl.,
UCPI) (62, 216, 275). Das im Zytosol vorkommende aP2 gehort zur Familie der Fettsduretransporter und
transportiert freie Fettsduren innerhalb der Adipozyten zu ihrem Bestimmungsort (z.B. Mitochondrien) (5,
142). Es kommt sowohl in weilen, als auch in braunen Adipozyten vor und dient in der Forschung als

Differenzierungsmarker von Fettzellen (73, 229, 244, 269, 336, 337).

Fiir die Differenzierung zu braunen Adipozyten spielen zusitzlich das PR domain-containing 16 protein
(PRDM16) und der peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1 a (PGCl-a) als Co-
Aktivator von PPARy eine wichtige Rolle (153, 251, 284, 285). Beide unterstiitzen die Expression von
UCP-1 und dadurch die Entwicklung zur braunen Fettzelle (62).

Neben proadipogenen Proteinen gibt es auch antiadipogene Proteine. Zu diesen gehort das
Transmembranprotein pre-adipocyte factor (Pref-1, auch bekannt als delta-like non-canonical notch ligand,
DLK-1), dessen Spaltung zur Freisetzung eines anti-adipogenen Faktors fiithrt und damit die
Differenzierung hemmt (298-300, 339). Wie aP2 dient auch PREF-1 als Differenzierungsmarker in der
Fettzellen-Forschung (11, 339).

In Zellexperimenten hat sich gezeigt, dass neben Glukokortikoiden, Insulin und Triiodthyronin (T3) auch

der Cyclooxigenase-Hemmer Indometacin und das Koffeinanalogon 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX)

4
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adipogene Effekte haben und daher zusammen zur Induktion der terminalen Differenzierung eingesetzt
werden (283). Der metabolisch aktive Zustand kann in vitro anschlieBend mit Insulin und T;

aufrechterhalten werden (173, 336).

PPARy
C/EBP
—
T 4
e Weiller Weiller
et - Pri-Adipozyt reifer Adipozyt
PPARy
C/EBP P
> - s
> PRDM16
MSC .- Brauner PGCl-a g, umer
Pri-Adipozyt reifer Adipozyt
MYF5+ “a
PAXT7+
—_—
Vorlidufer
Myozyt

Myoblast

Abbildung 2: Adipozyten-Ursprung und Differenzierung

Aus mesenchymalen Stammzellen entwickeln sich weile Pra-Adipozyten und myogenic factor 5 (MYF5) und paired
box 7 (PAX7) exprimierende Vorlduferzellen. Weile Pra-Adipozyten differenzieren zu reifen weilen Adipozyten
(terminale Differenzierung). Daran beteiligt sind die Transkriptionsfaktoren peroxisome proliferator-activated
receptor-y (PPARy) und CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP). Aus MYF5+ /PAX7+ Vorlduferzellen entstehen,
je nach Umgebung, braune Pra-Adipozyten oder Myoblasten. Myoblasten und braune Pri-Adipozyten differenzieren
anschlieBend zu Myozyten und reifen braunen Adipozyten (terminale Differenzierung). An der terminalen
Differenzierung der braunen Adipozyten sind neben PPARy und C/EBP die Co-Aktivatoren PR domain-containing
protein 16 (PRDM16) und peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1 o (PGC1-a) beteiligt
(abgewandelt von Cristancho und Lazar 2011 (62)).

1.1.4 Das weille Fettgewebe

Die Aufgaben von WAT im Korper sind vielféltig. Neben der Speicherung von Energie dient es auch dem
Schutz der Organe (viszeral), als Isolierfett unter der Haut und als Baufett, zum Beispiel an der FuB3sohle,
in der Orbita oder im Nierenlager (58, 103, 152). Das weile Fettgewebe teilt sich hauptséchlich in zwei
Unterkategorien auf; das subkutane und viszerale Fettgewebe. Beide Fettgewebsarten zeigen
unterschiedliche Verteilungen an Rezeptoren, reagieren verschieden auf Hormone und unterscheiden sich
in ihrer Sekretion von Adipokinen (s. Abschnitt 1.1.6) (17, 126, 140, 255, 347). Inzwischen wurde eine
dritte Unterart beschrieben. Unter bestimmten Umstinden kommt es zur vermehrten Anreicherung
Mitochondrien-reicher, multivakuoldrer Fettzellen innerhalb des weilen Fettgewebes (53, 115, 148, 200,
223, 268, 293). Diese UCP-1 exprimierenden Zellen nennt man beige Adipozyten (oder auch ,,brite” von

»brown-in-white*). Sie bilden eine spezielle Unterart der Adipozyten.
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Der menschliche Korper besteht durchschnittlich zu ca. 20-30 % aus Fett (95). Aufgrund des sehr geringen
Anteils an braunem Fettgewebe (64) ist der grofite Anteil hiervon weiles Fettgewebe. Bei einer Zunahme
des weilen Fettgewebes iiber das normale MaB3 hinaus, entsteht das Krankheitsbild der Fettleibigkeit
(Adipositas, lat.: adeps — Fett). Als Surrogatmarker dient hierbei der KérpermaBindex (engl.: body-mass-
index, BMI). Bei der Berechnung wird das Korpergewicht in Relation zur KérpergroBe im Quadrat (kg/m?)
gesetzt. Ab einem BMI von > 30 kg/m? spricht man von Adipositas. Ein steigender BMI korreliert ab einem
BMI von 18,5 kg/m? mit dem Risiko an metabolischen (z.B. Diabetes mellitus Typ 2) oder Herz-Kreislauf-
Erkrankungen (z.B. Koronare-Herzerkrankung) zu erkranken (181). Allerdings eignet sich der BMI nicht
immer zur Erstellung eines individuellen Risikoprofils, da der BMI lediglich das Koérpergewicht, nicht aber
die Kdperzusammensetzung einrechnet. Seit vielen Jahren ist bekannt, dass die Folgen der Adipositas mehr
von der Fettverteilung als von der Gesamtfettmenge abhidngen und somit die unterschiedlichen Arten von
Fettgeweben fiir die Wissenschaft von Bedeutung sind (109). So ist seit langerem bekannt, dass vor allem
die Vermehrung des viszeralen Fettgewebes, die viszerale Adipositas (Taille-Hiift-Verhéltnis & > 0,85; 9
> 1,0), mit einem erhdhten Risiko fiir u.a. Diabetes mellitus Typ 2 und kardiovaskuldre Erkrankungen

einhergeht (31).

1.1.4.1 Subkutanes weifses Fettgewebe

Subkutanes (lat. sub - unter und cutis - Haut) Fettgewebe macht iiber 80 % des Gesamtfettgewebes im
Korper aus und ist damit der Hauptenergiespeicher (317). Die grofiten Fettpolster finden sich dabei am
Bauch und im gluteofemoralen Bereich (58). Bei Méusen ist das grofite subkutane Fettdepot das inguinale
Fettpolster IWAT). Es befindet sich ventral im Leistenbereich der Maus, ist somit gut zugénglich und wird
vielfach fiir Forschungsarbeiten genutzt (166). Im Gegensatz zu viszeralem Fettgewebe zeigt es einen

héheren Gehalt und eine hohere Sekretion der Adipokine Leptin und Adiponectin (17, 126, 127, 140, 255).

1.1.4.2 Viszerales weifles Fettgewebe

Viszerales Fettgewebe umhiillt Organe, dient unter anderem deren Schutz und macht je nach Geschlecht
ca. 10-20 % der Fettmasse aus (145). Bei Miusen findet man viszerale Fettpolster u.a. retroperitoneal,
mesenterial und perigonadal. Das perigonadale Fettpolster mdnnlicher Méuse nennt man auch epididymales
Fettpolster (EWAT) (166). Da dieses Polster gro3 und gut zugénglich ist, wird EWAT daher gerne fiir die

Forschung mit viszeralem Fettgewebe, so auch in dieser Arbeit, eingesetzt.

Mikroskopisch zeigen sich in viszeralem Fettgewebe vergleichsweise grofle Adipozyten (89, 237, 347).
Die Adipozyten des viszeralen Fettgewebes besitzen eine vermehrte Katecholamin-Sensitivitéit, hdhere
Insulinresistenz, eine erhdhte Lipolyserate und eine erhohte Freisetzung von freien Fettsduren und very
low-density lipoprotein (VLDL) (93, 347). Adipozyten des viszeralen Fettgewebes weisen zusitzlich mehr
Glukokortikoid- und Adrenorezeptoren auf und sind gleichzeitig stdrker innerviert und vaskularisiert als

subkutanes Fettgewebes (93, 145).
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1.1.4.3 Beige-farbene Adipozyten

Bereits 1984 zeigte sich, dass unter bestimmten Bedingungen Adipozyten mit den Eigenschaften brauner
Adipozyten in weilem Fettgewebe zu finden sind (363). Man findet die so genannten beige-farbenen
Adipozyten sowohl in subkutanem als auch in viszeralem Fettgewebe, wobei sie im subkutanen Fettgewebe
iiberwiegen (268). Sie sind gekennzeichnet durch multivakuoldre Fetttropfen und eine groBere Anzahl an
Mitochondrien (22, 53, 55). Unter normalen Bedingungen zeigen beige-farbene Adipozyten lediglich eine
sehr niedrige UCP1-Expression (115, 348). Kommt es allerdings z.B. zu einem Kélte- oder adrenergen
Stimulus, steigt die UCP1-Expression (22, 53, 115, 224, 248, 268, 293). Man kann deshalb sagen, im
,Ruhezustand* zeigen beige-farbene Adipozyten mehr Ahnlichkeit zu weilen, im aktivierten Zustand mehr
Ahnlichkeit zu braunen Adipozyten. Kommt es unter Stimulation zu einer Vermehrung der beige-farbenen

Adipozyten in WAT, spricht man von beigeing, browning oder britening.

1.1.5 Das braune Fettgewebe

Die Erstbeschreibung von braunem Fettgewebe erfolgte bereits 1551, als bei Murmeltieren Fett entdeckt
wurde, dass weder wie normales Fett noch wie Muskel aussah (102, 328). Spéter wurde es bekannt als das
Gewebe, das bei Winterschlifern fiir die erneute Erwdrmung im Friihjahr zustindig ist (297, 301). Studien
der letzten zwei Jahrzehnte konnten nachweisen, dass braunes Fettgewebe auch bei Erwachsenen durch
Kalte reaktiviert und durch das sympathische Nervensystem stimuliert werden kann (64, 123, 148, 223,
326, 332). Mit diesem Hintergrund wurde BAT fiir die Adipositas-Forschung interessant, da BAT die
Moglichkeit bietet, mit seiner ,,zitterfreien Thermogenese®, Energie wortwortlich zu verbrennen (259).
Makroskopisch hat BAT eine, durch einen hohen Gehalt an Mitochondrien entstehende, braunliche
Férbung und zeigt eine multivakuolidre Fetttropfen Verteilung (54). Im Menschen befinden sich die braunen
Fettpolster unter anderem supraklavikulér, entlang des Musculus sternocleidomastoideus, paraaortal, in den
Achselhdhlen und auch im Bereich der Nebennieren (223). Bei Sduglingen und Méusen befindet sich das
grofBite Polster interskapuldr am Riicken (54). Braune Adipozyten erzeugen Wérme, indem sie, den durch
die Atmungskette in den Mitochondrien entstehenden Protonengradienten iiber den Protonenkanal UCP
aus dem Mitochondrium ausleiten, anstatt ihn fiir die Erzeugung von Adenosintriphosphat (ATP) zu nutzen.
Insgesamt gibt es fiinf [soformen des Protonenkanals (UCP1-5), die sich in ihrer Struktur dhneln, jedoch
unterschiedliche Lokalisationen aufweisen (41, 258). UCP1 trigt, durch seine Lokalisation in braunen
Fettzellen, den groften Teil zur zitterfreien Thermogenese bei, sodass bei Studien an braunen Fettzellen

vor allem UCP1 untersucht wird.

1.1.6 Die endokrine Funktion

Neben der Energiespeicherung tibernimmt das Fettgewebe auch endokrine Funktionen, indem es iiber die
Ausschiittung diverser Peptidhormone mit anderen Organen und dem zentralen Nervensystem interagiert.
Uber diese Adipokine kénnen unter anderem Energiehaushalt, Immunsystem, Fettstoffwechsel, Blutdruck,

Arteriosklerose, Insulinsensitivitit und auch die Angiogenese beeinflusst werden (94, 162, 190). Beispiele
7
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fiir Adipokine sind Leptin und Adiponectin, Visfatin, Resistin, Interleukin-6 und TNFa (57, 94, 344).
Teilweise besteht ein Depotunterschied der Adipokine. So werden zum Beispiel Leptin, Adiponectin und
TNFa vermehrt in subkutanem WAT, und I1-6 und Resistin in viszeralem WAT sezerniert (162). In dieser
Arbeit soll besonderes Augenmerk auf die zwei wichtigsten und gut untersuchten Adipokine, Leptin und

Adiponectin, gelegt werden.

1.1.6.1 Leptin

Leptin (griech.: leptos — diinn) ist wohl das bekannteste Adipokin (Entdeckung 1994) (368). Es ist ein 16
kDa groBles Protein, welches vornehmlich von Fettzellen sezerniert wird (108, 130, 208, 368). Seine
Konzentration im Blut steigt nach der Nahrungsaufnahme an, verhélt sich proportional zur Korperfettmasse
und zahlt damit als Indikator fiir den Energiezustand des Kdrpers (203, 228, 318). Eine wichtige Funktion
von Leptin ist die zentrale Reduktion der Nahrungsaufnahme iiber Bindung an Leptinrezeptoren (LEPRDb,
OBRb) im mediobasalen Hypothalamus, dem wichtigsten zentralen Energichaushaltsregler. Die
Leptinbindung fiihrt zur Aktivierung von Pro-Opiomelanocortin (POMC)- und Hemmung von Neuropeptid
Y/agouti-related protein (AgRP)-Neuronen. POMC-Neuronen mindern den Appetit, wihrend AgRP-
Neuronen Appetit fordern (91, 131). Stérungen dieses Leptinsignalwegs fiihren entsprechend zu gestorter
Appetitregulation im Menschen. Auflerdem hat sich gezeigt, dass es in vielen adipdsen Patienten zu einer
zentralen Leptin-Resistenz kommt. Das heiflit, bei einer Adipositas kann trotz hoher peripherer

Leptinspiegel die appetithemmende Wirkung ausbleiben (151).

Zusitzlich zur Appetitregulation steuert Leptin den peripheren Energieverbrauch und die
Energiespeicherung durch Interaktion mit Insulin und Glukokortikoiden und damit Modulation von
Glukose- und Fettstoffwechsel (206). AuBerdem beeinflusst es unter anderem die Thermoregulation (72,
84, 225), die Fortpflanzung (206, 243) sowie systemische Entziindungsreaktionen (242). Insulin,
Glukokortikoide und Glukose steigern die Synthese und Sekretion von Leptin, wéhrend Glukagon und
Katecholamine sowie Kilte eine hemmende Wirkung besitzen (186, 206). AuBBerdem ist bekannt, dass der
Leptinspiegel morgens steigt und nachts, nahrungsunabhingig, absinkt (290). Auf die Beteiligung der

zirkadianen Uhr an diesem Rhythmus wird im Abschnitt 1.4 genauer eingegangen.

1.1.6.2 Adiponectin

Ein zweites gut studiertes Adipokin ist das 30 kDA grof3e Protein Adiponectin, welches physiologisch im
Gegensatz zu Leptin ausschlieSlich von Fettgewebe sezerniert wird (280). Der Adiponectinspiegel im Blut
verhilt sich antiproportional zur Korperfettmasse und steigt, wenn der Korper Energie benétigt (9, 139).
Adiponectin hemmt die Glukoneogenese der Leber und die Glukosefreisetzung unabhéngig von Insulin
und fordert die periphere Insulinsensitivitét. Es steigert u.a. die B-Oxidation im Muskel und reduziert
dadurch FFAs im Blut und deren Anreicherung in der Leber (162, 186). Im zentralen Nervensystem fiihrt
Adiponectin, durch Steigerung des Energieverbrauchs, zur Gewichtsabnahme und eine Verringerung des

Korperfettanteils (338). Eine Hypoadiponectindmie ist wiederum assoziiert mit gesteigerter
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Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2 (343). Neben metabolischen Effekten konnten zusétzlich anti-
atherosklerotische Eigenschaften nachgewiesen werden (63, 120). Die Sekretion von Adiponectin wird z.B.

gefordert durch Insulin und gehemmt durch die Entziindungsfaktoren TNFa und IL-6 (186).

1.2 Die innere Uhr

1.2.1 Molekularer Aufbau der zirkadianen Uhr

Wie jede Uhr besitzt auch die zirkadiane Uhr ein komplexes Uhrwerk (Abbildung 3). Das Uhrwerk der
zirkadianen Uhr wird durch transkriptionell-translatorische Riickkopplungsschleifen (transcriptinal-
translational feedback loops - TTLs) gebildet und fiihrt zu einer gleichméBigen Oszillation von Uhrengen-
mRNAs und -proteinen mit einer Periode (t) von ungefahr 24 Stunden (241). Der Kern-TTL bei
Séugetieren besteht aus circadian locomotor output cycles kaput (CLOCK), dessen Autolog neuronal PAS
domain protein 2 (NPAS2), brain and muscle ARNT-like 1 (BMALI1, oder auch ARNTL bzw. MOP3),
period 1-3 (PER1-3) und cryptochrome 1/2 (CRY1/2) (Abbildung 3) (99, 138, 185, 241, 262, 288). Wie
jede Riickkopplungsschleife besteht der TTL aus einem positiven und einem negativen Arm. Der positive
Arm wird durch die Transkriptionsfaktoren BMAL1 und CLOCK gebildet, die iiber Per-Arnt-Sim-
Doménen miteinander interagieren und Heterodimere bilden (BMAL1:CLOCK) (39, 138). CLOCK kann
hierbei in einigen Geweben funktionell durch NPAS?2 ersetzt werden (189, 262). BMAL1:CLOCK binden
an E-box-Elemente in den Promotorregionen der Per- und Cry-Gene (360). Die Proteine PER- und CRY
akkumulieren iiber den Tag im Zytoplasma und formen — ebenfalls iiber PAS-Doménen — Heterodimere.
Diese translozieren verzdgert in den Zellkern und blockieren dort die Aktivitdit von BMAL1:CLOCK.
Somit unterdriicken sie ihre eigene Transkription. Durch Methylierung, Phosphorylierung und
anschlieende Ubiquitinierung kommt es zum langsamen proteosomalen Abbau von PER und CRY in der
Nacht (96). Dadurch nimmt die Aktivitdt von BMAL1:CLOCK am Morgen wieder zu und der TTL beginnt

von vorne (166).

Zusitzliche Riickkopplungsschleifen fiihren zur Stabilisierung des Systems und verbinden den TTL mit
metabolisch relevanten Signalwegen. Die Verbindung zu diesen Signalwegen lduft z.B. liber E-Box-
Elemente in den Promotorregionen sogenannter uhrengesteuerter Gene (ccg’s — engl. clock-controlled

genes), die ebenfalls durch BMAL1:CLOCK aktiviert werden (357).

Eine der zusitzlichen Stabilisierungsschleifen besteht aus reverse-erythroblastosis virus alpha/beta (REV-
ERBa/p oder NR1D1/2) und retinoic acid receptor-related orphan receptor alpha-gamma (RORa/B/y)
(241, 278, 321). Beide Gen-Familien besitzen E-box-Elemente im Promotor und sind damit Zielgene von
BMALI:CLOCK. REV-ERBs und RORs binden konkurrierend an ROR/REV-ERB-response-Elemente
(RREs) und unterdriicken (REV-ERBs) oder fordern (RORs) die Expression ihrer Zielgene (3, 241). So
filhren REV-ERBs zur Unterdriickung der Expression von Bmall (116,278, 321). Albumin d-box binding
protein (DBP) ist Teil einer dritten Riickkopplungsschleife (241, 362). Die Dbp-Transkription wird

9
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ebenfalls durch BMAL1:CLOCK aktiviert und verstirkt iiber D-Box-Bindungsdoménen die Transkription
von Per] und weiteren Zielgenen (265, 353). AuBBerdem moduliert DBP in diversen Organen wie der Leber,
dem Herzen oder auch den Nieren die Stoffwechselprozesse und bildet so ebenfalls eines der Bindeglieder

von zirkadianer Uhr und der Zellfunktion (67, 85, 191, 351, 352).

Insgesamt wird hier nur ein kleiner Uberblick iiber die wichtigsten Teile des molekularen Aufbaus der
zitkadianen Uhr gegeben, denn dariiber hinaus handelt es sich um ein komplexes System aus

stabilisierenden und modulierenden Faktoren innerhalb und auBlerhalb der Zelle (vgl. (241, 264)).

/ \ BMALI1

E-Box Cry
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e-50x M0 Rovoerb

—
CRY
—
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CRY
e
—

REV-
ERB - -
BMALI1 . -
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Abbildung 3: Der Molekulare Aufbau der zirkadianen Uhr

Auf molekularer Ebene besteht die zirkadiane Uhr aus transkriptionell-translatorische-Riickkopplungssschleifen
(TTL). Die Hauptkomponenten sind circadian locomotor output cycles kaput (CLOCK), brain and muscle ARNT-like
1 (BMAL]1), Period (PER), cryptochrom (CRY) und reverse-erythroblastosis virus (REV-ERB) (Box oben links).
BMALI1:CLOCK aktivieren die Transkription von Per, Cry, Rev-erb, Ror und Dbp iiber E-Box Elemente (E-Box).
Die Proteine akkumulieren im Zytoplasma und translozieren zuriick in den Zellkern. Dort hemmt PER:CRY die
Aktivitdt von BMAL1:CLOCK. ROR aktiviert iiber ROR/REV-ERB-responsive elements (RRE) die Transkription
von Bmall, wihrend REV-ERB die Transkription hemmt.

1.2.2 Das Zusammenspiel zentraler und peripherer Uhren und ihre Zeitgeber

Um die Korperfunktionen an die Umgebung anpassen zu konnen, ist es wichtig externe Signale an die
Zellen im Korper weiterzugeben (Abbildung 4). Verschiedenste Gewebe und Organe wie die Leber (250,

311), das Herz (78), Muskeln (222), Knochen (304), Fettgewebe (166, 250), die Nieren (150), die
10
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Nebennieren (76) oder das Pankreas (267) folgen einer inneren Uhr. Damit diese verschiedenen Uhren
zusammenarbeiten konnen, ist es wichtig, sie untereinander zu synchronisieren. Am besten funktioniert
diese Synchronisation mit einem Taktgeber. Eine spezielle Region im Hypothalamus oberhalb des Chiasma
opticum, der Nucleus suprachiasmaticus (SCN), ist hierbei der wichtigste Takt- oder Zeitgeber des Korpers
(37, 215, 307). Er empfiangt Informationen iiber lichtsensitive retinale Ganglienzellen (ipRGCs). Diese
Ganglienzellen exprimieren einen G-Protein-gekoppelten Photorezeptor fiir blaues Licht, das Melanopsin
(OPN4). ipRGCs projezieren iiber den retino-hypothalamischen Trakt (RHT) direkt in den SCN, der die
Lichtinformation integriert und an weitere Kerne des Hypothalamus, z.B. den Nucleus paraventricularis
(PVN), weiterleitet (1, 217). Auch ohne Lichtsignale besteht der endogene, zirkadiane Rhythmus des SCN
iiber mehrere Tage weiter (253, 342). So gelingt es, auch ohne direkten Lichtimpuls, als Taktgeber zu
fungieren. Vom SCN gelangt die Zeit-Information iiber neuronale und humorale Signale in den Rest des
Korpers (24, 30, 294). Die aus dem SCN kommenden Zeitgebersignale synchronisieren so die einzelnen
peripheren Uhren untereinander und koppeln sie an die externe Zeit. Diesen Vorgang nennt man
Entrainment (engl. - Mitfiihrung). In den einzelnen Organen und Geweben aktivieren lokale Uhren jeweils
spezifische ccgs. So wird der organspezifische Stoffwechsel an die externen Bedingungen angepasst. Auch
wenn der SCN fiir ein Zusammenspiel der einzelnen peripheren Uhren wichtig ist, sind periphere Uhren
nicht prinzipiell auf den SCN angewiesen ist, sondern kénnen sich auch nach anderen Taktgebern richten

(67, 136, 281).

So ist neben dem Licht die Nahrungsautnahme ein wichtiger Zeitgeber, der insbesondere die peripheren
Uhren mittels Hormonen und Metaboliten auf die Néhrstoffverarbeitung einstellt (14, 136). Gewdhrt man
Mausen ausschlieBlich tagsiiber — und damit entgegen ihrer eigentlichen Essensrhythmik — Zugang zu
Nahrung kommt es zur Verschiebung der peripheren Uhren, nicht aber zur Verschiebung des SCN-
Rhythmus (67, 158). AuBlerdem zeigte sich in einem Experiment, in dem Licht und Futterzyklus zeitlich
versetzt wurden, dass sich die Uhren der Leber und des viszeralen Fettgewebe eher nach dem
Nahrungszyklus richten, wihrend sich die Aktivitdt der Maus sowie die Uhr der Nebennieren eher nach
dem Lichtrhythmus richteten (136). Glukokortikoid-Hormone spielen fiir das Entrainment eine wichtige
Rolle (20, 146, 192). So wird in der zirkadianen Forschung das synthetische Glukokortikoid Dexamethason
zur Zellsynchronisation in vitro verwendet. Eine Aktivierung des intrazelluldren Glukokortikoidrezeptors
(GR) fordert die Expression von Perl und Per2 und stimuliert dadurch den negativen Arm des Kern-TTL
(302).

