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Anna Schneider 1. ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

1. ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, ob und inwiefern das Adipozytokin
Interleukin - 6 im  humanen viszeralen Fettgewebe normalgewichtiger,
stoffwechselgesunder bzw. tbergewichtiger, stoffwechselgesunder Personen Einfluss
auf die Genexpression der Adipozytokine Adiponectin, TNF-a und Visfatin nimmt.
Dabei soll Uberprift werden, ob ein Unterschied in den Regulationsmechanismen

normalgewichtiger und tGbergewichtiger Personen besteht.

Des Weiteren soll anhand einer Korrelationsanalyse getestet werden, ob ein
Zusammenhang zwischen verschiedenen klinischen Parametern, wie BMI, WHR, CRP
und Nuchtern-Glukose im Plasma und der Genexpression der unterschiedlichen
Adipozytokinen besteht. Durch Regulationsmechanismen kdénnte dem Adipozytokin IL-
6 vor allem vor dem Hintergrund einer subklinischen chronischen Entziindungsreaktion
im Fettgewebe, eine weitere wichtige Rolle in der Pathogenese des Typ 2 Diabetes

und des Metabolischen Syndroms zukommen.
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2. EINLEITUNG

Praadipositas und Adipositas und die damit verbundenen Folgeerkrankungen wie Typ-
2-Diabetes, haben in Deutschland in den letzten Jahrzehnten deutlich zugenommen
(Helmert and Strube 2004). In Deutschland haben mittlerweile zwei Drittel der Manner
und die Halfte der Frauen Ubergewicht und mehr als jeder fiinfte leidet an Adipositas.
Die Tendenz ist weiterhin steigend (Deutsche-Gesellschaft-fir-Erndhrung 2008). Die
Adipositas-Pravalenz ist in den Industriestaaten auf etwa 20% gestiegen (Adams,
Schatzkin et al. 2006). Die Gesamtmortalitat ist bei Adipositas mit mehr als 20%
deutlich erhdht (Benecke, Topak et al. 2000). Auch im Kindes- und Jugendalter ist ein
dramatischer Anstieg von Ubergewicht und Adipositas zu verzeichnen. So sind laut
Berichten der Weltgesundheitsorganisation (WHO) in Deutschland 17% der unter 15-
jahrigen Jungen und 7% der Madchen tbergewichtig (WHO 2007).

Praadipositas wird als ein Body Mass Index (BMI) von 25 kg/m2 — 30 kg/mz2 definiert.
Von Adipositas spricht man ab einem BMI >30 kg/m2. Adipositas stellt also ein grof3es
soziales und soziodbkonomisches Problem dar und die Daten unterstreicht den
gesundheitspolitischen Handlungsbedarf (Gesundheitsbericht des Bundes 2006).
Ubergewicht und Adipositas filhren zu einer Reihe von Begleit- und Folgeerkrankungen
wie Diabetes/Insulinresistenz, Fettstoffwechselstérungen und das dadurch bedingte
erhohte Risiko fur kardiovaskuldre Erkrankungen, Gelenkschdden und einige
Krebserkrankungen (WHO 2003; Bray 2004; Batsis, Nieto-Martinez et al. 2007). Haufig

kommt es zum Metabolischen Syndrom.

Das Metabolische Syndrom ist definiert als das Zusammentreffen von mindestens drei
der folgenden Kriterien. Zentrale Adipositas gemessen in Form des Taillenumfangs von
mehr als 102 cm bei M&nnern und mehr als 88 cm bei Frauen, niichtern gemessene
Triglyzeride im Plasma von groRRer oder gleich 150 mg/dl, HDL im Plasma von weniger
als 40 mg/dl bei Mannern oder weniger als 50 mg/dl bei Frauen, Blutdruck groRRer oder
gleich 130/85 mmHg, wobei es ausreicht, wenn der systolische oder der diastolische
Wert (berschritten wird und Nuchternblutzucker gréf3er oder gleich 110 mg/dl
(Sutherland, McKinley et al. 2004; Grundy, Cleeman et al. 2005; Beltowski 2006).

Ubergewicht und Adipositas stellen die wichtigsten Risikofaktoren fiir Typ-2-Diabetes
dar. Pathogenetisch spielt bei Typ-2-Diabetes vor allem die Insulinresistenz eine
wichtige Rolle. Die Insulinresistenz greift mit Pra-Rezeptordefekten, Rezeptordefekten
mit Downregulation und Postrezeptordefekten in die Signaltransduktion der Zelle ein.

(Herold 2006). Nach Angaben der Deutschen Diabetes-Union sind in Deutschland ca.
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sechs Millionen Menschen an Diabetes erkrankt, wovon 90% der Typ-2-Diabetes
ausmacht. Gewichtsinduzierte Erkrankungen sind in Deutschland eines der zentralen
Probleme des Gesundheitssystems. Sie belasten die Ausgaben der Gesetzlichen
Krankenversicherungen mit steigender Anzahl (Hauner, Bramlage et al. 2008). Bei
58% der Versicherten mit Typ-2-Diabetes tritt zusétzlich eine und bei 25% zwei oder

mehr behandlungsbedirftige Komplikationen auf (Nichols, Arondekar et al. 2008).

Es ist seit vielen Jahren bekannt, dass Ubergewicht mit einem stark erhéhten Risiko fiir
Typ-2-Diabetes einhergeht. In den letzten 10 Jahren konnte nachgewiesen werden,
dass es sich bei Fettgewebe nicht nur um einen Energiespeicher handelt, sondern
dass Fettgewebe und viszerales Fettgewebe im Besonderen ein hormonaktives Organ
ist, welches Proteine sezerniert und so einen entscheidenden Einfluss auf den
Metabolismus nimmt (Arita, Kihara et al. 1999). So besteht zum Beispiel eine positive
Korrelation zwischen der Menge an viszeralem Fettgewebe und einer verminderten
Glukosetoleranz im Zusammenhang mit einer Hyperinsulindmie im oralen

Glukosetoleranztest (Pouliot, Despres et al. 1992; Wajchenberg 2000).

Vermehrtes abdominales/zentrales Fettgewebe geht haufiger mit einer erhdhten
Mortalitat einher, als vermehrtes subkutanes/peripheres Fettgewebe (Ohlson, Larsson
et al. 1985; Donahue, Abbott et al. 1987; Vague 1996). Neuere Studien verwenden zur
genaueren Differenzierung zwischen abdominalem und subkutanem Fettgewebe
bildgebende Verfahren wie die Computertomographie. Zahlreiche Arbeiten haben
gezeigt, dass der negative Einfluss des abdominalen Fettgewebes vom
intraabdominellen Fettdepot ausgeht. So besteht zum Beispiel ein Zusammenhang
zwischen viszeralem abdominalem Fettgewebe und Bluthochdruck, erhohter
Nuchternglukose, Diabetes und dem Metabolischen Syndrom. Der Einfluss von
subcutanem abdominalen Fettgewebe auf Bluthochdruck, erhdhter Nuchternglukose,
Typ-2-Diabetes und dem Metabolischen Syndrom ist dagegen deutlich geringer. Des
Weiteren zeigte sich, dass ein hoher Anteil an viszeralem Fettgewebe zu einer
Insulinresistenz fihrt, da er erhdhte Spiegel freier Fettsduren in der Leber bedingt (Fox,
Massaro et al. 2007). Korrelationsanalysen haben gezeigt, dass der Effekt von
viszeralem Fettgewebe auf die Glukosetoletanz unabhangig vom
Gesamtkorperfettgehalt und dem subkutanen abdominellen Fettgewebe ist (Pouliot,
Despres et al. 1992). Neben der Beeintrachtigung der Insulin-Glukose-Homdostase,
fuhrt vermehrtes viszerales Fettgewebe auch zu einer Zunahme der Lipoproteine im
Plasma (Despres 1991). Auch wenn der genaue Zusammenhang bisher noch nicht

geklart ist, zeigen alle bisherigen Studien , dass vor allem viszerales Fettgewebe ein
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wichtiges Bindeglied zwischen den vielen Aspekten des metabolischen Syndroms wie
Glukoseintoleranz, Hypertension, Dyslipoproteindmie und Insulinresistenz darstellt
(Despres 1994).

Wie Abbildung 1 =zeigt, konnten in viszeralem Fettgewebe eine ganze Reihe
verschiedener Adipozytokine identifiziert werden; wunter ihnen Adiponectin,
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a), Visfatin  und Interleukin-6 (IL-6). Diese
Stoffwechselvorgénge liegen mit groRer Wahrscheinlichkeit der Entstehung des Typ-2-

Diabetes zugrunde.

Weight gain
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(Tilg and Moschen 2006)

Abbildung 1: Das humane Fettgewebe mit seinen zellularen Komponenten und Zytokinen

Zahlreiche Studien haben in den letzten Jahren gezeigt, dass ein Zusammenhang
zwischen einer chronischen systemischen Entziindungsreaktion, ausgehend vom
Fettgewebe und Ubergewicht besteht. Eine langfristige Aktivierung dieser
proinflammatorischen Signalkaskade kdnnte der auslésende Faktor fir die Entwicklung
von Insulinresistenz und Typ-2-Diabetes sein. Gewichtszunahme ist mit einem Anstieg
von inflammation-sensitive plasma proteins (ISPs) assoziiert und IL-6 und TNF-a
fihren zu einem Anstieg der Synthese von ISPs in der Leber (Engstrom, Hedblad et al.
2003). Eine Studie zeigt, dass bei Typ-2-Diabetikern Akute-Phase-Proteine wie a-1
acid glycoprotein und IL-6 im Vergleich zu Nicht-Diabetikern deutlich erhéht sind und in
der Gruppe von Probanden mit Typ-2-Diabetes und Metabolischem Syndrom
wiederum hdoher als in der Gruppe der reinen Diabetiker sind (Xu, Barnes et al. 2003).

Eine weitere Studie zeigte, dass mit zunehmendem BMI, waist-to-hip circumference
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ratio (WHR) und waist circumference (WC) auch der Gehalt an C-reaktivem Protein
(CRP) und IL-6 im Fettgewebe zunimmt (Rexrode, Pradhan et al. 2003). Auch der IL-6-
Gehalt im Plasma nimmt in Abhangigkeit von BMI, Kérpergewicht und Kdrperfettantell

zu (Vozarova, Weyer et al. 2001).

Acetylsalicylsdure (ASS) wird unter anderem zur antiinflammatorischen Therapie des
Rheumatischen Fiebers und der Rheumatoiden Arthritis eingesetzt. In der
Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe hoher Dosen an ASS der
Blutzuckerspiegel gesenkt wird (Xu, Barnes et al. 2003). Dass ein Zusammenhang
zwischen einer chronischen Entzindungsreaktion und der Entwicklung einer
Insulinresistenz besteht, ist somit vielfach belegt. Welche Rolle jedoch IL-6 in diesem
Zusammenhang spielt, wird kontrovers diskutiert. So sind IL-6-Spiegel bei Adipositas
grundsatzlich erhoht, was einen pro-diabetogenen Effekt vermuten lasst, eine Studie
zeigt jedoch, dass Gewichtsreduktion bei Patienten mit gestértem Zuckerstoffwechsel
die mRNA Expression von IL-1B, IL-1-Rezeptor-Antagonist und TNF-a in peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) reduziert, die Expression von IL-6 jedoch steigert.
Auch fuhrt der Anstieg von IL-6-Expression zur Abnahme der Niichternglukosewerte im
Plasma (de Mello, Kolehmainen et al. 2008), was wiederum einem anti-diabetogenen

Effekt entspréche.

Interleukin-6:

Interleukin-6 ist ein 212 Aminoséuren, 26 kDa groRes Zytokin, dass in vielen
biologischen Prozessen, wie Entziindungsreaktionen, Immunantwort (Pedersen,
Steensberg et al. 2003; Hodge, Hurt et al. 2005; Moller and Villiger 2006),
Gehirnfunktionen (Balschun, Wetzel et al. 2004; Craddock and Thomas 2006) und
Ermudungsreaktionen (Spath-Schwalbe, Hansen et al. 1998), eine wichtige Rolle
spielt. Viele unterschiedliche Gewebe tragen zum physiologischen IL-6-Plasmaspiegel
von ca. 3,0 pg/ml bei (Song, Song et al. 2006). Bis zu 35% stammen aus dem
Fettgewebe (Mohamed-Ali, Goodrick et al. 1997; Kern, Ranganathan et al. 2001) und
die IL-6-Konzentration in der intestiziellen Flissigkeit des Fettgewebes ist 50mal héher
als im Plasma, was darauf hindeutet, dass IL-6 bei der Regulation dieses Gewebes
eine entscheidende Rolle spielen kénnte (Andersson, Sopasakis et al. 2007). Wahrend
verschiedener Stoffwechsellagen kann die IL-6-Freisetztung unterschiedlicher Gewebe
stark variieren. So wird zum Beispiel unter starker koérperlicher Belastung die
Skelettmuskulatur zum priméren IL-6 freisetzenden Organ (Steensberg, van Hall et al.
2000; Franckhauser, Elias et al. 2008). IL-6 wirkt Uber Rezeptoren, die aus zwei

Untereinheiten bestehen: gp130, einem nicht-Liganden-bindenden Protein, welches fur
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die intrazellulare Signaltransduktion zustandig ist, und der Liganden-spezifischen
Alpha-Kette IL-6Ra (auch CD126 genannt) (Kamimura, Ishihara et al. 2003).

Des Weiteren nimmt IL-6 auf den Schlaf-Wach-Rhythmus Einfluss. Die IL-6 Sekretion
nimmt in der Nacht zu. Interessanterweise steigt auch die Expression des IL-6-
Rezeptors an, was auf eine Erweiterung des IL-6 Einflusses auf peripheres und

zentralnervéses Gewebe im Schlaf schlie3en lasst (Dimitrov, Lange et al. 2006).

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass Ubergewicht und Insulinresistenz mit einem
erhohten IL-6-Spiegel im Serum einhergehen. Diese Erkenntnis fuhrt zu der
Hypothese, dass ein Zusammenhang zwischen erhéhtem IL-6 und Insulinresistenz
besteht (Kern, Ranganathan et al. 2001; Vozarova, Weyer et al. 2001; Bastard, Maachi
et al. 2002; Spranger, Kroke et al. 2003). Im Gegensatz dazu ist in schlanken
Verwandten 1. Grades von Typ-2-Diabetikern ebenfalls eine Insulinresistenz
nachweisbar, jedoch ohne ein erhéhtes IL-6 (Petersen, Dufour et al. 2004). IL-6 scheint
mit dem Alter anzusteigen und nimmt wahrscheinlich Einfluss auf den
Alterungsprozess (Maggio, Guralnik et al. 2006). Da auch Insulinresistenz und Typ-2-
Diabetes mit dem Alter zunehmen, kdnnte dies einige der Korrelationen erklaren. Wie
genau der Zusammenhang zwischen IL-6 und Insulinresistenz zu erklaren ist, bleibt bis
heute unbekannt (Kristiansen and Mandrup-Poulsen 2005; Maggio, Guralnik et al.
2006; Petersen and Shulman 2006).

Kdrperliche Aktivitat schitzt vor der Entwicklung eines Typ-2-Diabetes und ist eine
sehr wirkungsvolle nicht-pharmakologische Behandlungsmdglichkeit fiir neu
diagnostizierte Patienten mit Typ-2-Diabetes/Pradiabetes. Tatsachlich konnte gezeigt
werden, dass regelmaRiger Sport in Kombination mit Gewichtsreduktion in der
Therapie des neu diagnostizierten Typ-2-Diabetes effektiver ist, als Placebo oder eine

pharmakologische Therapie mit Metformin.

Sport beeinflusst die Genexpression in der Skelettmuskulatur, den Metabolismus und
die Insulinsensitivitdt (Ryder, Gilbert et al. 2001; Hawley, Hargreaves et al. 2006;
Jorgensen, Richter et al. 2006). Die genauen molekularen Mediatoren fir diesen
positiven Effekt der kérperlichen Belastung sind bisher nur unvollstéandig verstanden.
Wahrend langer anhaltendem Training wird aus dem sich kontrahierenden
Skelettmuskel vermehrt I1L-6 freigesetzt. Der Plasmaspiegel von IL-6 steigt bis auf das
hundertfache an. Diese Tatsache fiihrte zu der Hypothese, dass IL-6 der Mediator des

positiven Effekts von korperlicher Betatigung auf die Insulinsensitivitdt sein kdnnte

10
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(Febbraio and Pedersen 2005). Im Widerspruch dazu stieg in Patienten nach einer IL-6
Infusion der Blutzuckerspiegel an (van Hall, Steensberg et al. 2003; Petersen, Carey et
al. 2005). In Bezug auf den Fettstoffwechsel sind die Studien eindeutiger (van Hall,

Steensberg et al. 2003; Petersen, Carey et al. 2005).