Die Korpertemperatur von Sdugetieren schwankt im Laufe des Tages um 1-4 °C und dient hiermit ebenfalls
als weiterer Zeitgeber (13, 35, 260, 324, 334). So haben Schwankungen der Temperatur in in vivo und in
vitro Studien gezeigt, dass Zellen durch die Anderung synchronisiert und Rhythmen erhalten werden
konnen (35, 38, 160, 274). Brown et al. konnten 2002 in Miusen zeigen, dass sich die Per2 und Dbp
Rhythmen in der Leber, sowie die Korpertemperatur, an verdnderte Aulentemperaturen anpasst, diese auf

die Uhrengene des SCN, wie schon beim Zeitgeber Nahrung, allerdings keinen Einfluss zeigt (35).

11
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Abbildung 4: Zusammenspiel von zentralen und peripheren Uhren

Licht als Zeitgeber aktiviert photosensitive retinale Ganglienzellen (ipRGCs). Die Licht-Information wird liber den
retino-hypothalamischen Trakt (RHT) an den SCN weitergeleitet. Dieser dient als zentraler zirkadianer Schrittmacher
des Korpers. Vom SCN wird das Zeitsignal iiber neurale und humorale Faktoren an die peripheren Uhren
weitergegeben, z.B. im Gastrointestinaltrakt (GIT), in der Leber, im Fettgewebe und im Herz. Weitere Zeitgeber sind
die Nahrungsaufnahme und die kdrpereigene Temperatur-Rhythmik.

1.3 Zusammenspiel zwischen Metabolismus und zirkadianer Uhr

Eine wichtige Aufgabe der zirkadianen Prozesse im Korper ist es, den Metabolismus an das verédnderte
Nahrungsangebot bei Tag und Nacht anzupassen. Blutglukosespiegel zum Beispiel haben ihr Maximum in
den frithen Morgenstunden, wéihrend die Insulinsensitivitit morgens am geringsten ist (155, 247). Ebenso
unterliegt der Glykogengehalt der Leber einer zirkadianen Schwankung (74, 112, 247). Freie
Fettsdurespiegel und TAGs sind im Blut in der subjektiven Nacht am hochsten messbar (291, 324). Auch
andere Parameter des Fettstoffwechsels wie die verschiedenen Cholesterine unterliegen einer zirkadianen
Kontrolle (66, 80, 195, 238). Das dieser Effekt nicht nur durch den Schlaf~-Wach-Rhythmus, sondern auch
auf Ebene der molekularen Uhr entsteht, konnte in diversen Experimenten gezeigt werden (80, 166). So
fiihrt die Stérung von Uhrengenen in Pankreas oder Leber, ebenso wie der Verlust der SCN-Funktion, zum

Beispiel zu verdnderten Blutglukosespiegeln (155).

Solange der Licht-Dunkel-Zyklus mit dem Tagesablauf {ibereinstimmt, stimmen die exogenen Faktoren
und die endogenen Abldufe der inneren Uhr {iiberein. Verschieben sich jedoch die Aktivitit,
Nahrungsaufnahme und der Licht-Dunkel-Zyklus durch z.B. Jetlag, elektrisches Licht oder Nachtschichten,
kann es, wie bereits am Anfang der Einleitung beschrieben, zu Storungen der inneren Uhr und damit auch
des Metabolismus (134, 135, 322, 323, 340, 366, 147, 156, 159, 180, 188, 211, 272, 316). Bei Méusen fiihrt

Essen in der subjektiven Nacht nicht nur zur Desynchronisation des Stoffwechsels mit der
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Uhrengenexpression sondern in weiteren Versuchen mit hochkalorischer Nahrung auch zu Adipositas (8,
33). Sogar kurzfristige Schichtarbeitsszenarien unter Versuchsbedingungen fiihrten zu einer verdnderten
Glukosetoleranz (166, 218). Eine Abweichung des 24 Stunden Tagesablaufs hinsichtlich einer
Veranderung der Licht-Dunkel-Zeiten fiihrte in mehreren Versuchen zu Adipositas der Versuchstiere (86,
87,157,230). Méause, aus deren Genom das Uhrengen Bmall entfernt wurde, zeigen schon in jungem Alter
eine gesteigerte Fettmasse, sowie supprimierte oder gleichbleibende Adipokin-Expressionen (4dipog/Lep)
bei gleichzeitig insg. erniedrigten Serumspiegeln dergleichen und Dyslipiddmien (117, 161, 240). Clock-
Mutanten zeigen ein erhohtes Korpergewicht, eine Hypertriglyzeriddmie und eine geringere metabolische
Rate als Wildtyp-Méuse (319). Per2-negative Méuse zeigen einen veridnderten Lipidstoffwechsel und
Hypotriglyceriddmie (113). Menschen mit einem verdnderten BMALI-Haplotyp neigen zu Diabetes
mellitus Typ 2 und Hypertonus (346). Das diese Verdanderungen durch Essen zur richtigen Zeit und nicht
verteilt iber den ganzen Tag umgekehrt werden konnen, haben u.a. Chaix et al. 2019 in einer Studie an
verschiedenen murinen (Maus) Uhrengen-Mutanten gezeigt (43). Uber den Effekt des seit einigen Jahren
an Popularitét gewinnenden Intervallfastens (8 Stunden essen, 16 Stunden fasten) beim Menschen ist sich
die Wissenschaft aktuell aufgrund einer geringen Studienlage noch unschliissig (261, 345). In Tierversuche

gibt es wiederum erste Hinweise fiir eine Verbesserung der Stoffwechselsituation (345).

Aber nicht nur die Stérung der inneren Uhr hat Auswirkungen auf den Stoffwechsel, sondern auch ein
verdnderter metabolischer Status, wie Adipositas, kann zur Stérung der Inneren Uhr fithren. In
verschiedenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine erhdhte Kalorienzufuhr mit einhergehender
Adipositas zu einer verdnderten Aktivitits-Periode, abgeschwichten zirkadianen Zyklen der
Nahrungsaufnahme und eine verdnderte Expression von Uhrengenen in der Leber und im Fettgewebe
filhren kann (61, 79, 174, 270, 279, 358). Diese konnen durch erneute Erndhrung mit normaler Nahrung
aufgehoben werden (79).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass der Stoffwechsel und die innere Uhr miteinander interagieren und
Chronodisruption langfristig zu ernsten gesundheitlichen und damit gesellschaftlichen Konsequenzen

fihren kann.

1.4 Die zirkadiane Regulation des Fettgewebes

Wie im vorherigen Absatz angedeutet, beteiligt sich das Fettgewebe an der Tageszeit-abhéngigen
Energieversorgung des Korpers. Zum Beispiel osszillieren freie Fettsduren und Glycerol tageszeitabhingig
im Blut (12). Dieser Rhythmus wird nicht nur durch den SCN (176, 179), sondern teilweise auch durch
zitkadiane Regulation auf Fettzellebene gesteuert (165). In-vivo-Studien mit humanen und murinen
Fettgewebsproben aus WAT und BAT zeigten, dass sowohl Uhrengene, als auch wichtige metabolische
Enzyme rhythmisch exprimiert werden (vgl. (166)). Im Rahmen einer Transkriptom-Analyse entdeckten
Zvonic et al. 2006 insgesamt 650 rhythmisch exprimierte Transkripte in murinem IWAT, EWAT und BAT

in vivo (369). Unter diesen rhythmisch exprimierten Transkripten waren neben der wichtigen Uhrengenen
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auch Enzymen des Fettstoffwechsels (369). Die Hormon-sensitive Lipase und auch die Adipozyten-
Triglycerid-Lipase, als wichtige Hormone in der Lipogenese, zeigten zirkadiane Rhythmen in murinem
WAT in vivo, als auch in explantierten Fettgewebspolstern (EWAT) in vitro (175, 240, 291). Wenn CLOCK
seine Funktion verliert, ist dieser Rhythmus aufgehoben (291). Der Stoffwechsel des Fettgewebes wird
durch systemische Faktoren beeinflusst. Wenn systemischen Faktoren selbst einer zirkadianen Steuerung
unterliegen, wirkt sich diese gleichermaflen auf die tageszeitabhéngige Funktion des Fettgewebes aus.
Wichtige zirkadian regulierte systemische Faktoren fiir das Fettgewebe sind das autonome Nervensystem
(21, 30), Glukokortikoide und Insulin (155, 233, 234, 252, 308). Die letzteren zeigen zirkadiane
Schwankungen im Blut, die ohne den SCN nicht mehr messbar sind (60, 187, 215, 270, 307). Die Tatsache,
dass die zirkadiane Expression wichtiger Proteine in Fettzellen weiterhin besteht, auch wenn in vivo die
molekulare Uhr des SCN oder der physiologische Glukokortikoid-Rhythmus ausgeschaltet sind (179, 308),
spricht fiir eine endogene Steuerung auf Fettzellebene. So konnte gezeigt werden, dass Uhrengene in
Adipozyten, auch unabhingig von externen oder internen Zeitgebern — sowohl an Fettgewebsexplantaten,
als auch in etablierten Fettzelllinien (z.B. 3T3-L1-Adipozyten) — zirkadian exprimiert werden (28, 97, 107,
235, 350).

Das die Korpertemperatur im Tagesverlauf schwankt ist lange bekannt (vgl. (260)). Ob ein endogener
zirkadianer Rhythmus, des braunen Fettgewebes hieran einen maligeblichen Anteil hat, ist Teil aktueller
Forschung. So konnten Gerhart-Hines et. al. 2013 zeigen, dass Mause mit genetischer Deletion von Rev-
erbo eine anhaltend hohe aber verminderte tageszeitliche Schwankung der Kdrpertemperatur aufweisen
und diese Verdnderung durch die aufgehobene Suppression der Ucpl-Expression durch REV-ERBa
entstand (101). Auerdem zeigten Chappuis et al. das Per2 {iber PPARa Einfluss auf die Ucpl Expression
nehmen kann (44). Auch wenn einige in vivo Studien zeigen konnten, dass Ucp! mRNA tatséchlich
zirkadian exprimiert wird, sind die in vitro Daten und damit der Hinweis auf eine endogene zirkadiane

Steuerung, bis auf eine Studie, ausstehend (193, 196, 324, 359).

Auch Adipokine, wie Leptin, Adiponectin, Visfatin und Resistin, weisen zirkadian oszillierende
Blutspiegel auf (zusammengefasst in (165)). Allerdings ist bisher nicht eindeutig geklért, ob diese durch
eine endogene Steuerung entstehen. So kommt es zu einem Maximum von Leptin und Adiponectin im Blut
wiahrend der jeweiligen Aktivititsphase von Menschen und Nagern (287, 295). Teilweise zeigten diese
Studien in vivo auch eine rhythmische Expression von Leptin und Adiponectin mRNA (2, 98, 133, 154,
204, 287, 295, 309, 327, 369). Allerdings fehlen bisher in vitro Daten oder, wie in einer Vorarbeit dieser
Arbeitsgruppe, konnten keine endogen zirkadianen Rhythmen festgestellt werden (286).

Des Weiteren beeinflussen Uhrengene die Adipogenese und Lipogenese. Wie im vorherigen Absatz
angedeutet konnten diverse Experimente in vivo zeigen, dass eine Ablation von Bmall in Fettzellen zu
vermehrter Adipositas fiihrt (117, 161, 240). In vitro konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von Bmall in
Fibroblasten aus Mausembryonen eine verstirkte Adipogenese zur Folge hat (117). AuBerdem gibt es

Hinweise dafiir, dass BMALI1, REV-ERBa, CLOCK und PER fiiber die Regulation von PPARy die
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Regulation der Adipozytenfunktion beeinflussen (195). Wie sich die zirkadiane Uhr im Laufe der

Adipogenese (Differenzierung) verandert, wurde bisher nur in wenigen Experimenten untersucht (28, 235).

1.5 Fragestellung

Adipositas und damit assoziierte Erkrankungen stellen ein immer groBer werdendes weltweites Problem in
der Gesundheitsversorgung dar. Wie in den vorangegangenen Abschnitten beschrieben, interagieren
zitkadiane Uhr und Fettstoffwechsel miteinander. Um diese Interaktion weiter zu erforschen und fiir
therapeutische Strategien zu nutzen, miissen geeignete Modelle zur Verfiigung stehen. Fiir die Erforschung
der inneren Uhr der Fettzellen gibt es bereits in vivo, ex vivo und in-vitro-Modelle (10, 18, 75). Da diese
Modelle zeitaufwindig, material- und kostenintensiv sind, eignen sie sich nur begrenzt fiir grof3 angelegte
Versuchsreihen. Hier kommen immortalisierte Zelllinien ins Spiel. Hierfiir werden Zellen aus Gewebe
isoliert und anschlieBend auf genetischer Ebene so veréndert, dass ihre Teilungsfahigkeit lange erhalten
bleibt (205). So konnen grofle Versuchsreihen mit relativ geringem Aufwand durchgefiihrt werden. Dieser
Vorteil kann jedoch mit einer Verdnderung der Zellphysiologie einher gehen (205), sodass immortalisierte
Zellen auf den Erhalt ihrer zirkadianen Funktion hin untersucht werden miissen. Eine der bekanntesten
zirkadian rhythmischen Adipozytenlinien ist die aus Mausembryonen isolierte Zelllinie 3T3-L1 (73, 110,
111, 235). Da sie jedoch aus Fibroblasten geziichtet wurden, zeigen die daraus resultierenden reifen
Adipozyten zwar mehr Ahnlichkeit mit weiBen als mit braunen Adipozyten, aber keine eindeutige
Spezifitit beziiglich eines bestimmten Fettdepots (219). Fiir die Erforschung der zirkadianen Uhr der
unterschiedlichen Fettdepots (s. Abschnitt 1.1.6) ist es aber wichtig mit der /n-vivo-Situation vergleichbare
Adipozytenmodelle zu etablieren. AuBBerdem wiirde sich solch ein Modell eignen um weitere Aspekte der
zirkadianen Uhr, wie zum Beispiel die Entwicklung der Uhrengene im Rahmen der Differenzierung, zu

erforschen.

Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit drei, mit dem Simian-Virus 40 T-Antigen (SV40T)
immortalisierte Adipozytenzelllinien aus inguinalem, epididymalem und braunem Fettgewebe méannlicher
Wildtyp-C57BL/6-Méuse (171, 244, 336) auf ihre zirkadiane Funktion in Préd- und reifen Adipozyten hin

untersucht.
Hierbei wurde besonderes Augenmerk auf folgende Fragestellungen gelegt:

1. Zeigen SV40 T-immortalisierte Adipozyten aus murinem inguinalen, epididymalem und braunem
Fettgewebe zirkadiane Rhythmen?

2. Gibt es Unterschiede der zirkadianen Rhythmik in Pra- und reifen Adipozyten?

3. Wie vergleichbar ist das zirkadiane Verhalten der Uhrengene in vitro mit der Situation in vivo?

4. Sollte die zirkadiane Uhr erhalten geblieben sein, sind die Adipokine Leptin und Adiponectin sowie

der Protonenkanal UCP1 dann zirkadian rhythmisch exprimiert?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Zellkultur SV40 T-Antigen immortalisierter Adipozyten

Zellkulturarbeiten fanden grundsétzlich unter einer biologischen Sicherheitswerkbank statt (SAFE 2020,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Materialien und Gegenstdnde wurden vor dem Transfer unter
die Sicherheitswerkbank mit 70 % Ethanol bespriiht. Die Zellen wurden in einem Inkubator (HeraTherm,
Thermo Fisher Scientific) bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Die verwendeten Zellkulturmedien und
Substanzen, mit Ausnahme von Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) (Thermo Fisher Scientific),
wurden vor Anwendung auf 37 °C vorgewédrmt. Fiir die Aufrechterhaltung der Kultur, Zellpassage und
Expansion wurden Zellkulturplatten mit 100 mm (10 ml Kulturmedium) oder 150 mm (30 ml
Kulturmedium) Durchmesser verwendet (Corning, Corning, USA). Die Experimente erfolgten in

Zellkulturschilchen (g 35mm), 6-Loch- oder 12-Loch-Platten (Corning).

2.1.1 Zelllinien

Die verwendeten immortalisierten Adipozyten-Zellinien wurden freundlicherweise von Herm Prof. Dr.
med. Johannes Klein zur Verfligung gestellt. Dabei handelte es sich um mithilfe des SV40 T-Antigens
immortalisierte Adipozyten aus inguinalen, epididymalen und braunem Fettgewebe (IWAT, EWAT und
BAT) von ménnlichen Wildtyp-C57BL/6-Méusen (170, 244, 336). Bis zur Verwendung wurden die
immortalisierten Zellen in Kryorohrchen (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) in fliissigem Stickstoff

gelagert.

2.1.2 Zellkulturmedium

Tabelle 1: Grundmedium (GM)

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), 4,5 g/L. Glukose, (gibco,
GlutaMAX™ Supplement life technologies™)
+ 20 % Fetal Bovine Serum (Hitze inaktiviert) (FBS) (gibco,

life technologies™)

Tabelle 2: Differenzierungsmedium (DM)

GM

+ 1 nM 3,3',5-Triiodo-L-thyronine sodium salt (T5)
(Sigma-Aldrich, St.Louis, USA)

+ 20 nM Rinderpankreas-Insulin (Insulin) (Sigma-Aldrich)
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Tabelle 3: Induktionsmedium (IM)

DM
+ 250 uM Indometacin (Sigma-Aldrich)
+ 500 uM 3-Isobutyl-1-Methylxanthine (IBMX) (Sigma-Aldrich)
+ 2 ng/ml Dexamethason (Dexa) (Sigma-Aldrich)

2.1.3 Auftauen und Einfrieren

Es erfolgte die Entnahme der Kryordhrchen aus dem Fliissigstickstofftank mit anschlieBendem Auftauen
der Zellen in einem 37 °C warmen Wasserbad. Zur Vermeidung von Kontaminationen wurde der
Dichtungsring der Kryordhrchen mithilfe einer Schaumstoffplatte oberhalb der Wasseroberflidche gehalten
und die Kryordhrchen vor dem Platzieren unterhalb der Sicherheitswerkbank mit 70 % Ethanol bespriiht.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension auf Zellkulturplatten (@ 100 mm), mit auf 37 °C vorgewéarmtem
GM, uberfiihrt.

Zum Einfrieren der Zellen wurde das Kulturmedium von den adherent wachsenen Zellen vorsichtig
entfernt, die Zellen zweimalig mit DPBS gespiilt und anschlieend mit 2 ml 0,05 % Trypsin-EDTA (gibco,
life technologies™) fiir 3 min bei 37 °C inkubiert (Trypsinierung). Die Serinprotease Trypsin spaltet hierbei
die Oberflichenproteine der Zellen, sodass diese sich von der Zellkulturplattenoberfliche 16sen konnen.
Zum Abstoppen der Proteasereaktion wurde anschlieBend GM hinzugefiigt und die Zellsuspension in
Zentrifugen-Rohrchen (Corning) iiberfiihrt und 3-5 min bei 1300 rpm und 22 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und der entstandene Zellniederschlag in GM mit 10 % Dimethylsulfoxid
(DMSO) (Sigma-Aldrich) resuspendiert, in Kryordhrchen iiberfiihrt und kontrolliert mit einer Rate von 1
°C/min in einem Gefrierbehilter (Cryo 1° Cooler, Tarsons) eingefroren. AnschlieBend erfolgte die

Uberfiihrung und Lagerung in Fliissigstickstoff (-196 °C).

2.1.4 Zellpassage und Zellzahlbestimmung

Bei einer Zellkonfluenz von 60-80 % wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Medium entfernt und
die Zellen zweimal mit DPBS gewaschen. AnschlieBend erfolgte eine 3-miniitige Trypsinierung mit 2 ml
(100 mm Platte) oder 3 ml (150 mm Platte) Trypsin-EDTA. Nach mikroskopischer Kontrolle der
Zellablosung von der Platte wurde die Reaktion mit 6-10 ml GM abgestoppt. Die Zellsuspension wurde
daraufhin in gewiinschter Verdiinnung auf neue Platten mit vorgelegtem GM verteilt. Fiir die Versuche

wurden ausschlielich Zellen unterhalb der 30. Passage verwendet.

Vor der Aussaat fiir ein Experiment erfolgte eine Bestimmung der Zellzahl mithilfe einer Neubauer-
Zihlkammer, um die ausgesite Zellzahl innerhalb eines Experimentes gleich zu halten (0,5-2 x 10°

Zellen/Loch abhéngig von der verwendeten Plattengrof3e).
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2.1.5 Adipozytendifferenzierung

Fiir die Differenzierung von Prd-Adipozyten in Fett akkumulierende, reife Adipozyten erfolgte eine
Aussaat in DM anstelle GM. Nach Erreichen einer 100%-igen Konfluenz, wurde fiir 24 h auf IM (zur
Induktion des Differenzierungsvorganges), anschliefend wurde zur Aufrechterhaltung der Differenzierung
zuriick auf DM gewechselt. Darauthin folgte eine Kultivierung der Adipozyten in DM bis zum Erreichen
des gewiinschten Differenzierungstages, mit zu Beginn 48- und im Verlauf 24-stiindlichem Medienwechsel
(Abbildung 5). Tag 0 entspricht dem Zeitpunkt nach 24 Stunden Kultivierung in IM. Bei unterschiedlicher
Differenzierungsgeschwindigkeit der Zelllinien ergab sich eine unterschiedliche Anzahl an Tagen bis zum
Erreichen der Ausdifferenzierung (reife Adipozyten). Die Festlegung erfolgte nach zellmorphologischen
Kriterien wie der Fetttropfen-Akkumulation in ausgreiften Adipozyten. So ergab sich fiir Adipozyten aus
epididymalem Fettgewebe eine abgeschlossene Differenzierung an Tag 5 (mEWAT) und fiir die
Adipozyten aus inguinalem und braunem Fettgewebe (mIWAT, mBAT) an Tag 6. Fiir die Experimente in
Abschnitt 3.1.1 und 3.1.2 wurden jeweils Proben von nicht-synchronisierten Pré- und reifenden Adipozyten
an Tag 0, Tag 3 und, je nach Zelllinie (s.0.), an Tag 5/6 (reife Adipozyten) und 7/8 genommen (n = 3 pro
Tag).

Induktion

Pri-Adipozyten YT > T T T T T T T —®
0 1 2 3 4 5 6 7 8
1

1

1

Y M Differenzierungsmedium
A

1

| Tag(e) nach Induktion f 4

pIWAT ' mIWAT
pEWAT mEWAT
pBAT mBAT

Abbildung 5: Differenzierungsschema

Differenzierungsschema der immortalisierten Pra-Adipozyten (p) aus inguinalem (IWAT), epididymalem (EWAT)
und braunem (BAT) Fettgewebe zu reifen (m) Adipozyten. Die Induktion der Differenzierung erfolgte bei
vollstandiger Konfluenz mit Induktionsmedium fiir 24 Stunden. Versuche mit Pra-Adipozyten (pIWAT, pEWAT,
pBAT) erfolgten vor der Induktion bei voller Konfluenz. Versuche mit reifen Adipozyten erfolgte an oder ab Tag 5
(mEWAT) oder Tag 6 (mIWAT/mBAT) nach Induktion.
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2.2 Oil Red O-Féarbung und Triglycerid-Bestimmung

Fiir einen Qualitativen und Quantitativen Nachweis der Differenzierung der Adipozyten wurden diese mit
Oil Red O (1-{[4-(Xylylazo)xylyl]azo}-2-naphthol) geférbt. Oil Red O ist ein Azofarbstoff, der speziell an
Triglyceride binden kann und somit die Lipidtropfen in den differenzierenden Adipozyten anfarbt. Nach
Fotodokumentation kann der Farbstoff aus dem Gewebe herausgewaschen werden und mittels Bestimmung
der optischen Dichte (OD bei A = 500 nm) der Waschlosung die akkumulierte Triglzeridmenge bestimmt

und somit als quantitatives MaB} der Differenzierung genutzt werden.

2.2.1 Zell-Fixierung

Vor der Farbung erfolgte die Fixierung der Zellen mit Paraformaldehyd-Losung (PFA). Dafiir wurden die
Zellen auf Eis zweimal vorsichtig mit DPBS gewaschen und anschlieBend mit PFA (4%, s. Tabelle 4)
bedeckt, mit Parafilm verschlossen und bis zur Farbung bei 4 °C gelagert. Bei der Herstellung und dem
Umgang mit Paraformaldehyd wurde wunter einer Abzugshaube wund mit geeigneten

KoérperschutzmafBnahmen gearbeitet.

Tabelle 4: Paraformaldehyd-Losung (pH 7,4)

0,4 g/l Paraformaldehyd-Granulat  (Electron Microskopy Sciene)
50 % Destilliertes Wasser

50 % PBS-Puffer (Phosphate buffered saline)

Tropfen 50 %-ige Natronlauge

2.2.2 Qil Red O-Firbung

Fiir die Farbung der Zellen wurde die Oil Red O-Farbung angewandt. Dafiir wurde zuerst eine Oil Red O-
Stammlosung angesetzt (Tabelle 5), die dann bei Bedarf zu einer fertigen Oil Red O-Arbeitslosung
weiterverarbeitet wurde (Tabelle 6). Fiir die Farbung der Zellen wurde die PFA-L6sung sorgfiltig von den
Zellen entfernt und vorschriftsgemaf entsorgt. AnschlieBend wurde die Oil Red O-Arbeitslosung direkt auf
die Zellen gegeben (12-Loch-Platte 0,5 ml/Loch, 6-Loch-Platte 1 ml/Loch). Nach einer Stunde Farbung
wurde die Arbeitslosung entfernt und die gefarbten Zellen mehrfach vorsichtig mit destilliertem Wasser
gesplilt. Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften der Farbung lieBen sich kleine Farbpartikelriicksténde,
v.a. bei den Pri-Adipozyten, nicht vollstdndig entfernen und wurden toleriert. AnschlieBend erfolgte die
Dokumentation der Farbung mittels mikroskopischer Aufnahmen. Die anschlieSende Lagerung erfolgte bei

4 °C, bedeckt mit destilliertem Wasser.