IL-6 aktiviert den Lipidstoffwechsel. Es stimuliert die Mobilisierung und Verwertung von
freien Fettsduren (Al-Khalili, Bouzakri et al. 2006; Carey, Steinberg et al. 2006). Ein
akuter Anstieg von IL-6 konnte also in Zeiten erhthten Energiebedarfs zur
Mobilisierung von Ressourcen wichtig sein (Kim, Higashimori et al. 2004). Da erhdhte
intramuskulare Fettsduren mit erhodhter Insulinresistenz der Skelettmuskulatur
einhergehen und erhéhte Fettsauren im Zusammenhang mit Ubergewicht und Typ-2-
Diabetes stehen (Petersen and Shulman 2006), kdnnte ein erhéhter IL-6 Spiegel in
Abwesenheit von erhdhtem Energiebedarf zu ektoper Fettgewebsbildung in der
Skelettmuskulatur fihren (Glund and Krook 2008). Chronisch erhdhte IL-6 Spiegel sind
bisher nur im Tierexperiment untersucht worden und daher mit gewissen
Einschrankungen zu betrachten. So stimmen zum Beispiel nur 42% der DNA-
Sequenzen von Maus und Mensch Uberein (Kamimura, Ishihara et al. 2003). In der
Mehrzahl der Studien geht eine chronische IL-6-Erh6hung mit Insulinresistenz einher
(Klover, Zimmers et al. 2003; Cai, Yuan et al. 2005). Entweder kam es zu einem
diabetischen Phenotyp (Cai, Yuan et al. 2005) oder zu hepatischer Insulinresistenz.
Interessanter Weise blieb die Insulinsensitivitdt der Skelettmuskulatur unbeeinflusst
(Kim, Higashimori et al. 2004). Der diabetische Phenotyp konnte mit Hilfe von IL-6
neutralisierenden Antikdrpern riickgdngig gemacht werden (Cai, Yuan et al. 2005) und
IL-6 neutralisierende Antikdrper steigern Insulinsensitivitdt in ob/ob Mausen (Klover,
Clementi et al. 2005).

In vitro Studien haben gezeigt, dass der Effekt von IL-6 auf unterschiedliche Gewebe
stark variiert. In Skelettmuskelzellen fiuhrt IL-6 zu einem direkten Anstieg des
Glukosemetabolismus und der Insulinaktivitat (Weigert, Hennige et al. 2005; Al-Khalili,
Bouzakri et al. 2006).

IL-6 steigert die Oxidation freier Fettsdauren und senkt den lipogenen Effekt von Insulin.
Im Gegensatz dazu zeigen Studien an humanem Fettgewebe und 3T3-L1 Adipozyten
ganz andere Ergebnisse. Hier hat IL-6 einen inhibierenden Effekt auf die
Gentranskription des Insulin-Rezeptor-Substrats (IRS)-1 und den insulinsensitiven
Glukosetransporter (GLUT) 4 (Rotter, Nagaev et al. 2003; Sopasakis, Sandqvist et al.
2004).

11
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Andere Ergebnisse zeigte jedoch eine Studie an 3T3-L1-Zellen, an denen IL-6 zu
einem Anstieg der Glukoseaufnahme fihrte (Stouthard, Oude Elferink et al. 1996).
Mehrere Studien haben gezeigt, dass IL-6 die Insulinwirkung mindert. So konnte zum
Beispiel nachgewiesen werden, dass IL-6 die Expression von Adiponectin in humanem
Fettgewebe und die Expression des insulin receptor substrate-1 (IRS-1) und des
Glukosetransporters 4 in 3T3-L1-Adipozyten senkt (Jansson, Pellme et al. 2003;
Rotter, Nagaev et al. 2003). Ausserdem induziert IL-6 die Expression des inducer of
suppresor of cytokine signaling (SOCS) Proteins. Die Induktion von SOCS1 und
SOCS3 inhibiert die Insulinsignalkette durch Bindung an den Insulinrezeptor und IRS-
1. Insulin hat durch die Hemmung des intrazellularen IL-6-Signalwegs einen

antiinflammatorischen Effekt in 3T3-L1-Adipozyten (Andersson, Sopasakis et al. 2007).

Auch genetisch modifizierte Nager wurden genutzt, um die Rolle des IL-6 genauer zu
verstehen. IL-6-knock-out-Mause (IL-67) entwickelten in fortgeschrittenem Alter
Ubergewicht und Insulinresistenz (Wallenius, Wallenius et al. 2002). Dies zeigt, dass
unter der Abwesenheit von IL-6, charakteristische Symptome des Metabolischen
Syndroms auftreten (Wallenius, Wallenius et al. 2002). Das Ubergewicht und die
Insulinresistenz waren unter exogener Substitution von IL-6 teilweise reversibel. Diese
Studien zeigen, dass IL-6 im Allgemeinen fir die Aufrechterhaltung des normalen
Glukosestoffwechsels notwenig ist. Im Gegensatz dazu waren Mause denen das TNF-
a-Gen fehlte gegenuber Adipositas induzierter Insulinresistenz geschutzt (Uysal,
Wiesbrock et al. 1997).

IL-6 ist eine Zytokin mit vielen unterschiedlichen Aufgaben und Einflussgebieten. Die
Rolle des IL-6 im Glukosestoffwechsel ist nach wie vor nur sehr unzureichend geklart.
Sowohl das Zielorgan, als auch die Tatsache, dass es sich um einen chronischen oder
einen akuten Effekt handelt scheinen eine Rolle zu spielen und mit unterschiedlichen
Aufgaben im Zusammenhang zu stehen. Vor allem die Daten zum Einfluss von IL-6 im

Fettgewebe sind bisher sehr widersprichlich und bedtrfen weiterer Untersuchung.

Adiponectin:
Adiponectin wurde erstmalig Mitte der neunziger Jahre von mehreren Laboren

unabhangig von einander beschrieben, was die vielen verschiedenen Namen erklart.
Seit dem wurde Adiponectin ausfihrlich untersucht. 1995 beschrieb Scherer et al.
Adiponectin das erste Mal als ein Protein, welches von differenzierten 3T3-L1-

Adipozyten von Mausen synthetisiert und sezerniert wird. Sie nannten dieses Protein
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,adipocyte complement-related protein of 30 kDa“ (ACRP30), da es Ahnlichkeiten zum
Komplementfaktor C1q aufwies (Scherer, Williams et al. 1995). Das gleiche Protein
wurden unabhé&ngig davon von einer Arbeitsgruppe aus dem Labor von Spiegelmann
identifiziert und ,adipoQ“ genannt (Hu, Liang et al. 1996). Mittlerweile hat sich der
Name ,Adiponectin® etabliert. Adiponectin wurde in hohen Mengen in humanem
Fettgewebe gefunden, was zu dem Namen ,adipose most abundant gene transcript 1°
(APM1) fuhrte (Ahima 2006). Es ist in Konzentrationen von 5 bis 30 pg/ml im
menschlichen Plasma vorhanden und macht damit etwas 0,01% der Plasmaproteine
aus (Arita, Kihara et al. 1999). Das codierende Gen ist auf Chromosom 3927 lokalisiert
und mittlerweise haben Studien einen Typ-2-Diabetes pradisponierten Lokus auf
demselben Chromosom nachweisen konnen (Nishida, Funahashi et al. 2007).
Adiponectin ist 244 Aminosauren grof3 und weif3t strukturell Homologien mit Kollagen
VIII und X und dem Complementfaktor C1q auf (Maeda, Okubo et al. 1996).

Im Plasma liegt es in zwei oligomeren Formen vor; einem ca. 180 kDa groRRen
Hexamer und einem 400-kDa grol3en Komplex. Der 400-kDa grofRe Komplex scheint
fur den Glukosestoffwechsel die entscheidende Rolle zu spielen. So senkt die Form mit
dem hoheren molekularen Gewicht (HMW) den Glukosespiegel in Mausen, nicht
jedoch die Form mit dem niedrigeren molekularen Gewicht (LMW)(Pajvani, Du et al.
2003).

In Zellkulturen hemmt HMW-Adiponectin die hepatische Glukoseproduktion wesentlich
effektiver. In einer Untersuchung von Adiponectinspiegeln in Typ-2-Diabetikern konnte
gezeigt werden, dass der niedrigere Adiponectinspiegel im Vergleich zu Nicht-
Diabetikern ausschlieBlich auf einem erniedrigten HMW-Adiponectin basiert (Lara-
Castro, Fu et al. 2007). Adiponectin konnte neben dem Fettgewebe auch im
Knochenmark (Yokota, Meka et al. 2002), in Knochenmark bildenden Zellen (Berner,
Lyngstadaas et al. 2004), in fetalem Gewebe (Corbetta, Bulfamante et al. 2005), in
Myozyten, Cardiomyozyten (Pineiro, Iglesias et al. 2005) und
Speicheldrisenepithelzellen (Katsiougiannis, Kapsogeorgou et al. 2006) nachgewiesen

werden.

Der groRte Anteil des Plasmaadiponectin wird von Adipozyten im Fettgewebe
sezerniert. Es ist das am meisten sezernierte Protein des Fettgewebes. Seine
Konzentration im Plasma ist zwei bis dreimal so hoch, wie die anderer Polypeptide
(Ahima 2006). Wie Adiponectin in das Plasma sezerniert wird, ist bisher noch

unzureichend bekannt. 2003 konnten zwei Adiponectin Rezeptoren identifiziert werden.
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AdipoR1 wird im Skelettmuskel exprimiert und AdipoR2 wird primar in der Leber
exprimiert. Auflerdem konnte die Expression von AdipoR1 und AdipoR2 im
Hypothalamus und eine erhdhte Expression von AdipoR2 in einem paraventricularen

Kern (PVN) nachgewiesen werden.

Diese Zentren konnten mit der Regulation des Energiehaushaltes im Zusammenhang
stehen. Klinische Studien haben gezeigt, dass obwohl Adiponectin priméar im
Fettgewebe gebildet wird, sein Plasmagehalt mit steigendem BMI abféllt und bei
anschlieender Reduktion des BMI wieder ansteigt. Diese Korrelation ist in viszeralem
Fettgewebe wesentlich deutlicher nachweisbar als in subkutanem Fettgewebe
(Nishida, Funahashi et al. 2007). Der Mechanismus fur die Reduktion des
Plasmaadiponectinspiegels in Personen mit vermehrtem viszeralen Fettgewebe ist
nicht eindeutig geklart. Ein Erklarungsansatz kénnte sein, dass TNF-a, ein potenter

Inhibitor der Adiponectinexpression ist (Hector, Schwarzloh et al. 2007).

Des Weiteren lassen sich bei cardiovasculdren Risikofaktoren, wie Insulinresistenz,
Bluthochdruck,  Hyperlipoproteindmie  und  Hypercholesterinamie  erniedrigte
Adiponectinspiegel nachweisen. Adiponectin zeigt erniedrigte Plasmaspiegel in
Patienten mit KHK (Zyriax, Algenstaedt et al. 2008). Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz und erniedrigtem Adiponectinspiegel starben haufiger an
kardiologischen Zwischenfallen als Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz und
normalen  Adiponectinspiegeln. Diese Daten lassen  vermuten, dass
Hypoadiponectindmie ein wichtiger Risikofaktor fir Atherosklerose ist. Eine prospektive
Studie hat gezeigt, dass Manner mit hohen Adiponectinspiegeln ein geringeres Risiko
haben einen Myokardinfarkt zu erleiden, als Manner mit einem mittleren oder niedrigen
Adiponectinspiegel. Dieser Zusammenhang war unabhdngig von den gangigen

Risikofaktoren wie Hypertension und Diabetes (Nishida, Funahashi et al. 2007).

Adiponectin besitzt antiinflammatorische, antiatherogene und diabetesprotektive
Eigenschaften. Eine Studie an Pima Indianern, einem Volksstamm mit einer
Uberdurchschnittlich hohen Rate an Adipositas und Diabetes zeigte, dass Personen mit
hohen Adiponectinspiegeln ein geringeres Risiko hatten einen Typ-2-Diabetes zu
entwickeln als Personen mit niedrigen Adiponectinwerten (Nishida, Funahashi et al.
2007). Adiponectin-Knockout-Mause zeigen unter normaler Didt einen unauffalligen
Phanotyp. Unter einer fett- und zuckerreichen Didt nahmen der Blutzuckerspiegel und
der Blutinsulinspiegel jedoch deutlich zu. Unter einer Therapie mit Adiponectin mittels

Adenovirustransfektion verbesserte sich die Insulinresistenz deutlich. In der zuvor
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durch Atherosklerose beschadigten Intima der Aorta in den Knockout-Mausen kam es
durch die Adiponectinsubstitution zu einer erhéhten Proliferation der glatten Muskulatur

in der Intima (Matsuzawa, Shimomura et al. 2003).

Eine weitere Studie zeigte, dass Thiaglitazone, ein orales Antidiabetikum welches die
Insulinsensitivitdt erhoht, die Expression von Adiponectin in weiRem Fettgewebe
deutlich erhoht. Auch die Serumspiegel von Adiponectin stiegen unter dem Einfluss
von Glitazonen an. Dies scheint ein entscheidender Effekt in der medikamentdsen
Wirkung von Thiazolinedionen zu sein. In einer weiteren Studie mit Adiponectin-
Knockout-Méausen waren die hepatische Insulinsensitivitdt und die Glukosetoleranz
nach einer fettreichen Diat herabgesetzt. Adiponectin besitzt demnach eindeutig eine
Schlisselfunktion im so genannten Metabolischen Syndrom (Ronti, Lupattelli et al.
2006).

Tumornekrosefaktor- o (TNF- a):

TNF-a mit seinen zahlreichen immunologischen Funktionen wurde urspriinglich als
eine Ursache von Tumornekrose in septischen Tieren beschrieben. Und mit katabolen
Stoffwechsellagen, wie malignen Erkrankungen und Infektionen in Zusammenhang
gebracht. TNF-a wird als 26-kDa Transmembranprotein exprimiert (Fain, Madan et al.
2004; Kershaw and Flier 2004; Ryden and Arner 2007). Mit Hilfe des TNF-a-converting
enzyme spaltet sich hiervon die 17-kDa grof3e biologisch aktive Form ab. Zwei
verschiedene Membranrezeptoren, eine 55-kDa Isoform (p55) und eine 75-kDa Isoform
(p75), vermitteln alle bisher bekannten Eigenschaften des TNF-a (Moller 2000). 1993
war TNF-a das erste vom Fettgewebe sezernierte Produkt, welches mit Ubergewicht
und Insulinresistenz in Verbindung gebracht wurde (Hotamisligil, Shargill et al. 1993).
Der Gehalt an TNF-a mRNA korreliert mit dem BMI und Hyperinsulinamie (Hotamisligil,
Arner et al. 1995). Die Freisetzung von TNF-a aus primaren Fettgewebskulturen stieg
nach der Futterung von Mausen oder Ratten mit stark fetthaltiger Nahrung an (Morin,
Eckel et al. 1997). Die Stimulation von primaren Kulturen humaner Adipozyten mit
Lipopolysacchariden fihrte ebenfalls zu einer vermehrten Sekretion von TNF-a. Wenn
man davon ausgeht, dass der Spiegel freier TNF-a-Rezeptoren im Plasma die Aktivitat
des TNF-a-Systems widerspiegelt, ist es interessant festzustellen, dass der Gehalt an
Rezeptoren bei Ubergewicht und Insulinresistenz erhéht ist. Einen weiteren
faszinierenden Zusammenhang zwischen fettabh&ngigem TNF-a und Insulinsensitivitét
zeigt die folgende Studie: Mause mit einer Null-Mutation im Ap2-Gen, welches fur das
adipocyte fatty acid-binding protein (aP2) kodiert, waren trotz fettreicher Diéat, nicht in

der Lage TNF-a im Fettgewebe zu synthetisieren (Uysal, Wiesbrock et al. 1997).
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Obwohl die Mause unter der fettreichen Diat genauso Ubergewichtig wurden wie die
Kontrolliméuse, entwickelten sie im Gegensatz zu den Kontrollmédusen weder eine

Hyperinsulindmie noch eine Hyperglukosamie.

Gewichtsreduktion senkt den TNF-a-Spiegel (Kern, Saghizadeh et al. 1995; Bastard,
Jardel et al. 2000). Es konnte gezeigt werden, dass die Neutralisierung von TNF-a die
Insulinresistenz in Gbergewichtigen Ratten verbessert (Samad, Uysal et al. 1999; Ruan
and Lodish 2003). TNF-a Infusionen in Ratten bewirken eine verminderte
Insulinsensitivitdt und fihren zu einem Anstieg der freien Fettsduren im Blut.
Ausserdem bewirkt es einen signifikanten Abfall von Adiponectin (Ruan, Miles et al.
2002). Die Gabe von TNF-a neutralisierenden Antikérpern an Typ-2-Diabetiker
beeinflusste jedoch weder die Blutglukosespiegel, noch die Insulinsensitivitat. Die
Therapie mit Thiaglitazone (TZD) fuhrt teilweise zu einer Antagonisierung der

herabgesetzten Insulinsensitivitat durch TNF-a (Boyle 2004).

Visfatin:

Visfatin wurde bereits 1994 von Samal et al. als Wachstumsfaktor fir B-Vorlauferzellen
unter dem Namen pre-B cell colony-enhancing factor (PBEF) beschrieben (Samal, Sun
et al. 1994). Es wurde in Lebergewebe (Samal, Sun et al. 1994), Muskelgewebe
(Samal, Sun et al. 1994), Herzmuskelgewebe, Plazenta (Kendal and Bryant-
Greenwood 2007), Lungengewebe (Zhang, Adyshev et al. 2008) und Nierengewebe

(Kato, Odamaki et al. 2009) nachgewiesen.

Erst 2004 stellten Fukuhara et al. fest, dass PBEF auch in groRem Mal3e in viszeralem
Fettgewebe exprimiert wird und gaben diesem Protein den Namen Visfatin (Fukuhara,
Matsuda et al. 2005). Der Gehalt an Visfatin-mRNA stieg wéahrend der Differenzierung
von Praadipozyten zu reifen Adipozyten stark an. Gleichzeitig wiesen sie einen Anstieg
der Sekretion des Proteins in das Inkubationsmedium nach. Visfatin im Plasma steigt
mit zunehmendem viszeralen Fettgewebe, gemessen mittels CT an (Fukuhara,
Matsuda et al. 2005; Beltowski 2006).