Tabelle 5: Oil Red O-Stammlosung

Isopropanol
+ 5¢g/1  Oil Red O-Pulver (Sigma-Aldrich)
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Tabelle 6: Oil Red O-Arbeitslosung (filtriert)

60% Oil Red O-Stammldsung

40% Destilliertes Wasser

2.2.3 Bestimmung des Triglyceridgehaltes mittels optischer Dichte (OD)

Je mehr Triglyceride die Adipozyten enthalten, desto mehr Oil Red O wird wihrend der Farbung in den
Zellen gebunden. Im Anschluss kann das gebundene Oil Red O wieder herausgewaschen werden. Je mehr
Farbstoff in der Waschlosung ist, das heif3t, je optisch dichter die Losung ist, desto mehr Fett hat sich in
den Zellen urspriinglich befunden. Letzendlich dient die optische Dichte hier als Mdglichkeit der

Quantifizierung der Differenzierung der Adipozyten.

Die Auswaschung des Farbstoffs erfolgte mit derselben Isopropanol-Menge, die urspriinglich an Oil Red
O-Arbeitslosung hinzugegeben worden war (s. Abschnitt 2.2.2). Dafiir wurde zuerst das Wasser von den
Zellen entfernt und das Isopropanol auf die Zellen gegeben, nach 45 min wieder entfernt und in
ReaktionsgefdBe tberfithrt. Mit dem Spektralphotometer (Epoch, BioTek) wurde anschlieBend die
Absorption bei 500 nm gemessen. Die Proben wurden vor der Messung mit [sopropanol verdiinnt, um eine
Absorption zwischen 0,1 und 1,0 zu gewéhrleisten. Die Messung fand in technischen Duplikaten statt. Zur
Berechnung der normalisierten OD wurde von der Durchschnittsabsorption der technischen Duplikate die
Eigenabsorption des Losungsmittels (Isopropanol) abgezogen und anschlieBend zu den Werten der Pra-

Adipozyten der jeweiligen Zelllinie normalisiert.
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2.3 Lentivirale Transduktion von Luciferase-Reportern

Firr die Aufnahme von Biolumineszenzrhythmen im Luminometer wurde mit Hilfe von lentiviralen
Vektoren die Geninformation fiir das Enzym Luciferase in die gewiinschten Zellen eingeschleust. Die
cDNA der Luciferase wird dazu an den Promotor des zu analysierenden Gens (hier die Uhrengene Per?2
bzw. Bmall) gekoppelt. Das Luciferaseenzym katalysiert die Bildung von instabilen Luciferinen die beim
anschliefenden Zerfall Licht emittieren. Diese Biolumineszenz kann {iber mehrere Tage gemessen und so

die Aktivitdt der verwendeten Uhrengen-Promoteren aufgezeichnet werden.

Um endogene Biorhythmen in den mit SV40 T-Antigen immortalisierten Adipozyten zu erforschen,
wurden zwei Uhrengenreporter (fiir Per2 und Bmall) produziert und die entsprechenden Luciferase-
Expressionskonstrukte mit Hilfe von Lentiviren (LV) in die Zellen transduziert. Zusétzlich wurde ein
viraler eGFP-Expressionsvektor (verstirktes griin fluoreszierendes Protein) hergestellt, bei dem die eGFP-
Expression durch den EF-lo. Promotor konstant reguliert wird. Er diente dazu, eine erfolgreiche

Transduktion durch das Lentivirus nachzuweisen.

Fiir die Herstellung der Lentiviren werden drei verschiedene Plasmide benétigt. Eines bildet das spétere
Hillprotein (pMD?2.G, von Didier Trono, addgene, Plasmid #12259), eines das die Hilfsproteine, Gag und
Pol (psPAX2, von Didier Trono, addgene, Plasmid #1226) bildet und das Plasmid mit dem Reportergen.

Die hier verwendeten Plasmide der Reportergene finden sich in Tabelle 7.

Fertige pWPT-GFP-Plasmide und pABpuro-BLuF-Plasmide wurden mir freundlicherweise von Dr.
Anthony Tsang zur Verfligung gestellt. Versuche mit vitalen Lentiviren wurden nach S2-

Sicherheitsstandards durchgefiihrt.

Tabelle 7: Reportergen-Plasmide

Plasmid Reportergen

pWPT-GFP EGFP addgene, Plasmid #12255
pPer2-Luc Per-2-Luciferase Achim Kramer, Berlin
pABpuro-BLuF  Bmal-1-Luciferase addgene Plasmid #46824,

Prof. Steven Brown, University of Zurich,
Switzerland (34),

2.3.1 Plasmid-Produktion

2.3.1.1 Escherichia coli-Kultivierung (pPer2-Luc-, pMD2.G- und psPAX2-Produktion)

Plasmide (s. Abschnitt 2.3) wurden in Escherichia coli (E.coli) -Bakterien amplifiziert. Diese wurden zu
Beginn auf vorbereiteten Ampicillinhaltigen (cena = 100 g/l) Lysogeny broth (LB) - Agar-Platten
aufgetragen und iiber Nacht im Inkubator kultiviert. Durch eine in den Plasmiden beinhaltete Penicillin-
Resistenz konnten am néchsten Morgen einzelne Plasmid-positive Kolonien in mit 5 ml LB-Medium
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(Tabelle 8) befiillte Rundboden-Rohrchen iiberfiihrt werden. Die beimpften Rundboden-Rohrchen wurden
anschlieend bei 34 °C iiber Nacht auf einer Riittlerplatte inkubiert. Zur Expansion der Bakterien erfolgte
die Uberfiihrung von je 500 ul Bakteriensuspension in 250 ml LB-Medium. Es folgte eine erneute
Kultivierung tiber Nacht bei 34 °C auf der Riittlerplatte. Fiir die weitere Verarbeitung wurde die
Bakteriensuspension bei 4 °C und 6000 rpm fiir 15 min zentrifugiert und der Uberstand entsorgt. Der

Zellniederschlag wurde bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C gelagert.

Tabelle 8: LB-Medium (autoklaviert)

Deionisiertes Wasser (H2O)

+ 10gl Tryptone

+ 5¢g/l Hefeextrakt

+ 10g/l Natriumchlorid (NaCl)
+ 100 g/l Ampicillin

2.3.1.2 Plasmid-Isolation

Fiir die Isolierung der Plasmid-DNA aus den Bakterien wurden das QIAprep Spin Miniprep Kit von
QIAGEN, sowie das NucleoBond Xtra Midi Kit von Macherey und Nagel verwendet. Aus der Starterkultur
konnte mit Hilfe des Miniprep eine erste Probe der Plasmid-DNA gewonnen werden, an der die Qualitét
des Plasmids tiberpriift werden konnte. Mit Hilfe des Midipreps konnte darauthin eine ausreichende Menge
an Plasmid aus 250 ml Bakteriensuspension gewonnen werden. Bei beiden Kits wurde nach
Herstellerangaben vorgegangen. Zur Bestimmung der Plasmid-DNA-Konzentration wurde mit Hilfe eines
Spektralphotometers (Epoch, BioTek) die Absorptionen der Proben bei 260 und 280 nm gemessen
(Programm: Gen5 2.00, Nucleic Acid Quantification, Probentyp: ssDNA, Leerwert: Reinstwasser, Menge:
2 pl) und anschlieBend die Konzentration [ng/ul] berechnet.

2.3.1.3 Agarosegelherstellung und Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der PlasmidgroBe und -identitit wurde eine Gelelektropherese durchgefiihrt. Als
Referanzmall wurde eine 1kb-DNA-Leiter von New England BioLabs verwendet (10 ul). Die Herstellung
des Agarose-Gels erfolgte mit 1 % Agarose-Pulver in Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE; 40 mM Tris, ]| mM
EDTA, pH: 8,2-8,4). Der Elektrophoreseansatz pro Gelkammer bestand aus 1 nug Plasmid-DNA [ul], 2 pl
DNA Loading Dye (6X) (Thermo Scientific, visuelle Fortschrittskontrolle) und destilliertem Wasser [pl]
(Vgesame = 12 pl). Die Laufspannung betrug 70 Volt. Nach ca. 20 min Laufzeit wurde das Gel zur
Markierung der DNA mit Ethidiumbromid (200 ml TAE-Puffer + 15 pl Ethidiumbromid) geférbt, unter
ultraviolettem Licht (UV) sichtbar gemacht und das Ergebnis fotographisch dokumentiert.
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2.3.2 Lentivirus-Produktion

Die HEK293T-Zellinie (HEK) aus humanen embryonalen Nierenzellen ist eine seit langem in der
Lentivirus-Herstellung genutzte und in der Handhabung unkomplizierte Zelllinie (210, 227). Nach Co-
Transfektion von Reportergen-, Hiillprotein und Hilfsprotein-Plasmid werden die Proteine in der Zelllinie

exprimiert und zu funktionsfahigen Lentiviren verpackt (227).

2.3.2.1 HEK293T-Zellkultur

Die Kultivierung und Vermehrung der HEK-Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen im Inkubator bei 37 °C
und 5 % CO:.. Fiir die Vorbereitung der Transfektion wurden die HEK-Zellen auf mit Poly-D-Lysin (PDL)
bedeckte Zellkulturschalen (o 10 cm) ausgesit. Vor der Aussaat wurde das Zellkultur-Medium (Tabelle 9)
vorsichtig abgesaugt, die Zellen einmal mit DPBS gewaschen, anschlieend mit 2 ml Trypsin-EDTA (5
min Inkubation) von der Platte geldst und vorsichtig auf mehrere PDL-beschichtete Zellkulturschalen

iiberfiihrt, in denen bereits vorgewédrmtes Kulturmedium (10 ml) vorgelegt worden war.

Tabelle 9: HEK-Zellkulturmedium

DMEM (4,5 g/L Glukose, GlutaMAX)
+ 10 % FBS

+ 100 U/ml / Penicillin/ (PenStrep (100X), PAA Cell, Culture

100 pg/ml Steptomycin Company)

2.3.2.2 HEK293T-Transfektion

Bei einer Zelldichte von 50-80 % fand eine Transfektion der HEK-Zellen mit dem Xfect Transfection
Reagent von Clontech statt. Es wurde nach Herstellerangaben vorgegangen. Die eingesetzte Plasmid-
Zusammensetzung ist Tabelle 10 zu entnehmen. Die Reaktionsvoransitze (Tabelle 11 und Tabelle 12)
wurden vereint, der fertige Reaktionsansatz dann bei Raumtemperatur 10 min inkubiert und vorsichtig zu
den HEK-Zellen in das Kulturmedium gegeben. Nach 24 Stunden wurde das Medium entfernt, die Zellen

einmal mit DPBS gewaschen und vorsichtig neues Kulturmedium zugegeben.

Tabelle 10: Eingesetzte Plasmid-DNA

15 ug Reportergen-Plasmid-DNA (Reportergene s. Tabelle 7)
+ 10 ug psPAX2-Plasmid-DNA
+ 5ug pMD2.G-Plasmid-DNA
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Tabelle 11: Reaktionsvoransatz 1 (VGesamt = 600 nl)

30 pg Plasmid-DNA

+ Xfect Reaktions-Puffer

Tabelle 12: Reaktionsvoransatz 2

9 pl Xfect Polymer
+ 591 pl Xfect Reaktions-Puffer

2.3.2.3 Virusernte und Konzentration

48 Stunden nach Transfektion erfolgte die erste Ernte des Virus-reichen Mediumiiberstands in
Reaktionsgefille. Die Proben wurden bei 4 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert. Nach Entfernen des
virusreichen Mediums, Waschen der HEK-Zellen mit DPBS und erneuter Gabe frischen, angewérmten
Mediums fiir weitere 24 Stunden erfolgte eine zweite Ernte des Virus mit anschlieBendem Verwerfen der
Virus-produzierenden HEK-Zellen. Die das Virus enthaltende Fliissigkeit wurde im néchsten Schritt zum
Teil direkt weiterverwendet und zum Teil mit dem LentiX Konzentrator von 7aKaRa nach den

Herstellerangaben aufbereitet und anschlieBend bei -80 °C gelagert.

2.3.3 Lentivirale Transduktion

Zusitzlich zu den immortalisierten Pri-Adipozyten aus inguinalem, epididymalem und braunem
Fettgewebe wurden auch NIH-3T3-Zellen als Positiv-Kontrolle transduziert. Die NIH-3T3-Zelllinie ist
eine gut etablierte murine Fibroblasten-Zelllinie, bei der die lentivirale Transduktion von Uhrenreportern
gute Ergebnisse zeigt (49, 221, 291). Die Kulturbedingungen glichen denen der anderen Zelllinien, und das
Zellkulturmedium entsprach dem HEK-Zellkulturmedium (Tabelle 9). Vor der Transduktion wurde ein
Medienwechsel bei Pri-Adipozyten und NIH-3T3-Zellen durchgefiihrt und einmal mit DPBS gewaschen.
Der Transduktionsansatz bestand aus Zellkulturmedium und 0,1 % Polybrene (Hexamdimethrinbromid,
Sigma-Aldrich) und, je nach Versuch, 50 % virushaltigem Medium (unkonzentriert) bzw. 10-50 pl
konzentriertem Virus. Nach 24 Stunden wurde das Transduktionsmedium entfernt und auf normales

Zellkulturmedium gewechselt.

2.3.3.1 Fluoreszenzmikroskopie

Zur Uberpriifung der erfolgreichen lentiviralen Transduktion der Adipozyten wurden drei Tage nach
erfolgter eGFP-Transduktion Fluoreszenzaufnahmen mit einem Fluoreszenzmikroskop (Olympus CKX41)
angefertigt (Aufnahmezeit 500 ms, Anregungslicht-Wellenldnge A = 488 nm (blau)). eGFP leuchtet nach

Anregung griin (A = 509). Die Transduktion fiir diese Aufnahmen fand mit unkonzentriertem Virus statt.
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2.3.3.2 Selektion

Das Per2-Luc-Plasmid triagt eine Blasticidin-Resistenz, sodass in den immortalisierten Pra-Adipozyten der
Selektionsversuch einer stabil-transduzierten Per2-Luc-positiver Adipozytenlinie unternommen wurde.
Fiir die Selektion wurden drei Blasticidin-Konzentrationen getestet, 1 pg/ml, 5 pg/mlund 10 pg/ml. Zellen,
die mit 10 pg/ml Blasticidin behandelt wurden, waren eine Passage spéter alle tot. 5 pg/ml Blasticidin
wurden gut toleriert und fiir die weitere Selektion iiber 18 Tage eingesetzt. Anschliefend wurden die Zellen
bis zur weiteren Verwendung eingefroren (s. Abschnitt 2.1.3). Die Transduktion fiir die Selektion fand mit

unkonzentriertem Virus statt.

Das Bmall-Luc-Plasmid trdgt eine Puromycin-Resistenz, welche zur Etablierung einer stabil transduzierten

Zelllinie nicht genutzt werden konnte, da die immortalisierten Adipozyten diese Resistenz ebenfalls trugen.

2.4 Lumineszenz-Aufzeichnungen endogener Rhythmen

Die Aufnahme der Zellrhythmen erfolge in einem LumiCycle Luminometer der Firma Actimetrics oder
einem TriStar LB 941 Multimode Microplate Reader der Firma Berthold Technologies. Die mit Per2-Luc
und Bmall-Luc transduzierten Zellen wurden dafiir in einzelne 35mm-Petrischalen (LumiCycle) oder 24-
Loch-Zellkulturplatten (TriStar) ausgesédt. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen fiir zwei
Stunden mit 500 nM Dexamethason synchronisiert. AnschlieBend wurde auf ein Luciferin-haltiges Medium
(LC-Medium, Tabelle 13) gewechselt und die Petrischalen mit Silikongel und einem Deckgléschen, bzw.
einer Klebefolie (24-Loch-Platte), verschlossen. Im Anschluss begann die Messung im Luminometer.
Wihrend der Vorbereitungen wurden die Zellen auf einer Wirmeplatte warmgehalten und die

Lichtexposition aufgrund der Lichtempfindlichkeit des Luciferins auf ein Minimum reduziert.

Tabelle 13: LC-Medium

Farbloses DMEM (4,5 g/L Glukose, ohne Glutamin, ohne Pyruvat) (gibco, life technologies™)

+ 10 % /20 % FBS (NIH-3T3 / Adipozyten)

+ 10 mM HEPES (1M) (gibco, life technologies™)

+ 2 mM GlutaMax (gibco, life technologies™)

+ 3mM Natriumcarbonat

+ 1 uM D-Luciferin (AppliChem)

+ 100 U/ml, PenStrep (NIH-3T3) (PAA Cell, Culture
100 pg/ml Company)
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2.5 Zeitprofil endogener Expressionsrhythmen

Um die Expression der Uhrengene im Zeitverlauf zu bestimmen, wurden Zeitprofile angefertigt. Dafiir
wurden Prd-Adipozyten und reife Adipozyten von IWAT, EWAT und BAT mit Dexamethason
synchronisiert und im Anschluss alle fiinf Stunden Zellproben fiir eine relative Expressionsanalyse von
Uhrengenen (Per2, Bmall, Dbp, Rev-erba, Npas2 und Clock) sowie Ucpl und den Adipokine-Genen Lep
(Leptin) und Adipog (Adiponectin) genommen. Der Versuchsbeginn fiir Zeitprofile bei reifen Adipozyten
lag an Tag 5 (MEWAT) bzw. Tag 6 (mMIWAT, mBAT) nach Differenzierungsinduktion.

Die Aussaat der Pra-Adipozyten erfolgte in 12-Loch-Platten, die der reifen Adipozyten in 6-Loch-Platten
(3 Proben je Zeitpunkt (ZP)). Bei 100 % Konfluenz bzw. nach Ausdifferenzierung wurden die Zellen mit
1 uM Dexamethason (Dr. Peter Conrad e.K.) fir 30 min synchronisiert und anschlieBend das
dexamethasonhaltige Medium durch frisches Medium ersetzt (ZP 0). Um einzelne Platten gleichzeitig aus
dem Versuch nehmen zu kénnen, wurden die verschiedenen Zeitpunkte (i.e. Platten) im Abstand von 5
Stunden  synchronisiert. =~ Um  einen erneuten  Synchronisationsstimulus  aufgrund  einer
Temperaturverdnderung bei den bereits synchronisierten Proben zu vermeiden, wurden die Dexamethason-
Applikation und der Mediumwechsel auf Warmbhalteplatten durchgefiihrt. Der Kontroll-Versuch mit
EWAT-Préa-Adipozyten erfolgte entsprechend des allgemeinen Versuchsaufbaus mit DPBS (20 pl) anstelle

von Dexamethason.

Zur Probengewinnung, wurde je 1 ml Trizol pro 6-Loch-Plattenloch und 0,5 ml Trizol pro 12-Loch-
Plattenloch auf Eis appliziert und die Probe durch Auf- und Abpipettieren vom Boden gelost,
homogenisiert, in RNAse-freie 1,5 ml-Reaktionsgeféfie tiberfiihrt und anschlieSend bei - 80 °C gelagert.

2.6 Molekulargenetische Methoden

2.6.1 RNA-Isolation

Die Isolation der RNA erfolgte mit TRIzol-Reagenz (Invitrogen). Vor der Isolation wurden alle
Oberflachen und Geréte mit einer RN Aase-Dekontaminationslosung (RNaseZap™, Ambion) behandelt und
ausschlieBlich RNAse-freie Plastikprodukte verwendet. Die Isolation erfolgte auf Eis und die
Zentrifugationsschritte bei 4 °C. Die Arbeit mit TRIzol und Chloroform wurde unter einer Abzugshaube
getitigt und der Abfall vorschriftsgemil entsorgt. Um eine ziigige Verarbeitung zu gewihrleisten, wurde
die Zahl der gleichzeitig verarbeiteten Proben auf 12-15 begrenzt. Die zuvor bei -80 °C gelagerten Proben
wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und mit 200 ul Chloroform / ml TRIzol versetzt, fiir 10-15 s
geschiittelt und 5 min auf Eis gelagert. Die Proben reifer Adipozyten wurden vor der Chloroformzugabe
10 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Hierbei trennten sich die Triglyceride (TG) von der wissrigen Phase
und die nun TG-freie wissrige Phase konnte in ein neues Reaktionsgefdl {iberfiihrt werden. Nach der
Inkubation auf Eis wurde fiir 15 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Bei der dadurch entstandenen

Dreischichtung enthélt die obere wissrige Phase die RNA, die darunter folgende weille Schicht die DNA;
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die unterste organische Schicht enthit die Proteine und Zellreste. Im néchsten Schritt wurde die RNA-
enthaltende Schicht in ein neues Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt und das Alte verworfen. Um eine DNA-
Kontamination hierbei zu vermeiden, wurde auf einen ausreichenden Pipettierabstand zur DNA-haltigen
Interphase geachtet. AnschlieBend wurde den Proben 500 ul vorgekiihltes Isopropanol / ml TRIzol und 1
ul Glycoblue (Ambion, life technologies) hinzugefiigt und gut vermischt. Darauthin wurden die Proben
mindestens 30 min auf Eis gelagert, anschlieBend bei 14.000 rpm fiir ebenfalls mindestens 30 min
zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Der entstandene RNA-Niederschlag wurde mit 1 ml vorgekiihltem
70 %-igen Ethanol versehen und fiir 10 min bei 14.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand erneut entfernt.
Anschliefend folgte ein Trocknungsschritt bei Raumtemperatur fiir 10-15 min, je nach GroBe des
Niederschlags. AbschlieBende wurde der RNA-Niederschlag in Reinstwasser (Typ-1, Milli-Q-System,
Merck) gelost und die Konzentration mit dem Spektralphotometer (Epoch, BioTek) gemessen. Programm:
Gen 5 2.00, Nucleic Acid Quantification, Probentyp: RNA, Leerwert: Reinstwasser, Menge: 2 pl. Das 260
nm/280 nm-Abosrptionsverhiltnis lag stets zwischen 2.0 und 2.2. Konzentrationen iiber 1.500 ng/ul

wurden auf < 1.000 ng/pl verdiinnt.

2.6.2 cDNA-Gewinnung durch reverse Transkription (RT)

Fiir die Transkription von RNA zu ¢cDNA wurde das High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) verwendet. Fiir die Reaktion wurden 3 pg RNA in geeignete Reaktionsgefil3e
eingebracht, das Volumen mit Nuklease-freiem Wasser auf 10 ul aufgefiillt und anschlieBend 10 pl RT-
Master Mix (s. Tabelle 14) hinzugegeben. Die RT-Reaktion erfolgte im Anschluss in einem FlexCycler
von analytik jena (RT-Programm s. Tabelle 15). Nach der Reaktion wurden die Proben mit Nuklease-
freiem Wasser 1:10 verdiinnt und bei -20 °C gelagert.