In KKAy Mausen, einem Mausmodel fiir Ubergewicht, Insulinresistenz und Diabetes,
stieg der Visfatinplasmaspiegel wahrend einer Gewichtszunahme an. Gleichzeitig kam
es zu einer Zunahme der Visfatin-mRNA im viszeralen Fettgewebe, nicht jedoch in der
Leber oder in subkutanem Fettgewebe. Die Plasmaspiegel von Visfatin andern sich
verglichen mit Insulin jedoch nicht kurzfristig nach dem Essen. Intravenése Gaben von

Visfatin senken den Blutzuckerspiegel, haben jedoch keinen Einfluss auf die
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Insulinkonzentration (Fukuhara, Matsuda et al. 2005; Beltowski 2006). Man kann also
davon ausgehen, dass Visfatin direkt einen hypoglykédmischen Effekt hat. In vitro hat
Visfatin  einige insulindhnliche Eigenschaften. So stimuliert Visfatin  die
Glukoseaufnahme in 3T3-L1 Adipozyten und Monozyten und suprimiert die
Glukosefreisetzung aus Hepatozytenkulturen. Visfatin bindet an den Insulinrezeptor
und stimuliert diesen durch Phosphorylierung. Des Weiteren bindet es an Insulin
Rezeptor Substrat-1 und -2 (IRS-1 und IRS-2) und vermittelt die Bindung von PI3K an
IRS-1 und IRS-2, sowie die Phosphorylierung der weiteren Signalkaskade und
Mitochondrien aktivierten Proteinkaskade (MAPK).

Visfatin stimuliert die Ausdifferenzierung von Praadipozyten zu reifen Adipozyten,
induziert die Akkumulation von Triglyceriden, steigert die Synthese von Glukose aus
Triglyceriden und induziert die Expression von adipose tissue-specific markers
peroxisome proliferator-activated receptor-y  (PPARY), Fettsauresynthase,
Diacylglycerol Acyltransferase und Adiponectin (Fukuhara, Matsuda et al. 2005;
Beltowski 2006).

Um die physiologische Rolle von Visfatin weiter zu charakterisieren, wurde ein Visfatin-
defizientes Mausmodell entwickelt. Wahrend die homozygoten Tiere bereits wéhrend
der Embryogenese verstarben, erreichten die heterozygoten Visfatin +/-Tiere das
Erwachsenenalter und zeigten ein normales Wachstum, eine normale
Nahrungsaufnahme und ein normales Gewicht. Das Plasmavisfatin war ca. ein Drittel
niedriger und der Blutzuckerspiegel im Vergleich zu den Wildtypen leicht erhdht. Die
Glukosetoleranz war herabgesetzt, wahrend die Insulinsensitivitdt in Visfatin +/-
Mausen intakt war. Diese Daten zeigen, dass endogenes Visfatin in die
Regulationskreislaufe von Glukose involviert ist, wenn auch in einem weitaus
geringeren Umfang als Insulin. Der Visfatinplasmagehalt ist ca. 10% des
Insulinspiegels im nichternen Zustand und sogar nur 3% postprandial (Beltowski
2006). In zwei weiteren Studien war Visfatin im Plasma bei Typ-2-Diabetikern héher als

bei normoglykdmischen Kontrollpersonen (Chen, Chung et al. 2006).

All diese Studien lassen demnach darauf schlieRen, dass Visfatin im Vergleich zu
Insulin eher einen Basisspiegel fur den Zuckerstoffwechsel liefert und Insulin schnelle
Schwankungen abfangt. Visfatin scheint jedoch auch die Madglichkeit eines

Gegenregulationsmechanismus zu haben, wenn die Insulinsensitivitat herabgesetzt ist.
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Zusammenfassend kann man also sagen, dass Ubergewicht und Adipositas und die
damit verbundenen Folgeerkrankung wie Typ-2-Diabetes oder das Metabolische
Syndrom aufgrund der steigenden Pravalenz ein zunehmendes Problem fir die
Gesundheit der Bevolkerung darstellt. In der Pathogenese dieser Erkrankungen spielt
das Fettgewebe eine zentrale Rolle. In den letzten 10 Jahren konnte gezeigt werden,
das Fettgewebe wund Vviszerales Fettgewebe im Besonderen kein reiner
Energiespeicher ist, sonder ein hormonaktives Organ, welches Proteine sezerniert und
so einen entscheidenden Einfluss auf den Metabolismus nimmt. In viszeralem
Fettgewebe konnten eine ganze Reihe verschiedener Adipozytokine identifiziert
werden; unter ihnen Adiponectin, TNF-a; Visfatin und IL-6. Zahlreiche Studien haben in
den letzten Jahren gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischen einer chronischen
systemischen Entziindungsreaktion, ausgehend vom Fettgewebe und Ubergewicht
besteht. Eine langfristige Aktivierung dieser proinflammatorischen Signalkaskade
konnte der auslésende Faktor fur die Entwicklung von Insulinresistenz und Typ-2-
Diabetes sein.

IL-6 ist eine Zytokin mit vielen unterschiedlichen Aufgaben und Einflussgebieten. Die
Rolle des IL-6 im Glukosestoffwechsel ist nach wie vor nur sehr unzureichend geklart.
Sowohl das Zielorgan, als auch die Tatsache, dass es sich um einen chronischen oder
einen akuten Effekt handelt scheinen eine Rolle zu spielen und mit unterschiedlichen
Aufgaben im Zusammenhang zu stehen. Vor allem die Daten zum Einfluss von IL-6 im

Fettgewebe sind bisher sehr widersprichlich und bedtirfen weiterer Untersuchung.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Reagenzien und Bezugsquellen

3.1.1. Reagenzien

Produkt Firma

Agarose Invitrogen
Aprotinin Sigma
BCA-Protein Assay Pierce
Bromphenolblau Bio-Rad
BSA Fraktion V Serva
c-DNA-Synthese-Kit Invitrogen
Chloroform Merck
DEPC (Diethyl Pyrocarbonate) Sigma
DNA-Ladder Invitrogen
DTT Invitrogen

Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Modium Gibco BRL
(DMEM) (4,500 mg/ml D-Glucose)
Dulbecco’s PBS Gibco BRL

ECL Western blotting detection reagents ~ Amersham

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) Sigma
Ethanol Merck
Ethidiumbromid BioRad
Fetales Rinderserum (FBS) Gibco BRL
HEPES-Pufferlésung Sigma
Human Adiponectin Immunoessay R&D Systems
Isopropanol Fluka
Leupeptin Sigma
L-Glutamin Gibco BRL
LightCycler Kit-FastStart DNA Master Roche
SYBR Green |

Natriumflourid Sigma
Natriumpyrophosphat Sigma
Natriumvanadat Sigma
Natronlauge Merck
Penicillin-Streptomycin Gibco BRL
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PMSF (Phenylmethylsulfinylflurid) Sigma

Salzsaure Merck

TRI Reagent Sigma

Triton X 100 Merck

3.1.2. Primer

Primersequenzen Effizienz Produkt
forward und reverse BP TM (°C)

S27 5-CCA GGA TAA GGA AGG AAT-3’ 1,84 319 83,2
5-CCA GCA CCA CAT TCATCA GAA
GG-3

Adiponectin  5"-GGA-GCT-GTT-CTA-CTG-CTA-3’ 1,74 215 90,8
5-GGA-CCA-ATA-AGA-CCT-GGA-3’

TNF-a 5-GAA-AGG-ACA-CCA-TGA-GCA-3’ 2,16 200 95,0
5-GAG-AGG-TCC-CTG-GGG-AA-3

Visfatin 5-GAT CCC AAC AAA AGG-TCC A-3" 1,90 216 82,1
5-ATG ATG TGC TGC TTC CA-3’

Caspase 3 5 -ATG-GAC-CTG-TTG-ACC-TGA-3’ 1,97 217 95,0
5-ATA-ACC-AGG-TGC-TGT-GGA-3’

3.1.3. Verbrauchsmaterialien

Produkt Firma
Reaktiongefal3e (0,5; 1,5; 2,0ml) Eppendorf
Filter-tip Pipettenspitzen fur PCR Greiner
Phenolfeste R6hrchen Plus
LC Glaskapillaren Roche
Kunststoff-Einmalartikel Costar, Falcon, Nune
3.1.4. Gerate
Absorbtionsspektrometer Eppendorf
Autoklav Webeco
Eismaschine Scotsman
Filme fur Agarosegele Polaroid
Fotoapperatur mit UV-Tisch Invar
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Heizblock Tri-Block DB-3 Techne
Kihlschrank Liebherr
LightCycler Roche
Relative Quantivication Software 1.0 Roche
Mikrowelle Moulinex
Magnetruhrer/Heizplatte Ikamag RCT

ph-Meter CG 820

Schott Gerate GmbH

Pipetten fur PCR Eppendorf

Pipetten fur Westernblot Gilson

Power Supply Power Pac 200 Bio-Rad
Reinraumwerkbank VBM 400 The Baker Company
Scanner, SnapScan 1236 AGFA

Schttler Rocky 3D
Stickstofftank 35 VHC Taylor Wharton
Termal Cycler Trio-Thermoblock Biometra

Tiefkuhlschrank (-80°C) IUF 8520

Romulus Holding

Tiefkuhzentrifuge Mikro Rapid/K

Hettich

Tischzentifuge, Biofuge

Heraeus Instruments

Ultrathurax IKA
Vortexer, VF 2 Jahnke & Kunkel
Waage PM 4600 Mettler

Wasserbad Typ 1002

Gesellschaft fur Labortechnik

Zellkultur-Inkubator

Nunc

Zentrifuge, Sigma 3K30

B.Braun Biotech International

3.2. Die Behandlung des Fettgewebes

Insgesamt 30 normalgewichtigen und 10 adipdsen Patienten, die sich einem
abdominalchirurgischen Eingriff unterziehen mussten, wurde intraoperativ viszerales
Fettgewebe aus dem Omentum majus entnommen. Keiner der Patienten litt an einer
endokrinologischen Erkrankung. Der mittlere BMI der normalgewichtigen Probanden
betrug 23,6°kg/m? mit einer Standartabweichung von 2,9°kg/m?, der mittlere BMI der
adiposen Probanden betrug 37,3°kg/m? mit einer Standartabweichung von 0,4°kg/m>.
Die Personen wurden mundlich und schriftlich aufgeklart und gaben mdndlich und
schriftlich ihr Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie. Des Weiteren wurde an

klinischen Daten der CRP-Wert, der Nichtern-Glukose-Wert und das Creatinin im
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Plasma erhoben. Die Studie wurde von der Ethikkommission des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf genehmigt (OB/12/2004).

Fur den kurzen Transport aus dem Operationssaal in das Labor wurde das Gewebe in
Phosphat gepufferte physiologische Kochsalzlésung (PBS) aufgenommen und auf Eis
gelagert. Unter sterilen Bedingungen wurden viermal 300 mg des Gewebes auf
Petrischalen verteilt. Nach mechanischer Zerkleinerung in ca. 1mm grof3e Sticke
wurden die Proben in 3ml Dulbecco’'s modified Eagle’s medium (D-MEM)
Kulturmedium, einem standardisierten Kulturmedium fir Zellkulturen, aufgenommen.
Das Kulturmedium war zuvor mit 20%igem Rinderserum (FBS), 4,5mg/ml Glukose, 100
U/ml Penicillin und 100ug/ml Streptomycin, sowie 10ml Hepes-Puffer angereichert
worden. Die Behandlung des Gewebes erfolgte mit humanem rekombinantem
Interleukin-6 (IL-6) in einer Konzentration von 50ng/ml, bei 37°C und einem CO,-
Partialdruck von 5%.

Alle vier Proben verblieben fur 72 Stunden bei 37°C und 5% pCO, in dem Medium und
wurden in diesem Zeitraum entweder fur 24-, 48- oder 72 Stunden mit IL-6 inkubiert.
Eine Negativkontrolle ohne IL-6-Inkubation wurde Uber den gesamten Zeitraum
mitgefuhrt. Die Probe, die 24 Stunden mit IL-6 behandelt wurde, befand sich die ersten
48 Stunden im reinen Kulturmedium, ohne IL-6-Anreicherung, und wurde anschlie3end
fur die letzten 24 Stunden mit IL-6 inkubiert. Die Probe, die 48 Stunden mit IL-6
behandelt wurde, befand sich zunachst 24 Stunden in reinem Kulturmedium, ohne IL-
6-Anreicherung, und wurde anschlie3end fur die letzten 48 Stunden mit IL-6 inkubiert.
Die Probe, die 72 Stunden mit IL-6 behandelt wurde, befand sich tber die gesamten 72
Stunden in mit IL-6 angereichertem Kulturmedium. Die als Standard dienende
Negativkontrolle verblieb fir 72 Stunden im Kulturmedium ohne IL-6-Anreicherung.
Das Kulturmedium und das IL-6 wurden alle 24 Stunden gewechselt. Das IL-6 wurde
vor dem Versetzen der Proben in PBS geldst. Um die Versuchsbedingungen fur alle
Gewebeproben absolut identisch zu haben, wurde allen Proben wahrend der Zeit ohne
IL-6-Inkubation eine aquivalente Menge PBS zugesetzt. Nach 72 Stunden wurde das
Medium abgenommen und die Proben mit PBS gewaschen. Alle Arbeitsschritte fanden

unter sterilen Bedingungen statt.

3.3. Molekularbiochemie

3.3.1. RNA-Isolierung

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe von Tri Reagent ™ | einer

monophasischen Ldsung auf Guanidinthiocynat- und Phenolbasis, womit Uber die
»Single-step-Methode" aus einer Gewebeprobe gleichzeitig RNA, DNA und Proteine

isoliert werden koénnen. Nach Versetzen der Lésung mit Chloroform und
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anschliel3ender Zentrifugation, bilden sich drei Phasen: eine wassrige Phase, welche
die RNA beinhaltet, eine Interphase, welche die DNA beinhaltet und eine organische
Phase, welche die Proteine beinhaltet. Jede einzelne Komponente kann dann nach der
Separierung der Phasen isoliert werden.

Hierzu wurden jeweils die 300 mg Fettgewebe in 1ml TriReagent ™ aufgenommen und
mit Hilfe eines Ultrathurax homogenisiert. AnschlieRend wurden die Proben 10 Minuten
bei 4°C und 12.000g zentrifugiert. Nicht geltstes Material, welches sich am Boden
absetzte und die oberste Phase, bestehend aus Fett, wurden verworfen. Der klare
Uberstand wurde abgenommen und mit 0,2ml Chloroform versetzt, fiir 15 Minuten mit
einem Vortexer gemischt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Eine
zehnmindtige Zentrifugation bei 4°C und 12.000g teilte das Gemisch in die drei
Phasen. Die untere, wassrige Phase, bestehend aus RNA wurde abgenommen. Die
obere, organische Phase, bestehend aus Protein und die Interphase, bestehen aus
DNA, wurden verworfen. Die wassrige Phase wurde zur Isolierung der RNA mit 1ml
Isopropanol versetzt und erneut auf dem Vortexer gemischt. Nach erneuter Inkubation,
fur 10 Minuten bei Raumtemperatur, wurde durch zehnminitige Zentrifugation bei 4°C
und 12.000g die prazipitierte RNA pelletiert. Das Pellet wurde dreimal mit je 1ml
Ethanol 75% gewaschen und anschlielen bei Raumtemperatur getrocknet. Dann
wurde die getrocknete RNA in 20ul Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltem Wasser
gelost und auf Eis gestellt. Die vorherige Behandlung des Wassers mit DEPC erfolgte
zur Denaturierung von Ribonukleasen zum Schutz der gewonnenen RNA. Um eine
vollstdndige Losung der RNA zu gewahrleisten wurden die Proben fir 5 Minuten auf
65°C erhitzt und anschliel3en erneut auf Eis gestellt. Die isolierte RNA wurde bei -20°C

gelagert.
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3.3.2. Gelelektrophorese

Das Ergebnis der Isolation wurde in einem Checkgel durch Anfarben der 28S und 18S
Bande der ribosomalen RNA mit Ethidiumbromid kontrolliert. Hierfur wurde, wie in
Abbildung 2 schematisch dargestellt, zunachst ein 1%-iges Agarosegel in einfachem
TRIS-Borat-EDTA (TBE)-Puffer angesetzt. 100ml TBE-Puffer wurden mit 2pl
Ethidiumbromid versetzt, in die vorbereitete Kammer gegossen und ein Kamm
eingesetzt. Je 2ul der Probe wurden mit 8ul aqua dest. und 2ul Laufpuffer in die
Gelkammern eingesetzt und das Gel in TBE-Puffer bei 100 Volt 30 Minuten laufen

gelassen. Ein 100 bp-Marker wurde mitgefihrt.

T i

(Adkins and Burmeister 1996)

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Gelelektrophorese

3.3.3. Photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA

Zur Ermittlung der Reinheit und Konzentration der RNA, wurde die optische Dichte
(OD) mit Hilfe eines Absorbtionsspektrometers ermittelt. Hierzu wurden 1pl der Probe
in 99ul DEPC-behandeltem Wasser geldst.