Tabelle 14: RT-Master-Mix / Probe

2 ul 10x RT Puffer

0,8 ul 25x ANTP Mix (100 mM)
2 ul 10x RT random hexamer primers
1 ul MultiScribe RT (50 U/ul)

4,2 ul Nuclease-freies Wasser

Tabelle 15: RT-Programm

25°C 10 min

37°C 120 min

85°C 5 min
4°C o0
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2.6.3 Quantitative Realtime-PCR (qPCR)

Fiir die Analyse der Genexpressionen wurde eine quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (pPCR)
durchgefiihrt. Hierbei wird die cDNA des Zielgens mithilfe einer thermophilen DNA-Polymerase
vervielfaltigt, wobei sich in jedem Zyklus DNA-Doppelstriange bilden. An diese Doppelstrange lagert sich
ein Fluoreszenzfarbstoff an, dessen Signal detektiert wird. Fiir die Reaktion wurde der GoTaq® qPCR
Master Mix (Promega) mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green verwendet. Um die alleinige
Vervielfaltigung (Amplifikation) des Zielgenes zu gewéhrleisten, werden sogenannte Primer genutzt.
Primer sind kurze DNA-Einzelstringe, die sich spezifisch an die cDNA des Zielgens anlagern. Im
anschlieBenden Elongationsschritt wird der Doppelstrang vervollstindigt und anschlieBend das entstandene
Fluoreszenzsignal gemessen sowie die Doppelstringe durch Erhitzung auf 96 °C wieder voneinander
getrennt. Danach beginnt der Prozess von vorne. So kommt es in jedem Zyklus optimalerweise zu einer
Verdopplung des vorliegenden Zielgenes und damit des Signals. Um das zu gewéhrleisten und die
Ergebnisse verschiedener Zielgene miteinander vergleichen zu kdnnen, lag die Duplikationseffizienz der
verwendeten Primer bei 90-110 %. Die verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 16 aufgelistet. Wahrend
der Vorbereitungen des Reaktionsansatzes standen alle Substanzen und die 96-Loch-Mikrotiterplatte auf
Eis. Pro Loch wurden zuerst 5 pul cDNA vorgelegt und anschlieBend 15 pl Reaktions-Mix (Tabelle 17 und
Tabelle 18) hinzugefiigt, die Platte luftdicht verschlossen, gut gemischt und fiir eine Minute bei 2000 rpm
zentrifugiert. Die anschlieBende qPCR fand in einem C1000 Thermal Cycler von BioRad statt (CFX96
Real-Time System; Amplifikationsablauf's. Tabelle 19). Mit Hilfe der BioRad CFX-Software konnten die
Ct-Werte (Detektionsschwellwerte) ausgelesen werden. Die Ct-Werte spiegeln die Anzahl an Zyklen wider,
die bendtigt werden, bis das Fluoreszenzsignal iiber einen bestimmten Schwellenwert ansteigt. Je mehr
cDNA des Gens urspriinglich vorhanden war, desto schneller wird diese Schwelle erreicht und desto
niedriger ist der Ct-Wert. Daraus konnen mit Hilfe eines Referenzgenes relative Expressionsstirken
berechnet werden. Das Referenzgen sollte dauerhaft und gleichméBig von der Zelle exprimiert werden. Das
hier verwendete Referenzgen war Eeflal (eukaryotic translation elongation factorl-al), Teil eines
Elongationsfaktors, welcher fiir die Uberfiihrung der tRNA zum Ribosom mitverantwortlich ist (164, 331)
und schon zuvor als Referenzgen in  Studien der molekularen  Uhr  und
AdipozytendifferenzierungVerwendung fand (23, 100, 143, 144, 286). Die relative Expression wurde
mittels der Pfaffl-Methode (245) berechnet. Bei Ct-Werten iiber 38 wurde das Zielgen als ,,nicht-

exprimiert* angesehen.
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Zielgen Vorwirts-Primer Sequenz Riickwirts-Primer Sequenz

Eefla 5“CACATCCCAGGCTGACTGT-3¢ 5-TCGGTGGAATCCATTTTGTT-3*
Bmall 5-“TGACCCTCATGGAAGGTTAGAA-3¢ 5‘“CAGCCATCCTTAGCACGGT-3¢

Per?2 5“GCCAAGTTTGTGGAGTTCCTG-3° 5-CTTGCACCTTGACCAGGTAGG-3°
Dbp 5-AATGACCTTTGAACCTGATCCCGCT-3¢ 5“GCTCCAGTACTTCTCATCCTTCTGT-3¢
Rev-Erba | 5°-AGCTCAACTCCCTGGCACTTAC-3¢ 5-CTTCTCGGAATGCATGTTGTTC-3¢
Npas?2 5‘“CAGCAGCCACCACCCTATT-3¢ 5-TGCGGAGGTGTAGACTGTGT-3¢
Clock 5-ATGGTGTTTACCGTAAGCTGTAG-3° 5“CTCGCGTTACCAGGAAGCAT-3*
Pref-1 5-TCTGCGAGGCTGACAATGTC-3° 5“CAGATGCACTGCCATGGTTC-3¢
aP2 5“CACCGCAGACGACAGGAAG-3° 5“GCACCTGCACCAGGGC-3¢

Lep 5“GAGACCCCTGTGTCGGTTC-3° 5-CTGCGTGTGTGAAATGTCATTG-3¢
Ucpl 5“GTGAACCCGACAACTTCCGAA-3° 5-TGAAACTCCGGCTGAGAAGAT-3°
Adipog 5’-GCAGGCATCCCAGGACATC-3° 5“GCGATACATATAAGCGGCTTCT -3¢

Tabelle 17: Primer-Mix (1,4 pM)

14 ul
+ 14yl
+ 972yl

Vorwirts-Primer (100 pM)
Riickwirts-Primer (100 uM)

Nuklease-freies Wasser

Tabelle 18: Reaktions-Mix / Probe

Sul
+ 10 pul

Tabelle 19: Amplifikationsprogramm Thermal-Cycler

94 °C
94 °C
60 °C
72 °C
72 °C

Primer-Mix (1,4 uM)
GoTaq® qPCR Master Mix

5 min
15s x40
15s x40
20s x40
5 min
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2.7 Datenauswertung und statistische Analyse

Die Luminometerdaten wurden mit dem LumiCycle Analysis-Programm, Version 2.56, von Actimetrics
und dem MikroWin-Programm, Version 4.41, von Mikrotek Laborsysteme GmBH exportiert. Die weitere
Verarbeitung und Analyse erfolgte mit Microsoft Office Excel, Prism 5 von GraphPad und JTK Cycle
(141).

Die relative Expression der gemessenen Gene wurden anhand der qPCR-Daten mit der Pfaffl-Methode
(245) berechnet und wie in den einzelnen Ergebnisteilen beschrieben normalisiert. Die Datenaufbereitung

erfolgte mit Microsoft Office Excel.

Zur Verbesserung der Abbildungsqualitit wurden Kontrast und Helligkeit der Fluoreszenzaufnhamen in

Abbildung 9 A um 40 % verstirkt (Microsoft Office PowerPoint).

Die graphische Darstellung der Netzdiagramme in Abbildung 17 A und Abbildung 18 A erfolgte mit
Microsoft Office Excel und PowerPoint. Die anteiligen gemeinsamen Phasenlagen (Abbildung 17 E und
Abbildung 18 C) wurden mittels Gewichtsbestimmung (M-pact AX224, Sartorius) der einzelnen
ausgedruckten und dann ausgeschnittenen Teilflichen jedes Netzdiagrammes (Abbildung 17 A und
Abbildung 18 A, ohne Kreis) berechnet. Anschlieend erfolgte die Darstellung mit dem ,,Venn Diagramm
Maker* auf https://www.meta-chart.com (330) und die farbliche Modifikation mit Microsoft Office

PowerPoint.

Die Analyse der relativen Expressionen von den Uhrengenen, Adipog, Lep und Ucpl (Abschnitt 3.2.1 und
3.2.3) auf zirkadiane Rhythmik, Periode und Phase wurde mit dem JTK Cycle Algorithmus durchgefiihrt
(141). JTK Cycle ist ein nicht-parametrischer Algorithmus fiir die Ermittlung einer signifikanten Rhythmik
(p <0,05) innerhalb eines Expressionsprofils iiber die Zeit und ermittelt gleichzeitig Periodenlidnge (t) und
Phase (¢, 1. Maximum). Als ,,zirkadian* wurden Rhythmen mit einer Periodenlénge von 24 + 4 h gewertet.
Jede volle Stunde zwischen 20 und 28 h wurde auf signifikante Rhythmik getestet. Fiir die weitergehende
Analyse wurde jedem Gen diejenige Periode zugewiesen, die den kleinsten p-Wert aufwies. Wiesen
mehrere Periodenldngen denselben kleinsten p-Wert auf, wurde jene Periodenldnge als Periode definiert,
welche den 24 Stunden am Néchsten war. Um Anpassungsreaktionen in den ersten Stunden nach der
Synchronisation auszuschlieBen, wurden die Zeitpunkte 0-10 h nach Synchronisation von der Analyse
ausgeschlossen. Die Analyse wurde nach der Normalisierung auf den ZP 0 nach Synchronisation der
jeweiligen Pra-Adipozyten einer Zelllinie durchgefiihrt. Zur Berechnung der Amplitude (A) wurde von der
relativen Expression der gleitende Mittelwert {iber 20 h abgezogen, anschlieBfend das Maximum und

Minimum bestimmt und die Differenz halbiert.

Fiir die statistische Analyse der Abschnitte 3.1.1, 3.2.1, 3.2.4, 3.3 und 3.5 wurden aufgrund der niedrigen
Stichprobenzahlen geeignete, im folgenden Absatz genauer definierte, nicht-parametrische Testverfahren
verwendet. Die Analyse der optischen Dichte in Abbildung 6 B erfolgte mittels Jonckheere-Terpstra-Test
in IBM SPSS (Build 1.0.0.1072). Zuvor wurde die Optische Dichte des Losungsmittels Isopropanol von

der jeweiligen gemessenen Optischen Dichte abgezogen.
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Fiir die statistische Analyse der Amplituden in Abschnitt 3.2.1 und 3.2.4 war es notig, von allen Werten
(Min. und Max., s. Berechnung Amplitude oben) zusétzlich zum 20h-Mittelwert die
Durchschnittsminimalwerte abzuziehen. Durch Abzug des halbierten Maximaldurchschnitts von den
ermittelten Maximalwerten (Amplitude) konnte der Effekt der Differenzierung mit einer ungewichteten,
nicht parametrischen Varianztestung auf ANOVA- Basis (rankFD — Paket in R (36, 314)) untersucht
werden. Das Signifikanzniveau lag bei p < 0,05. Fiir die Analyse der Uhrengenexpressionsdnderung im
Laufe der Differenzierung (Abschnitt 3.3, Abbildung 24) wurde eine Varianztestung nach dem F1 LD F1
Model des nparLD-Paket in R durchgefiihrt (226, 314). Hierbei handelt es sich um einen nicht-
parametrischen Test auf modifizierter ANOVA-Basis, der fir Messwiederholungen innerhalb einer
Stichprobe geeignet ist, da unterschiedliche Gene in einer Stichprobe gemessen wurden. Das
Signifikanzniveau entsprach p < 0,05. Fiir die statistische Auswertung wurde am Institut fiir Medizinische
Biometrie und Statistik Liibeck eine biometrische Beratung im Umfang von ca. 2,5 Stunden in Anspruch
genommen. Der Mann-Whitney-Test in Abschnitt 3.5 wurde mit GraphPad Prism durchgefiihrt. Im Text
wurden Mittelwerte + Standardfehler angegeben. Die Kastengraphiken in den Abschnitten 3.2.1, 3.2.4,
3.2.5 und 3.2.6 sind wie folgt aufgebaut: Die obere Begrenzung der Box entspricht dem 75 % Quartil, die
untere dem 25 % Quartil, der Strich in der Mitte dem Median und die Antennen stellen jeweils die 5. und

95. Perzentile der Daten dar.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Differenzierung immortalisierter Pra-Adipozyten aus inguinalem,

epididymalem und braunem Fettgewebe

Zur Untersuchung der zirkadianen Uhr in Prd-Adipozyten und reifen Adipozyten mussten die
fibroblastenéhnlichen Pré-Adipozyten zu Triglycerid (TG)-anreichernden reifen Adipozyten differenziert

werden.

3.1.1 Triglycrid-Akkumulation

Im Rahmen der Differenzierung wurden zunehmend grofere und zahlreicher werdende intrazellulére
Lipidvakuolen sichtbar. Die Entwicklung ist am Beispiel von Adipozyten inguinalen Ursprungs (IWAT) in
Abbildung 6 A abgebildet. Die sich in den Lipidvakuolen befindlichen TG wurden mit Oil Red O gefarbt.
Pria-Adipozyten und Adipozyten am Tag nach der Induktion (Tag 0) zeigten noch keine Lipidvakuolen und
damit auch noch keine Oil Red O-Anreicherung. Bei der Quantifizierung zeigte sich insgesamt eine
signifikante Steigerung des TG-Gehaltes wihrend der Differenzierung in allen drei Zelllinien (Abbildung
6 B). Im Speziellen zeigte sich eine 5,8-fache (IWAT), eine 12,0-fache (BAT) und eine 8,0-fache (EWAT)
Zunahme des TG-Gehaltes vom Pré-Adipozytenzustand bis nach erfolgter Differenzierung (Tag 5/6).

3.1.2 mRNA Expression unterschiedlicher Differenzierungsmarker

Fiir den weiteren Nachweis der erfolgten Differenzierung wurde die relative Expression der Pré-
Adipozytenmarker Pref-1, der Differenzierungsmarker aP2, ebenso wie das Adipokin Leptin (Lep) und den
Protonenkanal Ucpl bestimmt. Die Normalisierung erfolgte jeweils zu den Prid-Adipozyten. Alle drei
Adipozytenlinien zeigten eine relative Expressionszunahme des Differenzierungsmarkers aP2 (Abbildung
7). Bei Adipozyten aus IWAT kam es zu einer Zunahme um das 159-fache, bei Adipozyten aus EWAT um
das 26-fache und bei Adipozyten aus BAT um das 73-fache. Die relative Expression von Pref-1 nahm im
Laufe der Differenzierung bei allen drei Zelllinien ab. Bei Adipozyten aus IWAT sank die Expression um
88,6 %, bei Adipozyten aus EWAT um 75,2 % und bei Adipozyten aus BAT um 88,1 %. Des Weiteren
zeigte sich bei allen drei Zellinien eine Zunahme in der relativen Lep-Expression. Lep im IWAT zeigte
einen Anstieg um das 1250-fache, in EWAT um das 32-fache. In den ausdifferenzierten Zellen braunen
Fettgewebsursprungs zeigte sich ebenfalls ein relativer Lep-Anstieg um das 424-fache. Als Marker fiir
braunes Fettgewebe wurde die relative Ucp I-Expression gemessen. Auch diese stieg bei allen drei Zellinien
an. Bei Adipozyten aus BAT um das 135-fache, bei Adipozyten aus IWAT um das 22-fache und bei
Adipozyten aus EWAT um das 1880-fache. Die Original-Ct-Werte finden sich im Anhang in Tabelle 20.
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Abbildung 6: Differenzierung von Préd-Adipozyten aus inguinalem, epididymalem und braunen
Fettgewebe

A Oil Red O-Férbung bei Pra-Adipozyten und Adipozyten an Tag 0, 3, 6 und 8 der Differenzierung aus IWAT. Der
schwarze Balken entspricht einer Lange von 200 um.

B Triglycerid-Akkumulation in differenzierenden Adipozyten aus inguinalem (IWAT) epididymalem (EWAT) und
braunem Fettgewebe (BAT). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM; n=3. # - signifikanter Anstieg tiber den Verlauf
der Differenzierung (p<0,05, Jonckheere-Terpstra-Test).
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Abbildung 7: Relative Expression von aP2, Pref-1, Lep und Ucpl

Relative mRNA-Expression von aP2, Pref-1, Leptin und Ucpl in Prd- und reifen Adipozyten. Die Daten der reifen
Adipozyten (IWAT/BAT Tag 6, EWAT Tag 5) wurden auf die Pra-Adipozyten normalisiert. Referenzgen: eEFla,
n=3, Mittelwert + SEM.
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3.2 Endogene zirkadiane Rhythmen immortalisierter Adipozyten aus

murinem inguinalem, epididymalem und braunem Fettgewebe

Aus diversen Studien ist bereits bekannt, dass Pré- und reife Adipozyten eine selbsterhaltende, endogene
zirkadiane Uhrengenexpression besitzen (28, 235, 291, 350). In den folgenden Versuchen sollte die
endogene Rhythmik in murinen, mit SV40 T-Antigen immortalisierten Adipozyten inguinalen,
epididymalen = und  braunen  Fettgewebsursprungs  untersucht werden. Daflir ~ wurden
Synchronisationsversuche im Luminometer und mittels mRNA-Expressionsmessung im Zeitprofil

durchgefiihrt.

3.2.1 Einfluss von Dexamethason auf die endogene Rhythmik von immortalisierten Pri-

Adipozyten epididymalen Ursprungs

Zur Untersuchung endogener Rhythmen in vitro werde Zellen im Allgemeinen synchronisiert. Dafiir gibt
es unterschiedliche Methoden (28, 235, 291, 350). Dexamethason wurde bereits als probates
Synchronisationsmittel eingesetzt (28, 350). Um den Effekt von Dexamethason auf die immortalisierten
Adipozyten zu untersuchen, wurde ein Zeitprofil von Pré-Adipozyten epididymalen Ursprungs mit
Dexamethason behandelt (Dexamethason-Kondition, Dexa) und die mRNA-Expression von Per2, Bmall,

Dbp, Rev-erba, Npas2 und Clock mit einem Profil ohne Dexamethasonzugabe (Kontrolle) verglichen.

Per2, Bmall, Dbp und Rev-erbo. waren in beiden Konditionen rhythmisch exprimiert (Abbildung 8 A, s.
Anhang Tabelle 21). Das Clock-Paralog Npas2 zeigte keine signifikante zirkadiane Expression in der
Kontrolle (p = 0,337), wihrend es in der Dexamethason-Kondition signifikant rhythmisch wurde (p <
0,001). Clock dagegen zeigte in beiden Konditionen keine signifikante zirkadiane Expression (p > 0,05).

Es zeigten sich zudem Unterschiede in den Amplituden der Rhythmen nach der Dexamethason-
Behandlung. Fiir Per? zeigte sich eine Amplitudenzunahme in den Dexamethason behandelten Zellen um
das 2,9-fache, fiir Bmall um das 3,8-fache, fiir Dbp um das 1,6-fache und fiir Rev-erba um das 2,2-fache.
Wobei sich die groe Amplitudenzunahme bei Rev-erba vor allem aus der Hohe des 2. Maximums ergab.
Die vereinfachte Darstellung der durchschnittlichen Amplitudensteigerung ist in Abbildung 8 B gezeigt.
Fiir die statistische Auswertung dieses Anstiegs wurden die Amplituden wie in Abschnitt 2.7 beschrieben
analysiert. Es zeigte sich ein signifikanter Amplitudenanstieg nach Synchronisation (p = 0,004, rankFD-
Paket, R, s. Anhang Abbildung 22). Die Amplituden von Npas2 und Clock wurden aufgrund ihres nicht
eindeutig zirkadian rhythmischen Verhaltens hierbei nicht berticksichtigt. Die mittlere Periodenldnge der
rhythmischen Gene war zwischen den Konditionen vergleichbar (Kontrolle 22,3 h, Dexamethason 22,6 h)

(Abbildung 8 C). Die Phasenverschiebung betrug im Durchschnitt - 2,87 h + 1,51 h nach (Abbildung 8 D).
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Abbildung 8: Effekt von Dexamethason auf die endogene Rhythmik von Pri-Adipozyten epididymalen
Ursprungs (EWAT)

A Relative mRNA-Expression von Per2, Bmall, Dbp, Rev-erba, Npas2 und Clock im Zeitprofil nach Mediumwechsel
(Kontrolle) und nach Synchronisation mit Dexamethason. Referenzgen: eEF la. Normalisierung der Daten auf ZP0
der Dexamethason-Kondition. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM, n = 3 pro ZP (n =2 fiir ZP10). JTK Cycle —
Analyse ab 15 h nach Synchronisation (durchgezogene Linie); R/r — zirkadian rhythmisch Dexamethason-
Kondition/Kontrolle (p < 0,05), N/n — nicht rthythmisch Dexamethason-Kondition/Kontrolle (p > 0,05).

B Mittlere Amplitude aller in A rhythmischen Gene (s.0) vereinfacht dargestellt als Mittelwert + SEM (Kontrolle n =
4, Dexamethason n = 5).

C Mittlere Periodenldnge. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM, Dexamethason-Kondition n = 5, Kontrolle n = 4.

D Phasenverschiebung der ersten Maxima von Per2, Bmall, Dbp und Rev-erbo beider Konditionen (JTK Cycle,
Kontrolle - Dexamethason), dargestellt als Kastengraphik (MW, SD, 95- Perzentile), n = 4.
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3.2.2 Lentivirale Transduktion und Messung endogener Rhythmen im Luminometer

Fiir eine kontinuierliche Messung von zirkadianen Rhythmen mit hoher zeitlicher Auflosung eignet sich
die Messung von Uhrengenpromotor-gekoppelten Luciferase-Aktivititen in einem Luminometer. Hierfiir

genutzte Promotoren waren Bmall und Per2 (Bmall-Luc, Per2-Luc).

Um die Transduktionsfdhigkeit der Adipozyten durch die Lentiviren zu {Uberpriifen, wurde der
Lumineszenzfarbstoff eGFP transduziert. Bei allen drei Zelllinien konnte eGFP in der
Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden (Abbildung 9 A). Darauthin erfolgte die lentivirale
Transduktion mit unkonzentriertem Virus von Per2-Luc auf Pra-Adipozyten inguinalen (pIWAT),
epididymalen (pEWAT) und braunen (pBAT) Fettgewebsursprungs. Zusitzlich wurden NIH-3T3-Zellen
zur Uberpriifung der Plasmidfunktion und der Methode ebenfalls mit Per2-Luc transduziert (Positiv-
Kontrolle). Da Dexamethason im Vorversuch die Zellen effektiv synchronisierte (s. Abschnitt 3.2.1), kam
hier die Synchronisation der Zellen mit Dexamethason iiber zwei Stunden zum Einsatz. In der
anschlieBenden Luminometer-Messung zeigte sich eine gute Aktivitdt der Luciferase in den NIH-3T3-
Zellen, jedoch nicht in den IWAT-, EWAT- und BAT-Pri-Adipozyten (Abbildung 9 B und Abbildung 9
D). In den Rohdaten zeigten sich Messwerte nahe des Grundrauschens (Daten nicht gezeigt). Eine
Transduktion mit konzentriertem Per2-Luc-LV ohne erneute Zellpassage nach Transduktion brachte keine
Verbesserung des Signalniveaus (Daten nicht gezeigt). Die Bmall-Luc Transduktion mit unterschiedlichen
Virusmengen in Prid-Adipozyten epididymalen Ursprungs ergab ebenfalls eine nicht verwertbare
Signalstérke (Daten nicht gezeigt). Fiir eine Auswertung mit dem LumiCycle-Analysis-Programm eigneten
sich die erhaltenen Datensétze aus Abbildung 9 B der transduzierten Pra-Adipozyten nicht, weshalb hier
eine Analyse mit JTK Cycle (48 Stunden nach Synchronisation) angeschlossen wurde. Fiir die Analyse
wurden zum gleitenden Mittelwert {iber 24 h normalisiert und stiindliche Lumineszenzdaten eingesetzt
(Abbildung 9 C). Diese Analyse ergab eine signifikante zirkadiane Rhythmik fiir pIWAT, pEWAT und
pBAT (p < 0,05). pIWAT zeigte eine Periode von 20 h, eine Phase (1. Maximum) von 9,5 h und eine
Amplitude von 0,16 Zahlungen/s. pPEWAT zeigte eine Periode von 20 h, eine Phase von 9,5 h und eine
Amplitude von 0,29 Z&hlungen/s. pBAT zeigte eine Periode von 21 h, eine Phase von 10,5 h und eine
Amplitude von 0,39 Zahlungen/s. Die Positiv-Kontrolle (NIH-3T3) zeigte eine Periode von 23 h, eine Phase
von 6,5 h und eine Amplitude von 29,16 Zéhlungen/s. Die Amplitude der NIH-3T3-Zellen entsprach
ungefdhr dem 100-fachen der Pra-Adipozyten-Amplitude.
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Abbildung 9: Per-2-Luciferase-Rhythmen

A Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen (Excitation bei A = 488nm) von eGFP-positiven Pra-Adipozyten aus IWAT,
EWAT und BAT. Balken =200 pm.

B Per2-Luciferase-Aktivitit von mit Per-2-Luc transduzierten NIH-3T3-Zellen und Pri-Adipozyten aus IWAT,
EWAT und BAT im LumiCycle iiber 60 Stunden nach Synchronisation. Normalisierung der Daten auf den gleitenden
Mittelwert {iber 24 h. Dargestellt sind 10-miniitige Lumineszenzdaten als Mittelwert ohne Fehlerbalken, NIH-3T3 n
= 1, pIWAT/pPEWAT/pBAT n = 6. R — signifikante zirkadiane Rhythmik der NIH-3T3 Daten (Analyse von
stiindlichen Werten mit JTK Cycle).

C JTK Cycle-Analyse der stiindlichen Daten aus B/D tiber 48 Stunden.

D Messdaten aus A zur besseren Darstellung mit angepasster x-Achse. Normalisierung der Daten auf den gleitenden
Mittelwert iiber 24 h. Dargestellt sind 10-miniitige Lumineszenzdaten als Mittelwert ohne Fehlerbalken, n = 6 pro
Messpunkt und Zelllinie. R — signifikante zirkadiane Rhythmik (Analyse von Stiindlichen Werten mit JTK Cycle).
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3.2.3 Zeitprofile der Uhrengenexpression von Pri- und reifen Adipozyten aus inguinalem,

epididymalen und braunem Fettgewebe

Der vorangegangene Versuch ergab Hinweise auf eine zirkadiane Expression des Uhrengens Per?2 in allen
drei Zellinien. Zur weiteren Untersuchung der Uhrengene in den immortalisierten Adipozyten aus
inguinalem, epididymalem und braunem Fettgewebe erfolgte nun die Erstellung von Zellprofilen der
jeweiligen Prd- und reifen Adipozyten iiber 50-55 Stunden nach Synchronisation mit Dexamethason.
Referenzgen war eEF [ a. Die Normalisierung erfolgte auf ZP0 der Pra-Adipozyten der jeweiligen Zelllinie.
Die Analyse auf signifikante zirkadiane Rhythmik, Periodenlidnge (t) und Phase (®) erfolgte anschlieSend
mit JTK Cycle ab ZP15. Perioden von 20-28 Stunden wurden als zirkadian rhythmisch definiert. Die
Amplitude (A) berechnete sich wie in Abschnitt 2.7 erklért.