Die Konzentration der RNA errechnet sich aus der optischen Dichte bei einer
Wellenlange von 260nm, dem RNA-typischen Multiplikationsfaktor von 40ug/pl (eine
OD von 1 bei 260nm entspricht ca. 40ng/ul einzelstrangiger RNA) und der Verdiinnung
von 1:100. Daraus ergibt sich folgende Formel:

RNA-Konzentration [ng/pl] = OD,g x Verdunnung [ng/ul] x 40

Die Reinheit der RNA wurde mit Hilfe der Wellenlange 320nm und dem Quotienten
OD,60/OD,gp bestimmt. Eine ausreichende Reinheit wurde bei einer optischen Dichte
von < 0,005 bei einer Wellenldnge von 320nm und einem Quotienten OD,50/ODagy <

1,80 angenommen. Die Proben wurden bei -20°C gelagert.
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3.3.4. Reverse Transkription

Die Reverse Transkription wird genutzt, um aus einem RNA-Strang Einzelstrang-DNA
zu synthetisieren. Dazu synthetisiert das Enzym Reverse Transkriptase (RT) zunachst
von einer einzelstrangigen RNA durch Basenanlagerung mit Hilfe einer DNA-
Polymerase einen RNA-DNA-Hybridstrang. Als nachstes folgt der Abbau des RNA-
Anteils mit Hilfe eines eigenen Abschnitts der DNA-Polymerase, des RNase H-Anteils.
Die einzelnen Schritte der Reverse Transkription sind in Abbildung 3 schematisch
dargestellt.

In dieser Arbeit wurde fiir die Herstellung der c-DNA das ,SuperScript™ First-Strand
Synthesis System for RT-PCR* der Firma Invitrogen verwendet. SuperScript™ II
Reverse Transcriptase ist eine weiterentwickelte Version der M-MLV RT mit reduzierter
RNase H-Aktivitat und erhghter Thermostabilitat. Das Enzym wird aus einem mit dem
Mononey Murine Leukemia Virus infizierten E. coli gewonnen und wurde so modifiziert,
dass nahezu keine intrinsische Ribonuklease H-Aktivitdt mehr vorhanden ist. 1,5ug
RNA wurden mit 1ul des Desoxynucleosidtriphosphatgemischs (10mM dNTP-Mix) und
1,5ul des unspezifischen Primers ,Random Hexamers®, in einer Konzentration von
50ng/ul, gemischt und mit DEPC-behandeltem aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von
10 pl pro Probe aufgefillt. Das Basengemisch setzt sich aus dATP (10mM), dTTP
(10mM), dCTP (10mM) und dGTP (10mM) zusammen. AnschlieRend wurde der
Ansatz fur 5 Minuten auf 65°C erhitzt, um die Sekundarstruktur der RNA
aufzuschmelzen. Danach wurden die Proben fir eine Minute auf Eis gestellt, wobei es
zur Anlagerung des Random Hexamers an die RNA kam. Daraufhin wurden 2pul 10X
RT-Buffer, 4ul MgCl, (25mM), 2ul Dithiothreitol 0,1M (DTT) und 1pl des rekombinanten
Ribonuklease Inhibitors ,RNaseOut* zur Protektion der RNA hinzugefigt und der
Ansatz fur zwei Minuten bei 25°C inkubiert. Um die Strangbildung zu kathalysieren
wurden 1pl des Enzyms SuperScript I RT in einer Konzentration von 50ng/pl zugefigt
und die Probe erst 10 Minuten bei 25°C und dann 50 Minuten bei 42°C auf dem
Heizblock inkubiert. Durch funfzehnminitiges Erhitzen auf 72°C wurde das Enzym
inaktiviert und anschlieRend ein RNA-Verdau mit 1pl Ribonuclease H bei 37°C fur 20
Minuten durchgefihrt, um die restliche RNA zu eliminieren. Anschlielend wurde die

erstellte c-DNA auf Eis abgekuhlt und bei -20°C gelagert.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der cDNA-Synthese

3.3.5. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine in-vitro-Methode zur enzymatischen Vervielfaltigung definierter DNA-
Sequenzen. Die Reaktion benétigt zwei Oligonukteotidprimer, welche mit den beiden
komplementéaren Strangen hybridisieren und sich der zu vervielfaltigenden DNA-
Sequenzen anlagern. Hierdurch wird der Startpunkt der DNA-Synthese festgelegt und
der zu vervielfaltigende Bereich von beiden Seiten begrenzt. Die Elongation der Primer
wird durch eine hitzestabile DNA-Polymerase kathalysiert. Durch die Wiederholung von
Zyklen unterschiedlicher Temperaturen imThermocycler, die zu Denaturierung,
Annealing und Elongation fiihren, hdufen sich die spezifischen DNA-Sequenzen an.
Essentiell sind aulerdem eine Pufferlésung, die eine fir die DNA-Polymerase
geeignete chemische Umgebung sicherstellt und Mg-lonen, die fiir die Funktion der

DNA-Polymerase unersetzbar sind.

3.3.6. Quantitative Echtzeit PCR

Die Quantitative Echtzeit PCR ist eine Methode zur Quantifizierung von Nukleinsduren.
Die hier verwendete Methode mittels Light Cycler beruht auf der Fluoreszenzmessung
des zugesetzten Farbstoffes SYBR Green |. Der Light Cycler ist in Abbildung 5
schematisch dargestellt. SYBR Green | ist ein Farbstoff, der spezifisch an
Doppelstrang-DNA bindet. Wahrend der PCR wird SYBR Green | in die neu
synthetisierte DNA eingebaut. So gibt die nach jeder Elongationsphase gemessene
Fluoreszenz einen Aufschluss tUber die entstandene Menge des PCR-Produkts. Der
Einbau des Fluoreszenzfarbstoffs in die Doppelstrang-DNA ist in Abbildung 4

schematisch dargestellt.
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Denaturation

Primer Anealing (181118017 0000

Extention JAIC J00801C S1aaae JNNRSE, SNRRRRL 0, <SPPRE

(www.gibthai.com)
Abbildung 4: Quantitative Echtzeit PCR:
Schematische Darstellung des unspezifischen Einbaus des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green in die
Doppelstrang-DNA wahrend der Polymerase Kettenreaktion. Durch die Bindung des Farbstoffs an die

DNA wird die Fluoreszenz deutlich verstarkt.

Eine Kontrolle der Spezifitdt des entstandenen PCR-Produkts ist die am Ende eines
jeden Zyklus durchgefihrte Schmelzkurvenanalyse. Jede Doppelstrang-DNA hat eine
fur ihre GroRe und chemische Zusammensetzung typische Temperatur, bei der sich
die Doppelstrange trennen. Durch eine schrittweise Erhéhung der Temperatur und
kontinuierliche Messungen der dadurch abnehmenden Fluoreszenz entsteht eine flr
jede Doppelstrang-DNA  spezifische Schmelzkurve. Diese ermdglicht eine
Unterscheidung von unerwiinschten Nebenprodukten, wie zum Beispiel Primerdimeren
und dem PCR-Produkt. Das Reaktionsgemisch besteht aus der DNA-Probe, forward
und reverse Primer, MgCl, und dem SYBR Green Fast-Start-Kit bestehend aus
LightCyclerFastStart Enzyme, Taq DNA Polymerase, Reaktionspuffer, dem Basenmix
dNTP und dem SYBR Green | Farbstoff. Dieses wird in Glaskapillaren eingesetzt, die
im Verhaltnis zum Volumen eine groRe Oberflache haben. Dadurch sind ein schneller
Temperaturwechsel und damit ein deutlich schnellerer Reaktionsablauf als bei der
herkdbmmlichen PCR mdoglich. Des Weiteren ist an der Spitze der Kapillare das
Fluoreszenzsignal konzentriert, so dass es dort optimal von einem Fluorimeter
detektiert werden kann. Durch Erwarmung der Luft im Gerat werden die
unterschiedlichen Temperaturen erreicht und nach jedem Zyklus erfolgt die Messung
der Fluoreszenz. Eine kontinuierliche Kontrolle des Reaktionsverlaufs ist an einem
angeschlossenen Monitor mdglich. Je hoher die Anfangskonzentration des zu
amplifizierenden DNA-Abschnitts ist, desto eher kann ein exponentieller Anstieg der
Fluoreszenz beobachtet werden. Als vergleichende Messpunkte werden die so
genannten Crossing Points gewdahlt: Darunter versteht man die Anzahl von Zyklen

nach der das Fluoreszenzsignal in die exponentielle Phase tibergeht und eine vorher
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festgelegte Crossing Line schneidet. Anhand dieser Werte erfolgt im Anschluss die
Auswertung.
Air heating and

cooling for rapid
temperature ramping

Heating coil

0

Three-channel photometer

Fiters

E Stepper motorto

pasition photometer

Thermal chamber —
Fan motor Fan

LED lightsource Photohybrids

(www.roche-applied-science.com)

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Light Cyclers

Gemessen wurde der Gehalt von Adiponectin, TNF-a und Visfatin spezifischen
Sequenzen in der c-DNA. Als Housekeeping-Gen wurde das ribosomale Protein S27
verwendet. Als Housekeeping-Gene bezeichnet man diejenigen Gene, die nicht
reguliert sind, dass heil3t unabhéngig von Umwelteinfliissen in allen Zellen konstant
exprimiert werden. In der Regel kodieren sie fur Enzyme, die der Aufrechterhaltung des
Stoffwechsels dienen, z. B. fur Proteine des Zytoskeletts, fir rRNA und fir Histone
(Wenzel 1991).