3.2.3.1 Uhrengenexpression in immortalisierten Prd-Adipozyten aus inguinalem Fettgewebe

(pIWAT)

Im Zeitprofil der immortalisierten Pri-Adipozyten aus inguinalem Fettgewebe zeigte sich die relative
Expression von Per2 (t=23 h, ® =15,5h, A=2,87), Bmall (t=22h, ®=3,5h, A=0,28), Dbp (1 =25
h, ®=15h, A =0,43) und Rev-erba (t =23 h, ® =9 h, A =0,91) als signifikant zirkadian rhythmisch (p
< 0,05, Abbildung 10). Clock und sein Paralog Npas2 wiesen keine signifikante zirkadiane Rhythmik auf
(Clockp=0,167; Npas2 p = 0,065). Aufgrund der ermittelten Phase lésst sich sagen, dass Bmall als Erstes
sein Expressionsmaximum erreicht und Per2 und Dbp als Zielgene von CLOCK:BMALI antiphasisch dazu
exprimiert wurden. Rev-erbo zeigte sein 1. Maximum als weiteres Zielgen von CLOCK:BMAL1 ebenfalls
spéter als Bmall, aber frither als Per2 und Dbp. Die hochste Amplitude zeigte sich in der mRNA-
Expression von Per2. Genaue p-Werte und eine libersichtliche Auflistung der Werte finden sich im Anhang

in Tabelle 22.
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Abbildung 10: Uhrengenexpression in Pri-Adipozyten aus inguinalem Fettgewebe

Relative mRNA-Expression von Per2, Bmall, Dbp, Rev-erba, Npas2 und Clock iiber 50 h nach Synchronisation mit
Dexamethason. Referenzgen ist eEF'/a; normalisiert wurde auf ZP0. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM, n = 3 pro
ZP. Analyse auf zirkadiane Rhythmik ab 15 Stunden nach Synchronisation (durchgezogene Linie) erfolgte mit
JTK Cycle; R — signifikant zirkadian rhythmisch (p < 0,05); N — nicht zirkadian rhythmisch (p > 0,05).

3.2.3.2 Uhrengenexpression in immortalisierten reifen Adipozyten aus inguinalem Fettgewebe

(mIWAT)

Nach erfolgter Differenzierung zeigte sich weiterhin eine signifikante zirkadian rhythmische Expression (p
< 0,05, Abbildung 11) von Per2 (t=24h, ® =12 h, A =25,92), Bmall (1= 23 h, ® =20,5 h, A = 1,85),
Dbp (t=24h,&=9,5h, A=16,51) und Rev-erba (1=22h, ® =6 h, A =16,46) in Adipozyten inguinalen
Fettgewebes. Neu dazugekommen war eine signifikant zirkadiane mRNA-Expression von Clock (t = 23
h, ® =18 h, A =2,5) und Npas2 (t =23 h, ® = 20,5 h, A = 235). Es zeigte sich erneut eine antiphasische
Expression der verschiedenen Gene des positiven und negativen Arms des TTL mit dem ersten Maximum
von Per2, Dbp und Rev-erbo. in der einen Hilfte des 24h-Messintervalls und Bmall, Clock und Npas2 in
der anderen. Npas2 und Bmall zeigten eine dhnliche Periode und Phase. Die grofite Amplitude zeigte
Npas2, gefolgt von Per2. Insgesamt wurde eine groflere Amplitude als in den Pré-Adipozyten aus
inguinalem Fettgewebe beobachtet, ebenso wie ein insgesamt hohreres Expressionsniveau. Die genauen p-

Werte und eine Ubersichtlich der iibrigen Werte sind im Anhang in Tabelle 23 aufgelistet.
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Abbildung 11 : Uhrengenexpression in reifen Adipozyten aus inguinalem Fettgewebe

Relative mRNA-Expression von Per2, Bmall, Dbp, Rev-erba, Npas2 und Clock tiber 55 h nach Synchronisation mit

Dexamethason. Referenzgen ist eEF/a; normalisiert wurde auf ZP0 von pIWAT. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM,

n = 3 pro ZP. Analyse auf zirkadiane Rhythmik ab 15 Stunden nach Synchronisation (durchgezogene Linie) mit
JTK Cycle; R — signifikant zirkadian rhythmisch (p < 0,05); N — nicht zirkadian rhythmisch (p > 0,05).
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3.2.3.3 Uhrengenexpression in immortalisierten Prd-Adipozyten aus epididymalem Fettgewebe

(PEWAT)

Die Daten des hier besprochenen Experimentes wurden bereits fiir den Vergleich von synchronisierten
(Dexa) und unsynchronisierten Pra-Adipozyten (Kontrolle) in Abschnitt 3.2.1 gezeigt. Zur Vereinfachung
und genaueren Betrachtung sind die Daten in Abbildung 12 ohne die Expressionsdaten der Kontrolle erneut

dargestellt.

Es ergab sich eine signifikante zirkadiane Rhythmik (p < 0,05) fiir Per2 (1 =25 h, ® =15 h, A = 0,86),
Bmall (t=22h,®=0h, A=0,32),Dbp (t=24h,®=12h, A=0,51), Rev-erba (1=22h,®=8,5h, A
=2,2) und Npas2 (t =20 h, ® =5 h, A = 0,29). Clock war nicht signifikant rhythmisch exprimiert (p >
0,05). Die hohe Amplitude von Rev-erba ergab sich vor allem durch das 2. Maximum. Erneut zeigte sich
eine antiphasische Expression von Per2 und Dbp zu Bmall und Npas?2. Rev-erbo. zeigte wieder ein spéiteres
Expressionsmaximum als Bmall und Npas2 und ein fritheres als Per2 und Dbp. Die p-Werte und eine

Ubersicht der iibrigen Werte sind im Anhang in Tabelle 24 aufgelistet.
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Abbildung 12: Uhrengenexpression in Pri-Adipozyten aus epididymalem Fettgewebe

Relative mRNA-Expression von Per2, Bmall, Dbp, Rev-erba, Npas2 und Clock iber 50 h nach Synchronisation mit
Dexamethason. Referenzgen ist eEF'/a; normalisiert wurde auf ZP0. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM, n = 3 pro
ZP. Analyse auf zirkadiane Rhythmik ab 15 Stunden nach Synchronisation (durchgezogene Linie) mit JTK Cycle; R
— signifikant zirkadian rhythmisch (p < 0,05); N — nicht zirkadian rhythmisch (p > 0,05). Die Daten wurden bereits in
Abbildung 8 A unter ,,Dexamethason‘ dargestellt.
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3.2.3.4 Uhrengenexpression in immortalisierten reifen Adipozyten aus epididymalem

Fettgewebe (mEWAT)

Die relative mRNA-Expression der Uhrengene in EWAT zeigte eine signifikante zirkadiane Rhythmik
(Abbildung 13, Tabelle 25 im Anhang) fiir Per2 (t=25h, ® =15h, A =2,68), Bmall (t=23h, ®=0h,
A =1,26), Dbp (t=26h, ®=10,5h, A=1,79), Rev-erba (1 =23 h, ® =9 h, A =4,05) und Npas2 (1t =24
h, ® =0 h, A =2,97). Auch hier lie sich eine antiphasische Beziehung zwischen Genen des positiven
(Bmall, Npas2) und negativen (Per2, Dbp, Rev-erba) TTL-Armes feststellen. Rev-erba erreichte sein 1.
Maximum dabei frither als Per2 oder Dbp. Die hochste Amplitude zeigte sich bei Rev-erba. Im Gesamten
zeigte sich eine hohere Amplitude als bei den immortalisierten Pra-Adipozyten aus epididymalen
Fettgewebe (s. Abschnitt 3.2.3.3) und ein hoheres Expressionsniveau. Die bei den inguinalen Adipozyten
beobachtete ,,Rhythmisierung® von Clock im Laufe der Differenzierung konnte hier nicht beobachtet

werden vgl. Abschnitt 3.2.3.1 und 3.2.3.2).
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Abbildung 13 : Uhrengenexpression in reifen Adipozyten aus epididymalem Fettgewebe

Relative mRNA-Expression von Per2, Bmall, Dbp, Rev-erba, Npas2 und Clock iiber 55 h nach Synchronisation mit
Dexamethason. Referenzgen ist eEF/a; normalisiert wurde auf ZP0 von pEWAT. Dargestellt sind Mittelwerte +
SEM, n = 3 pro ZP. Analyse auf zirkadiane Rhythmik ab 15 Stunden nach Synchronisation (durchgezogene Linie)
mit JTK Cycle; R — signifikant zirkadian rhythmisch (p < 0,05); N — nicht zirkadian rhythmisch (p > 0,05).
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3.2.3.5 Uhrengenexpression in immortalisierten Prd-Adipozyten aus braunem Fettgewebe

(pBAT)

Die relative mRNA-Expression in pBAT zeigte eine signifikant zirkadiane Expression (p < 0,05) fiir Per2
(t=23h,®=155h, A=1,40), Bmall (t=22h,®=3,5h, A=0,30), Dbp (1=22h,®=145h, A=
0,16), Rev-erba. (t=24h,®=12h, A=0,37) und Clock (t=26 h, ®=3 h, A =0,28). Npas2 zeigte keine
signifikante zirkadiane Rhythmik (p > 0,05, Abbildung 14, Tabelle 26 im Anhang). Es zeigte sich eine
antiphasische Beziehung von Per2, Dbp und Rev-erba. zu Bmall und Clock. Die hochste Amplitude zeigte
Per2.
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Abbildung 14 : Uhrengenexpression in Pri-Adipozyten aus braunem Fettgewebe

Relative mRNA-Expression von Per2, Bmall, Dbp, Rev-erba, Npas2 und Clock iiber 55 h nach Synchronisation mit
Dexamethason. Referenzgen war Eef]a; normalisiert wurd auf ZP0. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, n = 3 pro
ZP. Analyse auf zirkadiane Rhythmik ab 15 Stunden nach Synchronisation (durchgezogene Linie) mit JTK Cycle; R
— signifikant zirkadian rhythmisch (p < 0,05); N — nicht zirkadian rhythmisch (p > 0,05).
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3.2.3.6 Uhrengenexpression in immortalisierten reifen Adipozyten aus braunem Fettgewebe

(mBAT)

Die relative mRNA-Expression in mBAT zeigte eine signifikante zirkadiane Rhythmik (p < 0,05,
Abbildung 15, Tabelle 27 im Anhang) fiir Per2 (t =26 h, ® =13 h, A =2,72), Bmall (t=23 h, ® =0 h,
A=1,02),Dbp (t=22h, ®=11h, A=3,59), Rev-erbo (1t =26 h, ® =13 h, A =4,58) und Npas2 (1 =26
h, ® =23,5h, A=13,37). Im Gegensatz zu Npas?2 zeigte Clock in differenzierten Zellen keine signifikante
zirkadiane Rhythmik. Die hochste Amplitude zeigte Npas2, wobei dhnlich wie bei mIWAT und mEWAT
die Amplituden der rhythmisch exprimierten Gene nach der Differenzierung groBer wurden und das

Expressionsniveau insgesamt stieg (vgl. Abschnitt 3.2.3.2 und 3.2.3.4).
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Abbildung 15 : Uhrengenexpression in reifen Adipozyten aus braunem Fettgewebe

Relative mRNA-Expression von Per2, Bmall, Dbp, Rev-erba, Npas2 und Clock iber 55 h nach Synchronisation mit
Dexamethason. Referenzgen ist Eefla; normalisiert wurde auf ZP0 von pBAT. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM,
n = 3 pro ZP. Analyse auf zirkadiane Rhythmik ab 15 Stunden nach Synchronisation (durchgezogene Linie) mit
JTK Cycle; R — signifikant zirkadian rhythmisch (p < 0,05); N — nicht zirkadian rhythmisch (p > 0,05).

3.2.4 Vergleich von Perioden, Phasen und Amplituden vor und nach der Adipozyten-

Differenzierung

Nach der Analyse der Uhrengene auf zirkadiane Rhythmik und Festlegung von Periode, Phase und
Amplitude wurden die Pra-Adipozyten mit den jeweiligen reifen Adipozyten desselben Gewebeursprungs
verglichen, um eine Einsicht in die Entwicklung der molekularen Uhr wihrend des
Differenzierungsprozesses zu erhalten (Abbildung 16). Im direkten Vergleich zeigten IWAT-, EWAT- und

BAT-Pri-Adipozyten und reife Adipozyten eine &hnliche durchschnittliche Periodenléngen der
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rhythmischen Gene (Periodenldngen s. Abschnitt 3.2.3). Bei pIWAT zeigte sich eine durchschnittliche
Periode von 23,25 h £+ 0,63 h, bei mIWAT von 23,17 h = 0,31 h, bei pEWAT von 22,6 h £ 0,87 h, bei
mEWAT von 24,20 h + 0,58 h, bei pBAT von 23,40 h 0,75 h und bei mBAT von 24,6 h + 0,87 (Abbildung
16 A). Beim Betrachten der durchschnittlichen Phase der zirkadian rhythmisch exprimierten Gene ergab
sich nach der Differenzierung eine Phasenverschiebung nach vorne (= Phaserecite adipozyten — Phasepri- adipozyten)-
Das bedeutet, dass die einzelnen Uhrengene in den reifen Adipozyten das erste Maximum friiher erreichen
als die Pra-Adipozyten (Phasen s. Abschnitt 3.2.3). Im Schnitt betrug diese Phasenverschiebung bei IWAT
-4,75 h+ 0,92 h, bei EWAT -1,2 h £ 1,01 h und bei BAT -3,38 h = 0,32 h (Abbildung 16 B). Bei nidherer
Betrachtung der Amplituden der Uhrengene vor und nach der Differenzierung ergab sich eine Steigerung
der durchschnittlichen Amplitude der rhythmisch exprimierten Gene in allen drei Zelllinien (Abbildung 16
C, Amplituden s. 3.2.3). Bei IWAT kam es zu einer durchschnittlichen Amplitudensteigerung um das 44-
fache, fiir EWAT um das 3-fache und fiir BAT um das 10-fache. Fiir die statistische Auswertung dieses
Anstiegs wurden die Amplituden wie in Abschnitt 2.7 beschrieben berechnet und analysiert. Aufgrund ihrer
nicht eindeutig zirkadianen Rhythmik wurden Npas2 und Clock hierbei nicht berticksichtigt. Es zeigte sich
ein signifikanter Anstieg in allen drei Zelllinien nach der Differenzierung (p < 0,001, nicht parametrische

Varianzanalyse vom ANOVA-Typ, rankFD, R, s. Anhang Abbildung 23).

>
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Periodenliinge [h]
o
Phasenverschiebung [h]

Abbildung 16: Periode, Phase und Amplitude von Prii- und reifen Adipozyten aus IWAT, EWAT und
BAT

A Durchschnittliche Periode rhythmischer Gene (n = 4-6). Dargestellt als Mittelwert + SEM.

B Phasenverschiebung (= Phasem-Phasep) rhythmischer Gene zwischen Pra-Adipozyten und reifen Adipozyten eines
Ursprungs (n = 4-5). Dargestellt als Kastengraphik + 5.-95. Perzentile.

C Durchschnittliche Amplitude aller zirkadian rhythmischen Gene (s.o0.; n = 4-6) dargestellt als Mittelwert + SEM.
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3.2.5 Vergleich der endogenen Uhrengenregulation vor und nach der Differenzierung

Im vorherigen Abschnitt (3.2.4) konnte gezeigt werden, dass es zu keinem bedeutenden Unterschied der
Phasen vor und nach der Differenzierung kommt. Um die interne Uhrenregulation und das Verhalten der
Uhrengene untereinander nach der Differenzierung zu analysieren, wurde die interne Phasenlage der
einzelnen Uhrengenrhythmen zueinander iiberpriift. Um diese beurteilen zu kdnnen, wurden die Phasen
von Per2, Bmall und Rev-erba zur Phase von Dbp (Phasepp,= = 0 h) als Referenzpunkt normalisiert
(Abbildung 17 A und C). Da Npas2 und Clock nicht durchgéngig rhythmisch exprimiert waren, wurden sie
bei dieser Analyse nicht berticksichtigt. In der Analyse der internen Phasenlage zeigte sich, dass Per2 und
Dbp im Vergleich zu Bmall antiphasisch exprimiert wurden. AuBlerdem erreichte Rev-Erbo. ein paar
Stunden nach Bmall, aber vor Dbp und Per2 sein Expressionsmaximum. Diese Beziehungen waren in
IWAT, EWAT und BAT vor und nach der Differenzierung vergleichbar. Die Phasenlagen in den Pré-
Adipozyten (Abbildung 17 A) als auch in den reifen Adipozyten (Abbildung 17 C) verhielten sich ebenfalls
dhnlich.

Um die Phasenlagenverschiebung der verschiedenen Zelllinien untereinander zu vergleichen, wurden die
Phasen von pEWAT und pBAT zu pIWAT (Abbildung 17 B) und die von mEWAT und mBAT zu mIWAT
(Abbildung 17 D) normalisiert (Differenz zwischen den zu Dbp normalisierte Phasengwatsar und der zu
Dbp normalisierte Phaseniwar). Die Phasenverschiebung der Pra-Adipozyten relativ zu pIWAT betrug im
Durchschnitt 1,1 h+ 0,8 h (pEWAT und pBAT). Die Phasenverschiebung der reifen Adipozyten relativ zu
mIWAT betrug im Durchschnitt 1,6 h+ 0,6 h (mEWAT) und 0,5 h + 0,5 h (mBAT). Das bedeutet, dass die
Gene in EWAT und BAT tendenziell etwas spéter als in IWAT ihr erstes Expressionsmaximum erreichten.
Um zu ermitteln, wie &hnlich sich die Phasenlage und damit der molekulare Ablauf der Uhr in den Pré-
Adipozyten und den reifen Adipozyten verhilt, wurde der Anteil der gemeinsamen Fliche an der
Gesamtflache der Phasenlagen aus Abbildung 17 A und C ermittelt (Abbildung 17 E). Es zeigte sich eine
Uberlappung von 33,5 % fiir die Pri- Adipozyten und von 41,0 % fiir die reifen Adipozyten. Der Anteil der
Veranderung (i.e. die ,,nicht iiberlappende Fliche*) sank von 47 % vor der Differenzierung auf 26 % nach
der Differenzierung (Abbildung 17 F), wobei vor allem ein groBer nicht-gemeinsamer Anteil durch
PEWAT (33 %) zur Divergenz der gesamten Phasenlage der Pra-Adipozyten beitrug. Im Gesamten zeigt
sich eine vergleichbare interne Phasenlage zwischen den einzelnen Geweben, sowohl vor, als auch nach
der Differenzierung, wobei sich eine geringere Divergenz der einzelnen Phasenlagen in den reifen

Adipozyten zeigte.
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Abbildung 17: Interne Phasenlage in Prii- und reifen Adipozyten aus IWAT, EWAT und BAT

A/C Interne Phasenlage in Pra- (A) und reifen Adipozyten (C). Die Phasen von Per2, Bmall, und Rev-Erbo wurden
zu Dbp normalisiert, dargestellt als Netzdiagramm in einem Bereich + 12 Stunden (Dbp = 0 h).

B/D Verschiebung der internen Phasenlage von Per2, Bmall, Rev-Erba und Dbp relativ zu pIWAT (B) und mIWAT
(D) dargestellt als Kastengraphik + 5.- 95. Perzentile.

E Prozentualer Anteil der gemeinsamen Phasenlage an der Gesamtfliache aller drei Phasenlagen aus jeweils A (Pré-
Adipozyten) und C (reife Adipozyten) dargestellt als Venn-Diagramm. Die Farbkodierung entspricht der in A.

F Prozentualer Anteil der in A und C nicht tiberlappenden Phasenlagenanteile von IWAT, EWAT und BAT dargestellt
als Balkendiagramm [%].
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3.2.6 Vergleich der endogenen Uhrengenregulation von IWAT, EWAT und BAT in vivo

und in vitro

Nachdem die interne Phasenlage in den immortalisierten Adipozyten verglichen wurde, wurde nun
untersucht, wie sich die Phasenlage zu der /n-vivo-Situation verhélt. Dazu wurden die /n-vivo-Daten von
Zvonic et al. als Vergleich herangezogen (369). Zvonic et al. isolierten Fettgewebsproben von murinem
inguinalem, epididymalem und braunem Fettgewebe im Zeitprofil und untersuchten die
Uhrengenexpression. Fiir den Vergleich wurden die /n-vivo-Phasen von Per2, Bmall und Rev-erbo. zu der
Phase von Dbp normalisiert (Phaseps, =+ 0 h) und in ein Netzdiagramm eingefiigt (Abbildung 18 A). Hier
zeigte sich, dass sich die Phasenlagen von Per2, Bmall und Rev-Erbo. in den immortalisierten Adipozyten
nur um wenige Stunden (0,5 - 4 h) von der /n-vivo-Situation unterschieden. Bei den inguinalen Pré-
Adipozyten zeigte Rev-erbo. ein fritheres Maximum in vitro als in vivo, wéhrend die restliche Gene ihr
Expressionsmaximum spéter erreichten. In mIWAT zeigte Bmall eine frithere Phase als in vivo, wiahrend
Per2 und Rev-erba eine spitere Phase aufwiesen. Bei den epididymalen Pra-Adipozyten kam es bei Per?2
und Bmall zu einem fritheren Expressionsmaximum in vivo. Rev-erba. in vivo zeigte sein Maximum 1,5 h
spéter als in pEWAT. Die in den reifen epididymalen Adipozyten (nEWAT) gemessenen Uhrengene
zeigten allgemein eine spétere Phase als in vivo. Auch beim braunen Fettgewebe in vitro zeigte sich, dass

das Expressionsmaximum von Per2, Bmall und Rev-erba spéter als in vivo auftrat.

Um eine quantitative Einschitzung zu erhalten, wie sich die gesamte Phasenlage der Adipozyten-Uhr in
Relation zur In-vivo-Situation verandert, wurden die fiir Abbildung 18 A berechneten Phasen von Per2,
Dbp, Bmall und Rev-erbo. zur Phase der Gene in vivo normalisiert (Differenz zwischen Phasei, vivo und
Phasein vitro) (Abbildung 18 B). Fiir pIWAT zeigte sich eine Gesamtphasenverschiebung von + 1 h £ 0,98 h
(Abbildung 18 B IWAT). Bei mIWAT betrug die Gesamtphasenverschiebung + 0,25 h + 0,52 h, bei
pEWAT + 0,38 h + 0,8 h und bei mEWAT + 1,88 h + 0,9 h (Abbildung 18 C EWAT). Bei pBAT betrug
die Gesamtphasenverschiebung + 1,88 h & 0,83 h und bei mBAT + 2 h + 0,91 h (Abbildung 18 B BAT).

Als MaB fiir die Konvergenz der Uhrenregulation in vitro und in vivo wurde wie in Abschnitt 3.2.5 der
gemeinsame Flidchenanteil anteilig an der Gesamtfléche aller drei Phasenlagen bestimmt. Der Anteil an
gemeinsamer Phasenlage betrug bei IWAT 22,94 %, bei EWAT 35,57 % und bei BAT 34,55 % (Abbildung
18 C). Fiir eine genauere Analyse bzgl. der jeweiligen Konvergenz von Pri- Adipozyten und reifen
Adipozyten zur In-vivo-Situation wurde auflerdem die gemeinsame Phasenlage zwischen Pré- und reifen
Adipozyten einzeln verglichen. Die Berechnung des prozentualen Anteils erfolgte hier als gemeinsamer
Anteil an der Gesamtflache. Die grofite gemeinsame Phasenlage mit der /n-vivo-Situation hatte hierbei
pIWAT (64,90 %), gefolgt von mEWAT (44,94 %) und mBAT (44,12 %). mIWAT iiberschnitt sich mit
30,87 %, pEWAT mit 43,75 % und pBAT mit 41,58 % im Vergleich zur In-vivo-Expression (Abbildung
18 C). Insgesamt zeigte sich, dass die Uhrengenphase der immortalisierten Adipozyten derer in vivo dhnlich
war und tendenziell ein spéteres Expressionsmaximum zeigten, wobei eine Phasenlagen-Konvergenz von

bis zu 64 % erreicht wurde.
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Abbildung 18: Uhrengenregulation in vitro und in vivo

A Phasenlage von Per2, Bmall und Rev-erba normalisiert zu Dbp in IWAT, EWAT und BAT in vivo (Daten von
Zvonic et al., 2006 (369)) und in vitro (immortalisierte Pré- und reifen Adipozyten).

B Verschiebung der IWAT-, EWAT- und BAT-Uhr-Phasenlage von Per2, Bmall, Rev-Erbo, und Dbp in Relation zu
ihrer In-vivo-Expression dargestellt als Kastengraphik (Definition s. Abschnitt 2.7).

C Venn-Diagramme der prozentualen Anteile der gemeinsamen Phasenlage in vivo, in Pra- und reifen Adipozyten an
der jeweiligen Gesamtflichenphasenlage aus A. Die Prozentzahl bezieht sich jeweils auf die dargestellten Teilflachen.
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3.3 Expressionshohe der Uhrengene in immortalisierten Pra- und reifen

Adipozyten aus inguinalem, epididymalem und braunem Fettgewebe

Wihrend der Adipozyten-Differenzierung kommt es zu einer Expressionssteigerung in fiir den
Zellstoffwechsel relevanten Genen (zusammengefasst in (216)). Um zu untersuchen, ob dies — unabhéngig
von ihrer Rhythmik - auch fiir die Uhrengene zutrifft, wurde die relative Expression von Per2, Bmall, Dbp,
Rev-erba, Npas2 und Clock in nicht synchronisierten Pri-Adipozyten und Adipozyten gemessen und

analysiert.

Es zeigte sich eine Expressionssteigerung aller gemessenen Gene mit Ausnahme von Bmall (Abbildung
19). Bei Per2 stieg die Expression in differenziertem IWAT durchschnittlich um das 4,7-fache, in EWAT
um das 3,1-fache und in BAT um das 4,8-fache. Dbp stieg in IWAT durchschnittlich um das 18,5-fache, in
EWAT um das 4,6-fache und in BAT um das 12,4-fache. Rev-erba steigerte seine durchschnittliche
Expression in IWAT um das 19,6-fache, in EWAT um das 2,5-fache und in BAT um das 22,6-fache. Npas?2
steigerte die durchschnittliche Expression in IWAT um das 3,0-fache, in EWAT um das 12,8-fache und in
BAT um das 2,5-fache. Clock zeigte eine Expressionssteigerung in IWAT um das 1,5-fache, in EWAT um
das 2,3-fache und in BAT um das 1,3-fache. Bmall zeigte eine Expressionsminderung um 78,4 % des
Ausgangsniveaus in IWAT, um 4,7 % in EWAT und um 57,9 % in BAT (Abbildung 19). Zur Bestimmung
der Gesamtidnderung der gemessenen Uhrengene eines Gewebeursprungs nach der Differenzierung wurden
die Expressionsdaten aus Abbildung 19 zusammengefasst und eine nicht-parametrische Varianzanalyse
nach dem ANOVA-Typ mittels dem nparLD Paket in R durchgefiihrt. Es ergab sich ein signifikanter
Unterschied zwischen der Uhrengenexpression vor und nach der Differenzierung in allen drei Zelllinien

(IWAT p = 0,008, EWAT p = 0,003, BAT p = 0,029, s. Abbildung 24 im Anhang).
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Abbildung 19: Relative mRNA-Expression der Uhrengene in unsynchronisierten Pri- und reifen
Adipozyten

Relative mRNA Expression von Per2, Bmall, Dbp, Rev-erba, Npas2 und Clock in nicht synchronisiertem IWAT-,
EWAT- und BAT-Zellen vor (Pri-Adipozyten) und nach der Differenzierung (EWAT Tag 5, IWAT und BAT Tag 6)
normalisiert zu den Pra-Adipozyten. Referenzgen ist Eefla. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, n = 3.

3.4 Zeitprofil der mRNA-Expression der Adipokine Leptin und Adiponectin in
immortalisierten, reifen Adipozyten aus inguinalem, epididymalem und

braunem Fettgewebe

Von den Adipokinen Leptin und Adiponectin ist bekannt, dass ihre Konzentration im Blut eine
tagesabhingige Varianz aufzeigt (82, 98, 309, 327). Uber die zirkadiane Expression gibt es unterschiedliche
Ergebnisse (7, 235, 309, 327).

Deshalb wurde die relative Expression von Lep- und Adipog-mRNA in den immortalisierten reifen
Adipozyten aus inguinalem, epididymalem und braunem Fettgewebe iiber 55 Stunden gemessen und
anschliefend auf zirkadiane Rhythmik, Periode und Phase untersucht (Abbildung 20, s. Anhang Tabelle
28). Es zeigte sich eine signifikante zirkadiane Expression von Lep in mEWAT (t =26 h, ¢ = 3 h), nicht
jedoch in mIWAT und mBAT (IWAT p = 0,20, BAT p = 0,31). Fiir Adipoq zeigte sich eine signifikant
zirkadiane Expression in IWAT (t =24 h, ¢ = 16,5 h), nicht jedoch in mEWAT (p = 0,083) oder mBAT (p
= 0,68). Eine Tabelle mit den vollsténdigen Analyseergebnissen befindet sich im Anhang (Tabelle 28).
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Abbildung 20: Relative mRNA-Expression von Leptin (Lep) und Adiponectin (Adipoq) im Zeitprofil iiber
55 Stunden

Relative mRNA-Expression von Lep und Adipog iiber 55 h nach Synchronisation mit Dexamethason in
immortalisierten reifem Adipozyten aus inguinalem, epididymalem und braunem Fettgewebe. Referenzgen ist
Eefla;normalisiert wurde auf ZP0. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM, n = 3 pro ZP. Analyse auf zirkadiane
Rhythmik ab 15 Stunden nach Synchronisation (durchgezogene Linie) mit JTK Cycle; R — signifikant zirkadian
rhythmisch (p < 0,05); N — nicht zirkadian rhythmisch (p > 0,05).

3.5 Zeitprofil von Ucpl in immortalisierten, reifen Adipozyten aus

inguinalem, epididymalem und braunem Fettgewebe

Es gibt nicht nur Hinweise, dass die Korpertemperatur Tageszeit abhéingige Schwankungen zeigt, sondern

auch das Protein UCP1 in vivo zirkadian exprimiert ist (101, 193).

Um das Verhalten der UcpI-mRNA-Expression in den immortalisierten Adipozyten zu untersuchen, wurde
die relative Ucpl-Expression im Zeitprofil fiir 55 Stunden in reifen Adipozyten aus IWAT, EWAT und
BAT gemessen und wie in den Abschnitten zuvor analysiert (Abbildung 21). Dabei ergab sich eine
signifikante zirkadiane Expression fiir Ucpl in mIWAT (1 =24 h, ¢ = 11 h, nicht aber in mBAT (p =0,15)
und mEWAT (p = 1). Eine vollstdndige Auflistung der Analyse findet sich im Anhang in Tabelle 28.

53



ERGEBNISSE

Alle drei Zeitprofile zeigten einen Abfall der relativen Ucpl-Expression innerhalb der ersten 5 Stunden
nach Behandlung mit Dexamethason mit anhaltend niedrigen UcpI-Expressionsleveln iiber 55 Stunden.
Bei mIWAT zeigte sich ein signifikanter durchschnittlicher Abfall der relativen Expression von 1,0 = 0,17
(ZP 0) auf 0,42 + 0,02 (@ ZP 5-55) (p = 0,007, Mann-Whitney Test). Bei EWAT zeigte sich dieser Abfall
von 0,99 + 0,29 (TPO) auf 0,38 + 0,02 (@ ZP 5-55) als ebenfalls signifikant (p = 0,005, Mann-Whitney

Test). Bei BAT fiel die relative Expression signifikant von 1,02 + 0,15 (ZP 0) auf 0,11 £0,01 (& ZP 5-55)
ab (p = 0,005, Mann-Whitney Test).
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Abbildung 21: Relative Ucp1-Expression im Zeitprofil iiber 55 Stunden

Relative mRNA-Expression von Ucp! iiber 55 h nach Synchronisation mit Dexamethason in immortalisierten, reifen
Adipozyten aus inguinalem, epididymalem und braunem Fettgewebe. Referenzgen eEFIa, normalisiert zu ZP 0.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, n = 3 pro ZP. Analyse auf zirkadiane Rhythmik ab 15 Stunden nach

Synchronisation (durchgezogene Linie) mit JTK Cycle; R — signifikant zirkadian rhythmisch (p < 0,05); N — nicht
zirkadian rhythmisch (p > 0,05).
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4 DISKUSSION

4.1 Ergebnisse im Uberblick

Ziel dieser Dissertation war es, mithilfe des SV40 T-Antigens immortalisierte Adipozyten aus
verschiedenen Fettgewebsdepots der Maus auf zirkadiane Rhythmen hin zu untersuchen und deren Eignung
als Zellmodell im Bereich der Chronophysiologie zu iiberpriifen. Die ersten Versuche mit Per-2-
Luciferase-Lumineszenzmessungen an immortalisierten Pra-Adipozyten aus inguinalem, epididymalem
und braunem Fettgewebe gaben Hinweise auf endogene zirkadiane Uhrengenrhythmen (Abschnitt 3.2.2).
gPCR-Analysen im Zeitprofil flir die Uhrengene Per2, Bmall, Dbp, Rev-erbo, Npas2 und Clock vor und
nach erfolgreicher Differenzierung konnten diese bestéitigen, auch wenn nicht alle getesteten Gene
signifikant rhythmisch oszillierten (Abschnitt 3.2.3). Im Vergleich zur /n-vivo-Situation zeigten sich einige
Abweichungen, wobei im Groflen und Ganzen dennoch eine vergleichbare Regulation der inneren Uhr von
murinen Fettzellen in vitro festzustellen war. Nach der Analyse der Uhrengene wurde die mRNA-
Expression von Leptin, Adipog und Ucp 1 in reifen Adipozyten aller drei Zelllinien analysiert. Dabei zeigten

sich zirkadiane Rhythmen bei Leptin in mEWAT und Adipog in mIWAT.

4.2 Differenzierung der immortalisierten Pra-Adipozyten aus inguinalem,

epididymalem und braunem Fettgewebe

SV40 T-Antigen interagiert unter anderem mit Tumorsuppressor p53 und der Retinoblastom-Protein-
Familie (pRB, p130, p107) und fiihrt so wihrend der Zellteilung zu einem Ubertritt der Zelle aus der G1-
in die S-Phase (zusammengefasst in (4)). Eine Uberexpression von SV40 T fiihrt zu einer Immortalisierung
von Zellen, wobei p53 und Retinoblastom-Protein (pRB) auch eine wichtige Rolle in der Differenzierung
von Adipozyten spielen ((56, 213), vgl. (118)). So ist seit langerem bekannt, dass die Immortalisierung mit
SV40 T-Antigen zu einer Beeintrichtigung der Adipozytendifferenzierung in WAT-Adipozyten in vitro
filhren kann (47, 48, 137). Trotzdem wurden mit SV40 T immortalisierte Adipozyten schon mehrfach
erfolgreich fiir Versuche an Pri- und reifen Adipozyten genutzt (83, 171-173, 184, 244, 336). Auch in den
Versuchen fiir diese Arbeit konnte eine deutliche TG-Akkumulation, ein Zeichen der Adipozytenreifung,
festgestellt werden (Abschnitt 3.1.1). Reife Adipozyten aller drei Depotarten zeigten hauptséchlich eine —
fiir weiBBe Adipozyten untypische (216, 229, 333) multivakuoldre Morphologie (Abbildung 6). Fiir braune
Fettzellen ist diese Morphologie wiederum charakteristisch (41, 183, 273, 275). Sowohl von diesen mit
SV40 T-Antigen immortalisierten Adipozyten als auch aus Versuchen mit der bekannten Fettzelllinie 3T3-
L1 ist jedoch bereits bekannt, dass ,,weille” Fettzellen in vitro ebenfalls mehrere Fetttropfen pro Zelle
ausbilden koénnen (16, 110, 167, 235, 239, 244, 298, 336). Green und Kehinde konnten zeigen, dass 3T3-
L1-Adipozyten erst nach langerem Differenzieren univakuoldr werden (111). Die Differenzierungsdauer in
den hier durchgefiihrten Versuchen betrug — wie bereits in Vorversuchen der Arbeitsgruppe von Prof. Klein

55



DISKUSSION

(83, 171-173, 244, 336) — nicht langer als acht Tage, sodass dies ein Grund dafiir sein konnte, warum eine
Fusion der Vakuolen hier nicht erfolgte. Auf molekularer Ebene wurde der Differenzierungserfolg anhand
der Expression von aP2 und Pref-1 analysiert. Als Marker reifer Adipozyten kam es im Verlauf der
Differenzierung zu einem Anstieg der aP2-Expression in allen drei Zelllinien (Abbildung 7). Verschiedene
Forschungsgruppen entdeckten bereits in den 1980er Jahren, dass die aP2-Expression auch in vitro
wihrend der Adipozytendifferenzierung von 3T3-L1- (59, 73, 142, 306), humanen Stammzellen (6, 276)

sowie in immortalisierten braunen Adipozyten (207) hochreguliert wird.

1993 und spéter ermittelten Smas et al. in 3T3-L1-Adipozyten PREF-1 als anti-adipogenen Faktor, welcher
die Differenzierung hemmt und dessen Expression im Laufe der Differenzierung abnimmt (299, 300). 2012
konnte die Bedeutung und Abnahme von PREF-1 wihrend der Differenzierung ebenfalls in murinen
braunen Priméradipozyten nachgewiesen werden (11). Auch in den hier verwendeten immortalisierten
Adipozyten sank die Pref-I-mRNA-Expression wihrend des Differenzierungsprozesses in allen drei Linien

(Abbildung 7).

Leptin ist ein bekanntes Adipokin, dessen Plasma-Spiegel in vivo proportional zum Korperfettanteil steigt
(90, 228). Es dient deshalb als Marker fiir die Menge weillen Fettgewebes (55). Ein Anstieg der Leptin-
Expression zeigte sich auch in den differenzierenden Adipozyten aus IWAT und EWAT (Abbildung 7).
Uberraschend zeigte sich aber auch in den immortalisierten braunen Adipozyten ein Anstieg der Leptin-
Expression (Abbildung 7). In der Literatur finden sich kontroverse Ergebnisse zur Expression und
Sekretion von Leptin in braunem Fettgewebe (88, 121, 202, 208, 212, 318). Aus diesem Grund haben Cinti
et al. immunhistochemische Féarbungen von LEPTIN-Peptid in braunem Fettgewebe von Méiusen
durchgefiihrt (55). Dabei haben die Autoren festgestellt, dass in klassischen braunen Adipozyten
(multivakuolér, UCP1-positiv) kein LEPTIN nachgewiesen werden konnte. Allerdings fanden sie am
Rande des braunen Fettstiicks Leptin-positive, UCPIl-negative, univakuoldre Adipozyten. Sie
schlussfolgerten, dass einer der Griinde fiir nachgewiesenes Leptin in braunem Fettgewebe in vivo evtl. auf
diese morphologisch eher weilen Adipozyten an den Dissektionsrindern zurlickzufithren sein konnte.
Demzufolge wire eine Leptin-Expression in den immortalisierten braunen Adipozyten entgenen der
Erwartungen. Andere In-vitro-Studien mit braunen Adipozyten konnten jedoch ebenfalls eine Leptin-
Expression in reifen Adipozyten zeigen (40, 114). Bei Buyse ef al. wurde diese besonders durch Insulin
und T3 im Zellkulturmedium gefordert (40). Da das Differenzierungsmedium der hier verwendeten
immortalisierten Adipozyten ebenfalls Insulin und T3 enthielt, kdnnte dies — zusammen mit einem
unspezifischen Effekt der Immortalisierungsmethode — eine mogliche Erklarung fiir die Leptin-Expression
der Fettzellen aus braunem Fettgewebe sein. Unter dhnlichen Kulturbedingungen zeigten SV40 T-
immortalisierte Adipozyten aus braunem Fettgewebe einer anderen Mauslinie eine zunehmende Leptin-
Sekretion, die wiederum auf eine ebenfalls vorhandene Leptin-Expression hinweist (184), sodass dies trotz

der BAT-Abstammung fiir SV40 T-immortalisierte Adipozyten nicht ungewohnlich erscheint.

Aufgrund der Unterschiede der einzelnen Fettdepots ist es interessant, experimentell zwischen braunen und
weillen Adipozyten unterscheiden zu konnen. Einer der typischen Marker fiir diese Unterscheidung ist der
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Protonenkanal UCP1 (Abschnitt 1.1.5). Interessanterweise kam es wihrend der Differenzierung zu einem
Ucpl-mRNA-Anstieg, wie erwartet, in den braunen aber auch den weillen Adipozytenlinien (Abbildung 7,
Tabelle 20). Das Ucp! auch in mIWAT und mEWAT nachgewiesen werden konnte, wirft Fragen beziiglich
der Depot-Spezifitit auf. Auch wenn UCP1 exprimierende (brite) Adipozyten in weilem Fettgewebe
bekannt sind und sich aus weilen Adipozyten entwickeln konnen (22, 52, 149, 220, 248, 268, 293, 349),
findet sich in der Literatur ebenfalls ein Zusammenhang zur SV40 T-Immortalisierung. Ross et al. konnten
1992 feststellen, dass es bei Mausen, an deren aP2-Promotor das SV40 T-Antigen gekoppelt wurde, zu
einer gesteigerten Expression von Ucpl-mRNA und vermehrter brauner Morphologie der Fettzellen in
inguinalem Fettgewebe kommt (269). Hansen ef al. konnten 2004 zeigen, dass SV40 T-Antigen in 3T3-
L1- und 3T3-F442A-Zellen (eine WAT-Zelllinie) zu einer gesteigerten Ucpl-Expression flihrt (122). Der
Mechanismus dahinter scheint sowohl p53- als auch pRb-abhéngig zu sein. Dali-Youcef ef al. konnten
zeigen, dass in pRB-defizienten Mausen (pRb -/-) sowohl Ucp1, als auch dessen Transkriptions-Coaktivator
Pgclo in WAT und BAT in vivo im Vergleich vermehrt exprimiert werden und die Tiere gleichzeitig durch
einen erhohten Energieverbrauch vor der Korpergewichtszunahme durch hochkalorische Nahrung
geschiitzt sind (65). Ahnlich wie bei pRb-defizienten Mausen verhilt es sich auch bei p53-negativen
Mausen (p53 -/-) (119). Hallenborg et al. zeigten, dass das Fehlen von p53 in priméren IWAT- und BAT-
Adipozyten zu einer gesteigerten Ucpl-Expression fiihrt (119). Dieser Effekt wird iiber PGCla vermittelt.
Im Normalfall unterdriickt p53 die PGCla-vermittelte Transkription von Ucpl. Fehlt nun p53, fordert
PGCla die Expression von Ucpl nicht nur in BAT, sondern eben auch in WAT. In derselben
Veroffentlichung konnten Hallenborg er al. ebenfalls eine gesteigerte Ucpl-Expression durch SV40 T-
Antigen in reifen Adipozyten aus mesenchymalen Stammzellen zeigen (119). So fiihrte das SV40 T-
Antigen vermutlich auch in den fiir diese Arbeit verwendeten Adipozyten zu einer erhdhten Ucpl-
Expression. Wichtig zu betonen ist hierbei, dass die Ucpl-Expressionen in SV40 T-positiven WAT-
Adipozyten, anders als bei klassischen beigen Adipozyten, auch ohne spezielle Stimulation, wie zum
Beispiel Kilte, auftritt (65, 119, 122, 194, 269). Ebenso interessant ist, dass die nicht durch SV40 T-Antigen
immortalisierten 3T3-L1-Adipozyten unter normalen Bedingungen nicht oder nur sehr wenig Ucpl

exprimieren (219, 292).

Alles in allem, zeigten alle drei Zelllinien eine gute Triglycerid-Anreicherung, einen adéquaten aP2-
Anstieg und Pref-1-Abfall und damit trotz Immortalisierung eine gute Differenzierung. Wichtig dabei ist,
dass das SV40 T-Antigen an unterschiedlichen Stellen in die Differenzierung und die Funktion der
Adipozyten eingreift und damit eine eindeutige Depot-Zuordnung schwierig macht (vgl.. Abschnitt 4.6).
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4.3 Zirkadiane Rhythmen immortalisierter Pri- und reifer Adipozyten aus

inguinalem, epididymalem und braunem Fettgewebe

4.3.1 Synchronisation endogener Rhythmen durch Dexamethason

Wihrend in vivo die Synchronisation der Korperuhren durch tibergeordnete Taktgeber geschieht (24, 67,
253, 355), wird diese Funktion in vitro durch Dexamethason oder auch einem Serum-Schock ibernommen
(20, 221). Dies ist notwendig, da die Zelluhren in vitro nicht synchron ticken, bzw. aufgrund individuell
unterschiedlicher Periodenlédngen rasch desynchronisieren. Diese Desynchronisation konnten Nagoshi et
al. 2004 an NIH-3T3-Fibroblasten zeigen (221). Gleichzeitig testeten sie Dexamethason zur
Synchronisation in vitro und fanden heraus, dass das kiinstliche Glukokortikoid einen starken
Synchronisationsstimulus darstellt und féhig ist, Zellen unterschiedlicher Phasen zu einen. Bereits im Jahr
2000 untersuchten Balsalobre et al. die Wirkung von Dexamethason auf Ratten-Fibroblasten und konnten
nach der Behandlung fiir einige Tage eine robuste zirkadiane Expression verschiedener Uhrengene
feststellen (19). Durch In-vivo-Versuche mit systemisch appliziertem Dexamethason konnten sie zeigen,
dass periphere Uhren auch in vivo durch Dexamethason beeinflusst werden. Wie bereits in Versuchen mit
nicht differenzierten 3T3-L1-Adipozyten (28) fiihrte die Synchronisation mit Dexamethason also nicht
iiberraschend, als Zeichen einer besseren Synchronisation, zu einer Amplitudensteigerung der
Uhrengenexpression in immortalisierten Pré-Adipozyten aus epididymalem Fettgewebe (Abschnitt 3.2.1).
Die bereits vor der Synchronisation vorhandene rhythmische Oszillation von Per2, Bmall, Dbp und Rev-
Erba entsteht dabei wahrscheinlich durch den durchgefiihrten Mediumwechsel zu Beginn des Zeitprofils
(28). AuBlerdem befanden sich im Medium 20 % Serum (FBS), welches in Form eines Serum-Schocks (30-
50 %) zur Synchronisation eingesetzt wird (20, 235, 291, 350). Auch wenn Per2, Bmall, Dbp und Rev-
Erba bereits vor der Synchronisation mit Dexamethason rhythmisch oszillierten, traf dies nicht auf Npas2
zu (Abschnitt 3.2.1). Uber die zirkadiane Expression des CLOCK-Homologs NPAS2 in Adipozyten gibt
es unterschiedliche Ergebnisse (209, 309, 350, 369). In den Versuchen von So et al. 2009 fiihrte eine
Synchronisation mit Dexamethason ebenfalls zu einer zirkadian rhythmischen Expression von Npas2 in
murinen mesenchymalen Stammzellen (302). Gleichzeitig kam es auch zu einer Expressionssteigerung, die
in dieser Arbeit jedoch nicht beobachtet werden konnte. Neben einer Steigerung der Amplitude kam es in
den Versuchen von Barnea et al. durch die Synchronisation mit Dexamethason zusitzlich zu einer
Phasenverschiebung nach hinten. Dieser Effekt konnte hier ebenfalls beobachtet werden (Abschnitt 3.2.1).
Inzwischen ist bekannt, dass Dexamethason direkt iiber den Glukokortikoidrezeptor (GR) die Expression
von Perl/2 fordert (46, 302). Dieser Effekt ist phasenabhingig (104), und BMALI scheint dabei eine
wichtige Rolle zu spielen, da der GR nicht ohne gleichzeitige Bindung von BMAL1 an den Promotor
binden kann (46). Barnea et al. stellen die Theorie auf, dass die hohere Amplitude von Uhrengenen des
negativen Arms (z.B. Per2) zu einer verlingerten Hemmung von BMALI1:CLOCK veranlasst, die
Riickkopplungsschleife dadurch verzogert wird und es so zur Phasenverschiebung kommt. Der Effekt der

Phasenverzogerung von mehreren Arbeitsgruppen bestitigt werden (19, 104). Da zumindest in den
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aktuellen Daten die Periodenlédnge nicht signifikant verdndert wurde (Abschnitt 3.2.1), scheint die
Phasenverschiebung keinen nachhaltigen Effekt auf den Ablauf der molekularen Uhr zu haben. Um
Akuteffekte durch die Synchronisation bei der Analyse der Daten auszuschlieen, wurden die ersten 15

Stunden aller Zeitprofile von der genaueren zirkadianen Analyse ausgeschlossen.

4.3.2 Kontinuierliche Aufzeichnung zirkadianer Rhythmen in Pri-Adipozyten

Fiir eine kontinuierliche Aufzeichnung von endogenen Rhythmen in Zellen und Gewebekulturen eignen
sich Lumineszenzmessungen (128, 182, 197, 201, 291, 341, 361). Luciferasen oxidieren Luciferine, und
als Beiprodukt dieser Reaktion kommt es zur Lichtemission (Lumineszenz) (227, 310). Wird die Luciferase
unter der Kontrolle eines Uhrengenpromotors exprimiert, spiegelt die gemessene Lumineszenz die Menge
an abgelesenem Uhrengen dar. Dabei ist zu beachten, dass es unter anderem zu Unterschieden in der
posttranskriptionellen und posttranslationalen Verarbeitung der Luciferase im Gegensatz zum Original-
Uhrengen oder -protein kommen kann und daher keine Eins-zu-Eins-Ubertragung der Luciferase-Aktivitit
auf den Proteingehalt mdglich ist. Zusétzlich ist bei der Transduktion mit Lentiviren zu bedenken, dass es
zu einem zufilligen Einbau des Promotor-Luciferase-cDNA-Konstrukts in das Zell-Genom kommt. So
kann es sein, dass sich aufgrund der Sekundir- oder Tertidrstrukturen am Ort der Insertionsstelle die
Transkriptionsdynamik anders verhilt als bei dem zu messenden Uhrengen (341). Alles in allem bietet sich
durch die Methode die Moglichkeit, zellulire Uhrenmechanismen mit hoher zeitlicher Auflosung zu
analysieren und die Beeinflussung durch Substanzen, Medikamente und andere Einfliisse zu untersuchen.
2005 schlugen Yamazaki und Takahashi deshalb bereits vor, mit dieser Technik und immortalisierten
Zellen Wirkstoffstudien und Studien molekularer Mechanismen der inneren Uhr durchzufiihren (356). Das
Ziel dieser Arbeit war es zu schauen, ob sich SV40 T-immortalisierte Adipozyten fiir zirkadiane Studien
eignen, weswegen versucht wurde, stabil transduzierte Per2-Luc-positive Pra-Adipozyten zu generieren,
welche dann zu Per2-Luc positiven reifen Adipozyten ausdifferenziert werden kénnen. Leider war es im
Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich, eine stabile Per2-Luc-Transduktion zu erreichen, obwohl eine
lentivirale Transduktion der Prd-Adipozyten aller drei Zelllinien generell moglich ist, wie die positiven
eGFP-Ergebnisse zeigen (Abschnitt 3.2.2). In der kontinuierlichen Messung der Per2-Luc-Rhythmen mit
dem Luminometer konnte aber wiederholt keine ausreichende Signalstirke erreicht werden (Abbildung 9
B, und weitere nicht gezeigte Versuche). Zum Nachweis, dass die durch mich durchgefiihrte Methode
prinzipiell funktioniert, wurden NIH-3T3-Fibroblasten transduziert, welche eine gute Signalstérke und die
erwartete Rhythmik zeigten (Abbildung 9 B). Die frische Transduktion ohne weitere Zellpassage konnte
ebenfalls keine bessere Signalstirke in den Pré-Adipozyten erreichen (Daten nicht gezeigt). Auch der
Wechsel zu einem anderen Vektor (Bmall-Luc) brachte kein besseres Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Das
es grundsitzlich moglich ist, bei Pra-Adipozyten ex vivo eine lentivirale Transduktion zu erreichen, konnten
Dr. Julia Seemann im Rahmen ihrer Dissertation sowie weitere Gruppen an humanen Adipozyten, 3T3-L1-
Adipozyten und mesenchymalen Stammzellen aus Fettgewebe zeigen (42, 178, 286, 303). Eine lentivirale

Transduktion bei den verwendeten immortalisierten Adipozyten wurde bis jetzt noch nicht versucht,
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Transfektionen durch Elektroporation und Transduktionen durch Retroviren wurden allerdings durch die
Gruppe um Prof. Klein bereits erfolgreich durchgefiihrt (83, 244). Sollte zukiinftig Interesse an einer
erneuten Transduktion von Uhrenreportern bestehen, konnten diese Methoden angewandt werden.
Aufgrund der bereits bei den Pri-Adipozyten eher schlechten Signalstirke wurde auf eine Transduktion

reifer Adipozyten verzichtet.

Um trotz schlechter Signalstirke eine Aussage liber den Oszillationscharakter von PER2 zu bekommen,
wurden die Daten versuchsweise mit JTK Cycle auf Rhythmizitét hin untersucht und es ergab sich eine
zirkadiane Rhythmik der Per2-Luc-Aktivitit in allen drei Zelllinien (Abschnitt 3.2.2). Somit zeigte sich ein
erster Hinweis auf eine funktionierende molekulare Uhr in SV40 T-immortalisierten Adipozyten. Shostak
et al. konnten 2013 schon Lumineszenz-Rhythmen in epididymalem, peritonealem und subkutanem WAT
von PER2:LUCFIFERASE Reportermdusen nachweisen (291). Spéter folgte die genauere Untersuchung
von Periode, Dampfungsrate und Phase in IWAT, EWAT und BAT von PER2:LUCIFERASE-
Reporterméusen (92). In Fettgewebestiicken betrug die Periode ungefahr 26 Stunden und in Pri- und reifen
Adipozyten aus epididymalem Fettgewebe ca. 24 Stunden. Seemann konnte zusétzlich 2017 in ihrer Arbeit
Bmall:Luc-Rhythmen in Pré- und reifen Adipozyten aus epididymalem Fettgewebe nachweisen (92, 286).
Da die Validitdt und Aussagekraft aufgrund der geringen Signalstirke und Anzahl an verfiigbaren Vektoren
zur Erforschung der inneren Uhr in vitro mit diesem Ansatz eingeschrinkt war, wurde die Expression
verschiedener Uhrengene in immortalisierten Prd- und reifen Adipozyten aus allen drei Fettgeweben im

Zeitprofil untersucht.

4.3.3 Uhrengenexpression in immortalisierten Pri- und reifen Adipozyten

Da die Transduktion von Luciferasereportern nicht wie gewiinscht funktionierte, war es wichtig, fiir die
Beurteilung der zirkadianen Eigenschaften der SV40 T-immortalisierten Adipozyten aus inguinalem,
epididymalem und braunem Fettgewebe Uhrengenrhythmen mit einer anderen Methode zu bestimmen.
Dafiir wurden mRNA-Profile iiber 50 bis 55 Stunden in allen drei Fettzelllinien im Stadium vor und nach
der Differenzierung erstellt, wobei die ersten drei Zeitpunkte (ZP 0, 5, 10) zum Ausklammern von
Akuteffekten durch die Synchronisation nicht in die Analyse miteinbezogen wurden. Gemessen wurde

jeweils der mRNA-Gehalt von Per2, Bmall, Dbp, Rev-erba, Npas2 und Clock.

4.3.3.1 Inguinales WAT

Pra- (pIWAT) und reife (mMIWAT) Adipozyten aus inguinalem Fettgewebe zeigten signifikante zirkadiane
Rhythmen fiir Per2, Bmall, Dbp und Rev-erba (Abbildung 10, Abbildung 11). mIWAT zeigte zusétzlich
noch zirkadiane Rhythmen fiir Npas2 und Clock (Abbildung 11). Auch wenn Clock und Npas?2 als Teil des
positiven Arms des TTL in den Pra-Adipozyten nicht rhythmisch exprimiert waren, zeigten dennoch Bmall
und die Gene des negativen Arms, Per2 und Rev-erbe, eine typische antiphasische Expression (Abbildung
10, Abbildung 11) (129, 231, 236, 282, 327). Diese antiphasische Expression gilt nicht nur fiir Fettgewebe.
Oishi et al. konnten diese Bezichung bereits 1998 fiir den SCN, das Auge, das Herz, die Lunge und die
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Nieren zeigen (231). Ebenso antiphasisch zu Bmall verlief auch die Expression von Dbp (Abbildung 10,
Abbildung 11). Zvonic et al. konnten in ihren murinen /n-vivo-IWAT-Daten ebenfalls diese antiphasische
Beziehung der Uhrengene darstellen (369). Zuerst in 3T3-L1-Adipozyten und anschlieBend im Menschen
gelang dies ebenfalls Otway ef al. 2009 und 2011 (235, 236). Wahrend Otway et al. Clock und dessen
Homolog Npas2 nicht analysierten, zeigte Clock im Versuch von Zvonic et al. und den Versuchen von
Seemann 2017 keine zirkadiane Expression (286, 369). Gomez-Abellan et al. und Loboda et al. wiederum
konnten eine zirkadiane Expressionen von Clock in humanen subkutanen Fettproben ex vivo und in vivo
zeigen (106, 199). Auch wenn das Fehlen von CLOCK oder seiner Funktion zu verdnderten Rhythmen
fiihrt, scheint seine Oszillation fiir eine intakte innere Uhr nicht notwendig zu sein (70, 71, 262, 291). Fiir
Npas?2 gibt es ebenfalls verschiedene Erkenntnisse. Zvonic ef al. konnten eine zirkadiane Expression von
Npas?2 in inguinalen Fettstiicken in vivo feststellen, wiahrend In-vitro-Versuche mit humanen Stammzellen
aus subkutanem Fettgewebe (ASCs) ohne Differenzierung keine signifikante Npas2-Rhythmik ergaben
(350). Leider gibt es hierzu keine Daten aus differenzierten ASCs und auch insgesamt ist die Datenlage
beziiglich der Npas2-Expression im inguinalen Fettgewebe unzureichend. Zusitzlich muss man sagen, dass
bei der Npas2-Expression die Tendenz zur Signifikanz in den im Rahmen dieser Dissertation erhobenen
Daten aus pIWAT durchaus gegeben war (p = 0,06). Das es bei den Versuchen zu unterschiedlichen
Ergebnissen gekommen ist, kann daran liegen, dass unterschiedliche Spezies und unterschiedliche
Versuchsverfahren genutzt worden sind. Wichtig hierbei ist jedoch, dass das molekulare Uhrwerk im
Gesamten seinen Ablauf behalten hat. Hierzu gehdrt die kanonische Abfolge in den Maxima der
Uhrengene. Die Abfolge der Maxima von Dbp, Per2, Bmall und Rev-erbea, die sich in dieser Reihenfolge
bei Zvonic et al. zeigte, zeigte sich ebenfalls in den immortalisierten IWAT-Adipozyten (Abbildung 10,
Abbildung 11) sowie in Versuchen anderer Arbeitsgruppen (92, 235, 327, 369). Dass die Abfolge der
internen Uhrengenexpression beibehalten wurde, ist ein starkes Zeichen dafiir, dass das molekulare

Uhrwerk der IWAT-Adipozyten durch die Immortalisierung nicht mageblich verdandert wurde.

4.3.3.2 Epididymales WAT

Die Analyse der mRNA-Rhythmen der immortalisierten Adipozyten aus epididymalem Fettgewebe ergab
dhnliche Ergebnisse (Abschnitt 3.2.3.3, Abschnitt 3.2.3.4). Erneut zeigte sich eine zirkadiane Expression
von Per2, Bmall, Dbp und Rev-erba vor (pEWAT) und nach (mEWAT) der Differenzierung der
Adipozyten aus epididymalem Fettgewebe. Eine rhythmische Expression verschiedener Uhrengene in
viszeralem Fettgeweben zeigte sich ebenfalls in den Versuchen von Zvonic et al. (369), Ando et al. (7),
Sukumaran et al. (309), van der Spek et al. (327), Shostak et al. (291) sowie in Versuchen an humanem
viszeralen Fettgewebe aus der Arbeitsgruppe Garaulet (97, 104, 107). Anders als in IWAT war Npas2 in
den im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Versuchen sowohl in pEWAT als auch mEWAT
rhythmisch exprimiert. Als Teil des positiven Arms zeigte es die erwartete antiphasische Expression
gegeniiber Per2 und ein Expressionsmaximum kurz nach dem von Bmall (Abbildung 17) (250, 309). Clock
wiederum war weder in den Pré- noch den reifen Adipozyten rhythmisch exprimiert (Abschnitt 3.2.3.3,

Abschnitt 3.2.3.4). Ahnlich wie bei inguinalem Fettgewebe finden sich in der Literatur unterschiedliche
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Angaben zur rhythmischen Expression von Clock in EWAT. In murinem EWAT konnte in zwei
verschiedenen Studien keine rhythmische Expression in vivo festgestellt werden (286, 369), wéihrend Yang
et al. 2006 eine rhythmische Expression von Clock in murinem EWAT in vivo zeigten (359). Ebenso fanden
Gomez-Abellan ef al. 2012 eine rhythmische, zu Per2 antiphasische Oszillation in humanem EWAT (104).
Unabhéngig von Clock und Npas2 zeigten Per2, Bmall, Dbp und Rev-erbo erneut die gleiche zeitliche
Abfolge in ihren Expressionsmaxima, die bereits in IWAT und der Literatur zu zirkadiane Rhythmen in
viszeralem Fettgewebe zu finden sind (92, 309, 327, 369). Dies spricht dafiir, dass auch in den

immortalisierten Adipozyten aus epididymalem Fettgewebe das zirkadiane Uhrwerk erhalten ist.

4.3.3.3 BAT

Wihrend die Datenlage zu zirkadianen Rhythmen in weilem Fettgewebe sowohl in vivo, ex vivo als auch
in vitro schon sehr robust ist, sicht es bei braunem Fettgewebe etwas anders aus. /n vivo haben verschiedene
Arbeitsgruppen die Uhrengenexpression in braunem Fettgewebe in Mausen untersucht (196, 312, 313, 324,
359, 367, 369). Die ersten dabei waren Zvonic et al. (369) und Yang et al. (359) 2006. Zvonic et al.
beschiftigten sich mit den Rhythmen von diversen Uhrengenen und deren Verdnderung durch eine
ausschlieBliche Nahrungsbereitstellung zur subjektiven Nacht in Méusen, wihrend Yang et al. sich fiir
nukledre Rezeptoren in verschiedenen Geweben (u.a. Rev-erbs, Glukokortikoidrezeptor,
Schilddiisenhormonrezeptor o) und deren Bedeutung als Bindeglied zwischen Stoffwechsel und
zirkadianer Uhr interessierten. Beide konnten rhythmische Expressionen von Per2, Bmall und Rev-erba
in braunem Fettgewebe zeigen. Wihrend Zvonic et al. eine solche Rhythmik auch fiir Npas2 und Dbp
bestitigten (bei Yang ef al. nicht bestimmt), zeigte Clock bei beiden keine signifikante Rhythmik. 2011 und
2012 konnten Takeda et al. diese Ergebnisse reproduzieren und zeigen, dass RORYy in vivo nicht nur Npas?2
reguliert, sondern auch zu einer Expressionssteigerung von Per2, Rev-erba, Cryl und Bmall in murinem
BAT fiihrt (312, 313). Li et al. untersuchten die Auswirkungen einer Bmall-Ablation in Miusen und
konnten so zeigen, dass eine funktionierende molekulare Uhr wichtig fiir die BAT-Funktion ist, aber keine
Auswirkungen auf z.B. die Triglyzerid-Anreicherung zeigt (196). Unsere Arbeitsgruppe konnte spéter
rhythmische Expressionen von Rev-erba, Bmall, Dbp, Per2 und Npas2, ebenso wie PER2-Rhythmen
mittels eines Luciferasereporters in BAT auch ex vivo zeigen (92). Lee et al. zeigten aullerdem, dass auch
in humanen braunen Fettpolstern ex vivo und braunen Primérzellkulturen zumindest Rev-erbe zirkadian
exprimiert wird (193). So ist es im Rahmen dieser Arbeit, nach aktuellem Wissensstand, zum ersten Mal
gelungen, endogene zirkadiane Expressionsrhythmen mehrerer Uhrengene in braunem Fettgewebe in vitro
darzustellen. Denn sowohl in den immortalisierten Pri- als auch reifen Adipozyten aus braunem
Fettgewebe zeigten sich rhythmische Expressionen von Per2, Bmall, Dbp und Rev-erba (Abschnitt 3.2.3.5,
Abschnitt 3.2.3.6). Wihrend Npas?2 in den Pré-Adipozyten nicht rhythmisch exprimiert wurde, konnte nach
der Differenzierung eine zirkadiane Expression gemessen werden. Die Tatsache, dass Npas2 in BAT in und
ex vivo in mehreren Studien rhythmisch exprimiert wurde (92, 312, 313, 369), in den immortalisierten Pra-

Adipozyten jedoch nicht, konnte mit der Zusammensetzung des Fettgewebes zusammenhéngen.
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Fettgewebe setzt sich zu einem GroBteil aus reifen Adipozyten und nur zu einem kleineren Teil aus Pré-
Adipozyten zusammen, sodass die zirkadiane Expression von Npas2 in den reifen Adipozyten in vivo die
nicht rhythmische Expression in Prd-Adipozyten iiberdecken konnte. Hier konnten weitere In-vitro-
Versuche dazu dienen, diese Theorie weiter zu untersuchen. Bei Clock verlief es in BAT genau
andersherum. Wihrend sich in den Pri-Adipozyten ein zirkadianer Rhythmus ermitteln lie3, war dies nach
Differenzierung nicht mehr der Fall. Publizierte Studien sind sich in dem Fall nicht einig: In AKR/J-Méusen
zeigt sich Clock im BAT nicht rhythmisch (369), wihrend es in C57BL/6-Mausen rhythmisch (196, 312)
bzw. schwach rhythmisch (359) exprimiert wird. Dass Clock in mBAT nicht rhythmisch exprimiert wurde,
konnte damit zusammenhéngen, dass systemische Einfliisse fehlen und dadurch die rhythmische
Expression verloren geht bzw. andere Einfliisse nach erfolgter Differenzierung Uberhand nehmen und die

zirkadiane Rhythmik unterdriicken.

4.3.3.4 Vergleichbarkeit der zirkadianen Rhythmen zur In-vivo-Situation

Wichtig fiir die Beurteilung, ob sich das Zellmodell fiir weitere Studien, sowie fiir die Erforschung
endogener Rhythmen in vitro eignet, ist neben der erhaltenen zirkadianen Oszillation die Betrachtung der
Phasenlage der einzelnen Uhrengene zueinander. Hier zeigte sich, dass die Expressionsmaxima von Per2
und Bmall sowohl in Prd- als auch den reifen SV40 T-immortalisierten Adipozyten versetzt zueinander
und Dbp und Rev-erba in Phase zu Per2 waren, wihrend Clock in den reifen Adipozyten und Npas2 in den
Pria-Adipozyten jeweils in Phase mit Bmall verliefen (Abschnitt 3.2.6). Die gleiche Relation ist auch bei
allen drei Fettgeweben in vivo zu sehen (196, 312, 324, 359, 369). Nach erweiterter Analyse zeigte sich,
dass die immortalisierten Adipozyten aus allen drei Geweben édhnliche interne Phasenlagen aufwiesen
(Abbildung 17) und es mit der aktuellen Datenlage keinen Hinweis auf einen signifikanten Unterschied der
Adipozytenuhren der einzelnen Gewebe gibt. Fiir eine genauere Aussage wiren weitere Experimente nétig.
Auch wenn eine vergleichbare Analyse in der Literatur nicht zu finden ist, siecht man im Vergleich mehrerer
Studien, dass die zeitliche Abfolge der Uhrengenexpressionsmaxima nicht nur fiir die hier untersuchten
immortalisierten Adipozyten gilt, sondern im Gesamten ein wiederkehrendes Muster in der endogenen
Uhrenregulation darstellt. So findet sich diese Abfolge an Maximalexpressionen von Rev-Erba, Dbp, Per2
und Bmall ebenfalls in muriner Leber in vivo (369) sowie auch in Ratten-Fibroblasten (20). Im Vergleich
zu den Daten von Zvonic et al. (369), welche die murine Leberuhr in vivo analysierten, zeigte die interne
Phasenlage der jeweiligen immortalisierten Adipozyten aller drei Fettgewebe die gleiche Abfolge der Gene:
Rev-Erba, Dbp, Per2 und Bmall. Dass sich eine Differenz zwischen den exakten internen
Phasenverhiltnissen in vivo und den hier verwendeten immortalisierten Adipozyten zeigte (Abbildung 18),
kann unterschiedliche Ursachen haben. Einer davon ist der Wegfall von systemischen Einfliissen wie dem
Licht-Dunkelrhythmus oder der Nahrung. Kornmann et al. zeigten zum Beispiel, dass die rhythmische
Expression von Per2 in vivo auch dann fortgefiihrt wird, wenn die Leberuhr selbst nicht funktioniert,
wiahrend in vitro die Per2-Oszillation ohne funktionierende Leberuhr nicht erhalten bleibt (182). Weitere
Griinde fiir die Verschiebung der internen Phasenlage konnten in der Versuchsmethode selbst zu finden

sein. Sowohl Glukokortikoide als auch die Immortalisierung greifen, wie bereits weiter oben erldutert, tief
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in den intrazelluldren Ablauf der Uhr ein. Eine Beeinflussung der Uhrendynamik kann daher nicht
ausgeschlossen werden. So werden die Méuse bei Zvonic et al. in vivo durch Licht und nicht durch eine

einzelne Substanz synchronisiert und der zelluldre Ablauf nicht durch SV40 T-Antigen gestort (369).

4.4 Einfluss der Differenzierung auf Uhrengenexpression und zirkadiane
Rhythmik in immortalisierten Adipozyten aus inguinalem, epididymalem

und braunem Fettgewebe

Die Adipogenese verdndert nicht nur die Adipozyten in Morphologie und Funktion, sondern konnte auch
die innere Uhr beeinflussen - inwiefern ist aktuell noch Gegenstand der Forschung. Direkte Vergleiche von
Amplitude, Phasenlage und Expressionshohe vor und nach der Differenzierung gibt es bisher kaum.
Wihrend Otway et al. an mit einem Serumpuls synchronisierten 3T3-L1-Adipozyten eine Abnahme der
Amplitude von Per2 und Dbp nach der Differenzierung zeigten (235), konnten Barnea et al. an mit
Dexamethason synchronisierten Adipozyten einen Anstieg der Amplitude nachweisen (28). Phasenlage
und Expressionshdhe der Uhrengene im Laufe der Differenzierung waren hier jeweils nicht Bestandteil der
Analyse. In den hier verwendeten SV40 T-immortalisierten Adipozyten zeigte sich nach der
Differenzierung wie bei Barnea ef al. ein Anstieg der Amplitude von Per2, Bmall, Dbp und Rev-Erbe in
allen drei Zellreihen (Abbildung 16 C). AuBlerdem zeigte sich eine verminderte Divergenz der einzelnen
Phasenlagen der Uhrengene nach Differenzierung (Abbildung 17). Park et al. konnten 2017 zeigen, dass
nach der Differenzierung vermehrt Glukokortikoidrezeptoren auf 3T3-L1- und immortalisierten BAT-
Adipozyten exprimiert werden (239). Sollte dies bei den hier verwendeten Linien ebenfalls der Fall sein,
konnte das zur Synchronisation genutzte Glukokortikoid durch eine verstérkte Per2-Induktion (46) zu einer
effizienteren Synchronisation und damit einer verstérkten Amplitude nach der Differenzierung beitragen.
Die verminderte Divergenz der Phasenlagen nach der Differenzierung konnte Zeichen dieser insgesamt
verbesserten Synchronisation sein (Abbildung 13). Weiterhin konnten Nagoshi et al. an Fibroblasten, die
in die GO-Phase {iibergetreten waren, zeigen, dass diese besser auf Dexamethason-Synchronisation
ansprachen (221). Da auch die hier verwendeten ausdifferenzierten Adipozyten in die GO-Phase eingetreten
waren, konnte dies eine weitere Erkldrung fiir die hohere Amplitude darstellen. Unabhéngig von diesen
indirekten Effekten durch Dexamethason zeigte sich in der Analyse der Uhrengene vor und nach
Differenzierung, ohne vorherige Synchronisation mit Dexamethason eine deutliche Zunahme der
Expression von Per2, Dbp, Rev-Erba und Npas? aller drei Fettzelllinien (Abbildung 19, Abbildung 24).
Bereits 1993 konnten Chawla und Lazar zeigen, dass die Rev-Erba-Expression im Rahmen der
Differenzierung von 3T3-L1- und 3T3-F442A-Zellen ansteigt (45). Dies konnte bedeuten, dass mit
zunehmender metabolischer Aktivitét der Fettzelle auch die Expression der Uhrengene angepasst wird und

somit eine hohere Amplitude durch verstiarkte Expression der beteiligten Gene entsteht.

Die Differenzierung hatte nicht nur Einfluss auf die Amplitude, sondern auch auf die Phasenlage der
Uhrengenexpression. So zeigte sich in den reifen Adipozyten eine geringe Phasenverschiebung nach vorne
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(Abbildung 16 B). Ein Dexamethason-Effekt sollte das Gegenteilige bewirken (s.0.), sodass ein Einfluss
der Synchronisationsmethode hier nicht die entscheidende Erkléarung darstellt. In der Literatur finden sich
bisher keine vergleichbaren Experimente. Ursache fiir eine frithere Phase konnte ein schnellerer Abbau der
Uhrenproteine des negativen Armes (z.B. PER2, PER1, CRY, etc.) nach der Differenzierung sein. Eine
weitere Ursache konnte die verstirkte Expression von Bmall oder Clock sein. Allerdings war Bmall
weniger stark und Clock lediglich ca. 2-fach hoher exprimiert als in den Pra-Adipozyten. Ebenso zeigten
beide eine geringere Amplitudensteigerung als Per2, Dbp, Rev-Erboa und Npas2 (Abbildung 19, Abbildung
24). Daher soll an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass dem Zellkulturmedium der reifen
Adipozyten, nicht der Pré-Adipozyten, Thyroxin und Insulin zum Zwecke der Differenzierung zugesetzt
war und somit ein Einfluss auf die Expressionsstirke, Phase sowie Amplitude der Uhrengene nicht
ausgeschlossen werden kann. Hardman et al. beispielsweise zeigten an menschlichen Haarfollikeln, dass
die BMALI-und PERI-Expression nach Exposition mit 100 nM Thyroxin (wie in dieser Arbeit verwendet)
deutlich reduziert wurde und die Amplitude abnahm (125). Andererseits zeigten sich in der Analyse des
Einflusses von Insulin gegenteilige Effekte. Sato er al. zeigten 2014 an WAT, dass Insulin eine anhaltende
Phasenverschiebung nach hinten und nicht wie hier eine Phasenverschiebung nach vorne auslost (277).
Dang et al. postulieren anhand von Méuseleberdaten, dass Insulin zu einer geringeren Aktivitdt von Bmall
fiihrt (68) welches ebenfalls daher keine Erkliarung diir die Phasenverschiebung nach vorne darstellt. Bereits
zwel Arbeiten konnten zeigen, dass eine phasenabhéngige Stimulation von Hepatozyten und Adipozyten
mit Insulin eine Phasenverschiebung nach vorne oder hinten auslésen kann (320, 354). Dabei zeigte sich,
dass eine Insulinstimulation zu ZP 0 eine frithere Phasenlage auslost, wobei eine Stimulation zu ZP 12 eine
Verzdgerung zur Folge hat. Tuvia et al. zeigten, dass sich dieser Effekt durch eine direkte Stimulation der
Perl und Per2 Expression ergibt (320). Die Insulinstimulation fiithrte bei Tuvia et al. allerdings auch zu
einer REV-ERBa-Abnahme, sodass die hier gesehene Expressionssteigerung evtl. doch eher mit der
Differenzierung zusammenhéngen konnte und die gefundenen Verédnderungen evtl. doch eine Folge der

Differenzierung darstellen.

Fiir eine insgesamt sehr robuste innere Uhr in Fettzellen vor und nach der Differenzierung spricht die
Tatsache, dass die Periodenlédnge in allen rthythmischen Genen vor und nach der Differenzierung keinen

relevanten Unterschied zeigte (Abbildung 16 A).

Summa summarum konnten Unterschiede des zirkadianen Systems im Laufe der Differenzierung gezeigt

werden, wobei die dahinterliegenden Mechanismen noch zu untersuchen sind.
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4.5 Einfluss der endogenen Uhr auf die Adipokin- und Ucpl-mRNA-
Expression in immortalisierten reifen Adipozyten aus inguinalem,

epididymalem und braunem Fettgewebe

Es ist bekannt, dass das weile Fettgewebe an metabolischen Tagesrhythmen wie dem der Adipokine Leptin
und Adiponectin im Blut mitbeteiligt ist (240, 291, 324). Ebenso spielt das braune Fettgewebe eine Rolle

in der tageszeitlichen Schwankung der Korpertemperatur (324).

4.5.1 Leptin und Adiponectin

Nicht nur Stoffwechselprodukte wie Fettséuren (291) zeigen zirkadiane Konzentrations-Schwankungen im
Blut, sondern auch Hormone des Fettstoffwechsels. Leptin erreicht im Blut bei Menschen und Nagern
seinen Nadir wihrend der subjektiven Nacht und zeigt die hochsten Werte am subjektiven Tag bzw. kurz
nach Beginn der subjektiven Nacht (2, 32, 327, 369, 97, 98, 133, 136, 154, 204, 287, 295). Kalsbeek et al.
konnten 2001 bereits zeigen, dass ohne einen funktionierenden SCN dieser Rhythmus nicht nur im Blut,
sondern auch auf transkriptioneller Ebene in Ratten-EWAT aufgehoben ist (154). Beziiglich eines
zirkadianen Rhythmus* von Leptin im Fettgewebe finden sich in vivo unterschiedliche Aussagen (7, 97,
309, 327). Ex-vivo-Studien gibt es hierzu bisher nur beim Menschen. Hier zeigte sich Leptin in subkutanem
und viszeralen Fettgewebe rhythmisch exprimiert (97). Eine Studie mit 3T3-L1-Adipozyten von Otway et
al. zeigte keine rhythmische Leptin-Expression (235). Vergleichende Studien in unterschiedlichen murinen
Fettgeweben waren vor Beginn dieser Arbeit noch ausstehend. Van der Spek et al. konnten an Ratten eine
rhythmische Expression in subkutanem Fettgewebe zeigen (327). Interessant ist daher, dass sich in den hier
verwendeten Adipozyten keine rhythmische Expression von Leptin in mIWAT und mBAT zeigte
(Abbildung 20). Der beobachtete stete Anstieg der Leptin-Expression nach Synchronisation kdnnte durch
die Synchronisation mit Dexamethason selbst bedingt sein (271). Die rhythmische Expression von Leptin
in mEWAT (Abbildung 20) wurde in vivo bisher durch eine Studie an Méusen gezeigt (176). In einer
weiteren Studie zeigt sich zwar ein leichter Anstieg von Leptin in der Nacht; das Tagesprofil wurde
allerdings nicht als signifikant zirkadian gewertet (7). Bei Ratten wiederum zeigten bereits verschiedene
Studien eine rhythmische Expression von Leptin in EWAT in vivo (154, 309). Diese verschiedenen
Ergebnisse konnten ein Hinweis darauf sein, dass die zirkadiane Expression der Uhrengene im Fettgewebe
alleine nicht ausreicht, um einen stabilen Leptin-Rhythmus zu generieren, und dass dieser auf weitere

Zeitgeber wie Licht und Nahrungsaufnahme angewiesen ist (67, 136).

Adiponectin zeigt ebenfalls zirkadiane Blutspiegel im Menschen und bei Méusen mit einem Maximum am
Ende des subjektiven Tages (27, 98, 270, 287). Wahrend die Adipog-Expression in mEWAT anders als in
vivo (7, 26, 27) keine signifikante zirkadiane Rhythmik zeigt, oszillierte sie in mIWAT mit einer Periode
von 24 h zirkadian (Abbildung 20, Tabelle 28). In mEWAT wurde eine Signifikanz in der Rhythmik
allerdings nicht erreicht (p = 0,8). Die Synchronisation mit Dexamethason scheint hierbei erneut eine Rolle

zu spielen, da mit Serumschock synchronisierte 3T3-L1-Adipozyten keine zirkadiane Rhythmik von
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Adipog aufweisen (235), wihrend wie in dieser Dissertation mit Dexamethason synchronisierte dies
durchaus tun (26, 28). Humane Ex-vivo-Daten aus subkutanem und viszeralem Fettgewebe zeigen ebenfalls
eine zirkadiane Expression (97, 105), sodass in der Zusammenschau von einem endogen zirkadianen

Rhythmus von Adiponectin ausgegangen werden kann.

Wihrend der zirkadiane Blutleptinthythmus nicht sicher endogen durch die Fettzellen ausgelost zu sein
scheint, kann bei Blutadiponectinspiegeln nach aktuellem Stand eher von einem endogen generierten
zirkadianen Rhythmus ausgegangen werden. Die allgemeine Datenlage, inklusive der hier generierten
Daten, gibt Hinweise darauf, dass die Regulation gegebenenfalls depotabhingig sein konnte und es weitere

Experimente braucht, um diese Frage zu kléren.

4.5.2 Uncoupling Protein 1 (UCP1)

Wihrend bei Leptin und Adiponectin nicht abschlieBend geklart ist, ob sie direkt durch die Uhrengene
gesteuert werden, sieht dies fiir Ucp! anders aus. Gerhart-Hines et al. konnten 2013 zeigen, dass REV-
ERBa an den Ucpl-Promotor bindet und Ucpl ex vivo und in primérer BAT-Zellkultur antiphasisch zu
diesem exprimiert wird (101). Zirkadiane Ucpl-Expression wurde zuvor bereits von mehreren
Arbeitsgruppen in murinem braunen Fettgewebe in vivo festgestellt (196, 214, 324, 359). Auch in humanem
BAT ex vivo und in primdren BAT-Zellkulturen wurde eine rhythmische Expression gezeigt (193).
Allerdings konnte in dieser Arbeit keine signifikante zirkadiane Rhythmik von Ucpl in mBAT festgestellt
werden (Abbildung 21). Dies konnte bedeuten, dass der Rhythmus trotz Bindung von REV-ERBa am
UcpI-Promotor in vitro nicht aufrechterhalten werden kann. Allerdings zeigte sich in diesem Versuch eine
deutliche und anhaltende Expressionsreduktion nach der Dexamethason-Stimulation in allen drei
Zellreihen, sodass die Expression so stark unterdriickt worden sein konnte, dass die Amplitude zu gering
fiir ein signifikantes Ergebnis wurde (Abschnitt 3.5). Ramage ef a/. und van den Beukel ef al. zeigten, dass
die UcpI-Expression innerhalb der ersten 8 Stunden nach Exposition von BAT mit Dexamethason deutlich
abnimmt und dieser Effekt fiir 48 Stunden anhélt (254, 325). So scheint der positive Effekt der
Synchronisation mit Dexamethason in diesem Fall gleichzeitig negative Auswirkungen auf Ucpl zu haben.
Dieser Ansatz sollte bei Versuchen zur Erforschung der zirkadianen Ucpl-Expression durch ein anderes

Mittel zur Synchronisation ersetzt werden (z.B. Forskolin).

Auch wenn subkutanes Fettgewebe nicht mafgeblich an der Wéarmeproduktion durch Ucp! beteiligt ist,
war interessanterweise Ucpl in mIWAT trotz der Expressionsreduktion signifikant zirkadian exprimiert
(Abbildung 21). Monnier et al. untersuchten die Expression von Ucpl in subkutanem und viszeralem
Fettgewebe von Mausen in vivo (Licht:Dunkel 12h:12h) und zeigten ebenfalls eine zirkadiane Expression,
die ohne das Protein aus einer Stabilisierungsschleife des TTL, Ror«, sogar deutlich verstérkt ausfiel (214).
Auch wenn in vivo Ucpl in viszeralem Fettgewebe zirkadian exprimiert ist, konnte dies in den
immortalisierten Zellen nicht festgestellt werden. So ist hier auch im Gegensatz zu der Expression in
mIWAT und mBAT keine rhythmische Tendenz erkennbar (Abbildung 21). Wie auch in subkutanem

Fettgewebe wire ein biologischer Nutzen einer rthythmischen Ucpl-Expression im viszeralen Fettgewebe
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nicht eindeutig. Dennoch zeigt die thythmische Expression in vitro von Ucpl in mIWAT allerdings die
gute Verzahnung der inneren Uhr mit der Thermoregulation. Weitere Versuche in mBAT oder anderen /-
vitro-BAT-Modellen (z.B. HIB-1B (169)) sind notwendig, um Klarheit zu schaffen, ob BAT endogen zu

einer rhythmischen Korpertemperatur beitragen kann oder dafiir exogene Stimulation notwendig ist.

4.6 Anwendbarkeit des Zellmodells fiir (depotspezifische) Studien der

zirkadianen Funktion des Fettgewebes

Auch wenn der Einfluss der Uhrengene auf p53 und andere an der Zellteilung beteiligte Proteine bekannt
ist (vgl. (289)), blieb herauszufinden, ob SV40 T-immortalisierte Adipozyten, wie andere Fettzelllinien
eine funktionierende Uhr aufweisen oder das Uhrwerk durch die Immortalisierung zerstort wird.
Zusammengefasst kann man sagen, dass als Zeichen eines endogen zirkadianen Uhrwerks relevante
Uhrengene auch in den hier verwendeten Adipozyten zirkadian exprimiert wurden. Daraus ergeben sich
zwel wichtige Punkte: Erstens ergeben sich hierdurch weitere Beweise fiir eine eigenstéindige innere Uhr
von Fettzellen und zweitens geht diese durch die SV40 T-Immortalisierung nicht verloren. AuBerdem
zeigte sich die Uhrengenexpression vergleichbar mit bereits erhobenen Daten anderer Arbeitsgruppen
(Abschnitt 4.3.3). Griinde fiir mdgliche Unterschiede zu den publizierten Daten wurden an der jeweiligen
Stelle diskutiert und beinhalteten neben der Immortalisierung z.B. die Synchronisationsmethode mit

Dexamethason.

Auch wenn die Klérung der Depot-Spezifitit der immortalisierten Adipozyten nicht Teil dieser Dissertation
sein sollte, spielt die Frage jedoch eine Rolle beziiglich der Anwendbarkeit des Zellmodells fiir zukiinftige
Studien. Idealerweise repliziert ein In-vifro-Modell weitestgehend die Situation in vivo. Bei weiflem
Fettgewebe wiren das univakuolire reife Adipozyten sowie eine eher geringe Expression von Ucpl. Wie
in Abschnitt 4.2 erldutert traf dies auf die SV40 T-immortalisierten WAT-Adipozyten nicht zu. Ebenso
zeigten die BAT-Zellen unerwarteterweise eine deutliche Leptin-und Adiponectin-Expression. Auch wenn
sich fiir beides Erwéhnungen in der Literatur finden, bleibt die Frage, ob nach der Immortalisierung noch
von einer echten Depot-Spezifitit gesprochen werden kann. Zur Differenzierung wire es daher sinnvoll,
weitere Marker, die fiir die zu untersuchende Eigenschaft wichtig sind, zu eruieren und zu testen.
Interessante Kandidaten zur néheren Unterscheidung zwischen den drei Depots nach einer Studie von de
Jong et al. wiren PRDM16, cell death activator CIDE-A (Cidea), TNF receptor superfamily member 9
(Cd137) sowie in Pria-Adipozyten transcription factor 21 (Tcf21), homeobox C8 (Hoxc8) und weitere (69).
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4.7 Fazit und Ausblick

Zu Beginn dieser Arbeit war nicht bekannt, ob SV40 T-immortalisierte Adipozyten verschiedener muriner
Fettdepots eine funktionierende molekulare innere Uhr aufweisen. AuBBerdem fehlte es zum Teil an In-
vitro-Daten zur endogenen zirkadianen Rhythmik spezifischer Uhrengene in Fettzellen. Im Rahmen dieser
Dissertation konnte nun gezeigt werden, dass trotz Immortalisierung die innere Uhr sowohl in Pri-, als
auch reifen Adipozyten funktioniert und zum Teil konnte fiir einige Uhrengene und auch Adipokine, nach
derzeitigem wissenschaftlichem Stand, zum ersten Mal eine zirkadiane Expression in bestimmten
Fettdepots festgestellt werden. AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass die zirkadianen Eigenschaften dieser
In-vitro-Modelle aus weilem und braunem Fettgewebe mit der /n-vivo-Situation vergleichbar sind und sich
somit fiir die Grundlagenforschung im Bereich der zirkadianen Uhr in Fettzellen eignen. Grof3 angelegte
zirkadiane Forschungsprojekte zum Thema Interaktion von Fettgeweben mit Hormonen und anderen
Zeitgebern oder auch die Wirkstoffforschung - zur Bekdmpfung von Chronodisruption und deren Folgen -
wiren mit den depot-spezifischen immortalisierten Fettzelllinien, neben Studien zur Erforschung der
Auswirkungen genetischer Verdanderungen auf die zirkadiane Uhr und den Metabolismus, mdglich und

stellen somit eine Alternative zu aufwéndigen und kostenintensiven in vivo und ex vivo Studien dar.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Der Wechsel zwischen Tag und Nacht bestimmt seit jeher unseren Tagesablauf. Organismen haben iiber
die Zeit eine Strategie entwickelt, welche es ihnen ermdglicht, sich an die damit einhergehenden
Gegebenheiten anzupassen. Die zirkadianen Rhythmen steuern unter anderem die Aktivitdt, das
Essverhalten und Stoffwechselprozesse (166, 266). Die Stérung des natiirlichen Rhythmus, durch
Schichtarbeit oder Jetlag kann Folgen haben (266). Schichtarbeit, beispielsweise, geht mit einem erhéhten
Risiko fiir Diabetes mellitus Typ 2, Adipositas sowie Herz-Kreislauferkrankungen einher (134, 180, 322).
Als metabolisch wichtiges Organ spielt das Fettgewebe hierbei eine wichtige Rolle. Es speichert Energie
(50) und iiber Adipokine, wie Leptin und Adiponectin, informiert das Fettgewebe die anderen Organe {iber
den Energiezustand im Korper (162). Subkutanes Fettgewebe ist der grofite Energiespeicher wihrend
viszerales Fettgewebe unter anderem Organe umbhiillt und sich vor allem im Bauchraum befindet.
Inzwischen weill man, dass speziell die viszerale Adipositas mit den bekannten Folgeerkrankungen, wie
Herzkreislauferkrankungen oder dem Diabetes mellitus Typ 2 assoziiert ist (31). Braunes Fettgewebe
wiederum wandelt Energie in Warme um und ist damit in den letzten Jahrzehnten in den Fokus der
Wissenschaft geriickt (328). Zur Sicherstellung einer stabilen Energieversorgung des Korpers folgt der
Fettstoffwechsel auch einem zirkadianen Rhythmus (166). So zeigen Adipozyten eine endogene zirkadiane
Expression wichtiger Uhrengene (166, 235, 286). Bisher fehlten allerdings teilweise zirkadiane in vitro
Modelle fiir die verschiedenen Fettgewebsarten. In dieser Dissertation wurden daher Simian-Virus 40 T-
Antigen immortalisierte Adipozyten aus murinem subkutanem, viszeralem und braunem Fettgewebe auf
ihre zirkadianen Eigenschaften hin untersucht (zum Beispiel 6, 9). Es konnte gezeigt werden, dass auch
nach der Immortalisierung die zirkadiane Expression wichtiger Uhrengene, sowohl vor als auch nach der
Differenzierung, erhalten geblieben ist. Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass sich im Laufe der
Adipozytendifferenzierung Expressionshohe und Amplitude des zirkadianen Rhythmus &ndern.
Erfreulicherweise hat sich gezeigt, dass wichtige zirkadiane Eigenschaften mit der Situation in vivo
vergleichbar geblieben sind und sich die immortalisierten Adipozyten somit fiir die Erforschung zirkadianer
Eigenschaften unterschiedlicher Fettgewebsarten in vitro eignen. Daher konnte sich der weiterfithrenden
Frage gewidmet werden, ob der teils rhythmische Blutspiegel von Leptin und Adiponectin (252) und die
zirkadiane Korpertemperaturschwankung (260) auf eine zirkadianen Expression der beteiligten Gene (Lep,

Adipoq, Ucpl) zuriickzufiihren ist. Hierfiir zeigten sich allerdings keine eindeutigen Ergebnisse.

Zusammenfassend konnte 1m Rahmen dieser Dissertation, neben dem Einfluss der
Adipozytendifferenzierung auf die innere Uhr, gezeigt werden, dass sich Simian-Virus 40 T-Antigen
immortalisierte Adipozyten verschiedener muriner Fettdepots prinzipiell als in vitro Modell zur

Erforschung der zirkadianen Uhr im Fettgewebe eignen.
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7.1 Ct-Werte der Leptin- und Ucpl-Expression in Adipozyten aus inguinalem,

epididymalem und braunem Fettgewebe

Tabelle 20: Ct-Werte Leptin und Ucp1-Expression in Pri- und reifen Adipozyten

IWAT EWAT

Differenzierung Ct-Wert  Ct-Wert Differenzierung Ct-Wert  Ct-Wert
Leptin Ucpl Leptin Ucpl

Pre 1 38,32 35,82 Pre 1 36,78 35,05

Pre 2 36,16 36,49 Pre 2 34,80 34,60

Pre 3 36,15 36,32 Pre 3 35,07 35,11

Tag 6 1 26,03 32,06 Tag$5 1 30,09 24,77

Tag 6 2 25,56 32,01 Tag5 2 29,82 24,66

Tag 6_3 26,06 32,34 Tag5 3 30,28 24,82

BAT

Differenzierung S;\Z;rt [C]E;Yert

Pre 1 35,50 35,03

Pre 2 37,00 34,40

Pre 3 35,63 34,76

Tag 6_1 27,54 29,38

Tag 6_2 26,50 28,00

Tag 6_3 26,92 28,17
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7.2 Amplitudenidnderung der Uhrengene in mit Dexamethason

synchronisierten Pra-Adipozyten aus epididymalem Fettgewebe

® Per2
Bmall

A Dbp
Rev-erba

Amplitude

Kontr. Dexa

Abbildung 22: Amplituden der zirkadianen Rhythmen von Per2, Bmall, Dbp und Rev-erba in nicht-
und synchronisierten Pri-Adipozyten aus epididymalem Fettgewebe

Gruppierte Darstellung der Amplituden von Per2, Bmall, Dbp und Rev-erba als Mittelwert + SEM (Abschnitt 3.2.1
und 3.2.3.3); n = 3. * - signifikanter Anstieg (p < 0,05; nicht parametrische Varianzanalyse vom ANOVA-Typ,
rankFD-Paket, R)

7.3 Ergebnisse der JTK Cycle-Analyse und  Amplituden der
Uhrengenexpresion im Zeitprofil von Pra- und reifen Adipozyten aus

inguinalem, epididymalem und braunem Fettgewebe

Tabelle 21: Kontroll-Zeitprofil-Analyse fiir Pri-Adipozyten aus epididymalem Fettgewebe

Zirkadian

Gen rhythmisch? p-Wert Periode [h] Phase [h] Amplitude
Per2 Ja 0,005 21 8 0,29
Bmall Ja <0,001 26 0 0,08

Dbp Ja < 0,001 21 10,5 0,31
Rev-erba Ja < 0,001 21 5.5 1,01
Npas?2 Nein 0,34 28 23 -

Clock Nein 0,18 20 12,5 -

Tabelle 22: Zeitprofil-Analyse fiir Pri-Adipozyten aus inguinalem Fettgewebe (pIWAT)

Zirkadian

Gen rhythmisch? p-Wert Periode [h] Phase [h] Amplitude
Per2 Ja <0,001 23 15,5 2,87
Bmall Ja 0,03 22 3,5 0,28

Dbp Ja < 0,001 25 15 0,43
Rev-erba Ja <0,001 23 9 0,91
Npas2 Nein 0,06 24 7 -

Clock Nein 0,17 24 12 -
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Tabelle 23: Zeitprofil-Analyse fiir reife Adipozyten aus inguinalem Fettgewebe (mMIWAT)

Gen fﬁ;‘t‘ﬁ:ﬂ;‘;m p-Wert  Periode [h]  Phase [h] Amplitude
Per2 Ja <0,001 24 12 25,93
Bmall Ja 0,002 23 20,5 1,85

Dbp Ja 0,004 24 9,5 16,51
Rev-erba Ja < 0,001 22 6 16,46
Npas2 Ja <0,001 23 20,5 234,59
Clock Ja 0,02 23 18 2,46

Tabelle 24: Zeitprofil-Analyse fiir Pri-Adipozyten aus epididymalem Fettgewebe (pEWAT)

Gen fﬁ;‘t‘ﬁ:ﬂ;‘;m p-Wert  Periode [n]  Phase [h] Amplitude
Per2 Ja <0,001 25 15 0,86
Bmall Ja <0,001 22 0 0,32

Dbp Ja <0,001 24 12 0,51
Rev-erba Ja <0,001 22 8,5 2,20
Npas2 Ja <0,001 20 5 0,29

Clock Nein 0,19 20 2,5 -

Tabelle 25: Zeitprofil-Analyse fiir reife Adipozyten aus epididymalem Fettgewebe (nNEWAT)

Zirkadian

Gen rhythmisch? p-Wert Periode [h] Phase [h] Amplitude
Per2 Ja < 0,001 25 15 2,68
Bmall Ja < 0,001 23 0 1,26

Dbp Ja < 0,001 26 10,5 1,79
Rev-erba Ja < 0,001 23 9 4,05
Npas2 Ja <0,001 24 0 2,97

Clock Nein 0,33 21 18,5 -
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Tabelle 26: Zeitprofil-Analyse fiir Pri-Adipozyten aus braunem Fettgewebe (pBAT)

Gen Zirkadian
rhythmisch?

Per2 Ja

Bmall Ja

Dbp Ja

Rev-erba Ja

Npas?2 Nein

Clock Ja

p-Wert

< 0,001
<0,001
< 0,001
<0,001
0,25
0,02

Periode [h]

23
22
22
24
27
26

Phase [h] Amplitude

15,5 1,39
3,5 0,30
14,5 0,16
12 0,37
3,5 -

3 0,28

Tabelle 27: Zeitprofil-Analyse fiir reife Adipozyten aus braunem Fettgewebe (mBAT)

Gen Zirkadian
rhythmisch?

Per2 Ja

Bmall Ja

Dbp Ja

Rev-erba Ja

Npas?2 Ja

Clock Nein

7.4 Amplitudeninderung der

p-Wert

< 0,001
<0,001
< 0,001
<0,001
< 0,001
0,34

Periode [h]

26
23
22
26
26
28

Phase [h]

13 2,72
0 1,01
11 3,59
8 4,58
23,5 13,37
23 -

Amplitude

Uhrengenexpressionsrhythmik

in

ANHANG

reifen

Adipozyten aus inguinalem, epididymalem und braunem Fettgewebe

N W
o o

Amplitude
=

0 ¢
PIWAT mIWAT

Amplitude

*

I

N £ (=]
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PEWAT mEWAT
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pBAT mBAT
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Abbildung 23: Amplituden der zirkadianen Rhythmen von Per2, Bmall, Dbp und Rev-erba vor und nach

der Differenzierung in IWAT, EWAT und BAT

Gruppierte Darstellung der Amplituden von Per2, Bmall, Dbp und Rev-erba als Mittelwert + SEM (Abschnitt 3.2.3);
n = 3. * - signifikanter Anstieg (p < 0,05; nicht parametrische Varianzanalyse vom ANOVA-Typ, rankFD-Paket, R)
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7.5 Auswertung der Uhrengenexpressionsinderung in Pri- und reifen

Adipozyten aus IWAT, EWAT und BAT

= $ = $ = $
= 25 = 16 = 40+ e Per2
2 20 2 13 2 25 ®  Bmall
= 15 Ve = 10 /7 £ 101 A Db
g 5 5 6 g 6 P
> 4 % S 4 = . ¢ Rev-erba
2z 2 Z v Npas2
£ . 5 2 g 29 Clock
é 0 s 0 T T T 0 T
~ PEWAT mEWAT R pBAT mBAT

PIWAT mIWAT

Abbildung 24: Uhrengenexpression in unsynchronisierten Prii- und reifen Adipozyten aus IWAT,
EWAT und BAT

Relative Uhrengenexpression von Per2, Bmall, Dbp, Rev-erba, Npas2 und Clock (Daten aus Abbildung 19) in Pré-
und reifen Adipozyten in IWAT, EWAT und BAT; n = 3 pro Gen und Kondition. $ - signifikanter Anstieg der
Expression (p < 0,05, modifizierte Statistik nach dem ANOVA-Typ fiir nicht-parametrische Daten, nparLD-Paket,
R).

7.6 JTK Cycle-Analyse der Lep-, Adipoq- und UcpI-Expression im Zeitprofil
in reifen Adipozyten aus inguinalem, epididymalem und braunem

Fettgewebe

Tabelle 28: JTK_Cycle-Analyse fiir mRNA-Profile von Adipokinen und UCP1 in reifen Adipozyten
aus IWAT, EWAT und BAT

Gen ﬁgﬁ‘:ﬁ;’ch? p-Wert  Periode [h]  Phase [h]
mIWAT

Leptin Nein 0,20 23 15,5
Adiponectin Ja < 0,001 24 16,5
Ucpl Ja <0,001 27 11
mEWAT

Leptin Ja 0,03 26 3
Adiponectin Nein 0,08 27 8,5
Ucepl Nein 1,00 24 14,25
mBAT

Leptin Nein 0,31 27 3,5
Adiponectin Nein 0,69 26 23,5
Uepl Nein 0,15 26 3
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mdchte ich nicht nur fiir die Bereitsstellung des Themas, der Materialien und Rédume danken, sondern vor
allem fiir das geistige Mentorat, das zur Entstehung dieser Arbeit notwendig war. Danke, dass du mir die
Chance gegeben hast, mit Zellen zu arbeiten und mich dann durch die damit einhergehenden produktiven
und teils anstrengenden Zeiten im Labor und am Schreibtisch weiter bestérkt hast! Es war mir eine grof3e

Ehre mit dir als meinem Doktorvater zusammenzuarbeiten.
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