Die Vorbereitung der Proben wurde entsprechend den Empfehlungen des LightCycler
Kit-FastStart DNA Master SYBR Green | von Roche vorgenommen. Pro Probe wurde
ein Reaktionsvolumen von 12,5 ul eingesetzt, welches sich aus 1,25ul SYBR Green |,
3mM MgCI ,, 1ul DNA, 300nM forward primer, 300nM reverse primer und 8ul DEPC-
behandeltem aqua dest. zusammensetzt. Fir alle Primerpaare wurden die
Bedingungen im Lightcycler hinsichtlich Temperatur und Konzentration der Reagenzien
optimiert. Die Effizienz wurde anhand einer Verdiinnungsreihe ermittelt.

Folgende Beziehungen wurden angenommen:  E=107/s°r¢

dabei gilt: E = Effizienz des Laufs;  slope = Steigung der generierten Standardkurve.

Folgende Bedingungen wurden fiir die verschiedenen Genabschnitte gewahlt:
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Adiponectin:
Die Verdinnungsreine fur Adiponectin ergab die in Abbildung 6 dargestellte
Fluoreszenzmessung.
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Abbildung 6: Fluoreszenzreading der realtime PCR mit den Primern fur Adiponectin

Eine Effizienz von 1,74 (E= 10™"°°P%) ergab sich bei einer Primerkonzentration von
300nM und einer Magnesiumchloridkonzentration von 3mM. Die
Amplifikationstemperatur betrug 60°C und die Elongationstemperatur 72°C. Nach einer

Elongation von 8 Sekunden, wurde die Fluoreszenz bei 78°C gemessen.
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Abbildung 7: Schmelzkurve des Adiponectin-spezifischen PCR-Produkts

Die Schmelzkurve, wie sie in Abbildung 7 dargestellt ist, identifiziert das 215
Basenpaare groRe Fragment bei einer Schmelztemperatur von 90,8°C. Die
elektrophoretische Auftrennung des PCR-Produkts im Agarosegel ist in Abbildung 8
dargestellt und zeigt eine Bande der erwarteten Grol3e von 215 bp.

— 215bp

Abbildung 8: Elektrophoretische Auftrennung des Adiponectin-spezifischen PCR-Produkts im Agarosegel
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INF-a:
Die Verdunnungsreihe fur TNF-a ergab die in Abbildung 9 dargestellte

Fluoreszenzmessung.

o e

Abbildung 9: Fluoreszenzreading der realtime PCR mit den Primern fiir TNF-a

Eine Effizienz von 2,16 (E= 10™"°°"%) ergab sich bei einer Primerkonzentration von
300nM und einer Magnesiumchloridkonzentration von 3mM.
Die Amplifikationstemperatur betrug 64°C und die Elongationstemperatur 72°C. Nach

einer Elongation von 12 Sekunden wurde die Fluoreszenz bei 80°C gemessen.
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Abbildung 10: Schmelzkurve des TNF-a-spezifischen PCR-Produkts

Die Schmelzkurve, wie sie in Abbildung 10 dargestellt ist, ermittelte das 200
Basenpaare grof3e Fragment, bei einer Schmelztemperatur von 95°C.
Die elektrophoretische Auftrennung des PCR-Produkts im Agarosegel ist in Abbildung
11 dargestellt und zeigt eine Bande der erwarteten Grof3e von 200 bp.

«— 200 bp

Abbildung 11: Elektrophoretische Auftrennung des TNF-a-spezifischen PCR-Produkts im Agarosegel
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Visfatin:
Die Verdiinnungsreihe fur Visfatin ergab die in Abbildung 12 dargestellte

Fluoreszenzmessung.
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Abbildung 12: Fluoreszenzreading der realtime PCR mit den Primern fur Visfatin

Eine Effizienz von 1,90 (E= 10°) ergab sich bei einer Primerkonzentration von
300nM und einer Magnesiumchloridkonzentration von 3mM.
Die Amplifikationstemperatur betrug 64°C und die Elongationstemperatur 72°C. Nach

einer Elongation von 8 Sekunden wurde die Fluoreszenz bei 80°C gemessen.
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Abbildung 13: Schmelzkurve des Visfatin-spezifischen Produkts

Die Schmelzkurve, wie sie in Abbildung 13 dargestellt ist, ermittelte das 216

Basenpaare groRe Fragment bei

einer

Schmelztemperatur

von 82,1°C. Die

elektrophoretische Auftrennung des PCR-Produkts im Agarosegel ist in Abbildung 14

dargestellt und zeigt eine Bande der erwarteten Grof3e von 216 bp.

«—

216 bp

Abbildung 14: Elektrophoretische Auftrennung des Visfatin-spezifischen PCR-Produkts im Agarosegel
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S27:

Die Verdunnungsreihe fir S27 ergab die in Abbildung 15 dargestellte
Fluoreszenzmessung.

Fluorescence (F1)
@~
I
~—

0 2 4 3 8 10 12 14 16 1

8 2 24 2% 8 W 2 34 ¥ 3B/ M
Cycle Number
(L
- ~——
—— Linear Regression 5 SN
= ClossingPoints £ - T Sena
220- =
Slope =-3.810 i =y
Intercept = -4.820 & —
Enor=0.102 157 .
(=100 1 s
10- - ~
5_I {J 1 4 ] L 1 U 1 i | ’ 1 ¥ 1 ) ] ik | ' 1 ¥ 1 13 1 L | » I
a0 85 3 85 8 75 5 55 5 45 -4 35 3

7/ 65 -
Log Concentration

Abbildung 15: Fluoreszenzreading der realtime PCR mit den Primern fur S27

Eine Effizienz von 1,84 (E= 10™°°P%) ergab sich bei einer Primerkonzentration von

300nM und einer Magnesiumchloridkonzentration von 3mM.

Die Amplifikationstemperatur betrug 61°C und die Elongationstemperatur 72°C. Nach
einer Elongation von 12 Sekunden wurde die Fluoreszenz bei 78°C gemessen.
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Abbildung 16: Schmelzkurve des S27-spezifischen PCR-Produkts

Die Schmelzkurve, wie sie in Abbildung 16 dargestellt ist, ermittelte das 319
Basenpaare groRe Fragment bei einer Schmelztemperatur von 83,2°C. Die
elektrophoretische Auftrennung des PCR-Produkts im Agarosegel ist in Abbildung 17

dargestellt und zeigte eine Bande der zu erwartenden Gr6Re von 319 bp.

«— 319bp

Abbildung 17: Elektrophoretische Auftrennung des S27-spezifischen PCR-Produkts im Agarosegel

3.3.7. Vitalitatsnachweis mittels Cell Death Detect ion ELISA

Zum Vitalitatsnachweis nach 72-stiindiger Kultivierung des Gewebes wurde ein Cell
Death Detection ELISA durchgefuhrt. Bei dem ELISA handelt es sich um einen
photometrischen Enzym-Immunoassay zur qualitativen und quantitativen in vitro-
Detektion zytoplasmatischer Histon-assoziierter DNA-Fragmente nach induziertem
Zelltod. Der ELISA basiert auf folgendem Testprinzip: Zuerst werden die Proben in
einer streptavidin-beschichteten Mikrotiterplatte platziert und eine Mischung aus Anti-
Histon-Biotin und Anti-DNA-POD wird hinzugefigt. Wahrend der anschlieBenden
Inkubation bindet der Anti-Histon-Antikérper an die Histon-Komponente der

Nukleosome. Gleichzeitig bindet der Immunokomplex Uber Biotinylierung an die
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streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte. Aufl3erdem bindet der Anti-DNA-POD-
Antikdrper mit den Nukleosomen. Durch anschlieRendes Waschen werden nicht
gebundene Antikdrper entfernt. Eine quantitative Bestimmung der Menge an
Nukleosomen erfolgt durch die photometrische Bestimmung des im Immunokomplex
verbleibenden POD. Fir die Durchfiihrung wurden 80mg des inkubierten Fettgewebes
mit 200ul Lysispuffer im Ultrathurax homogenisiert und anschlieRend 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach 10-mindtiger Zentrifugation bei 200 x g wurde die
Zytoplasmafraktion abgenommen. 20ul des Uberstands wurde in die mit Streptavidin
beschichtete Mikrotiterplatte eingesetzt. Anschlielend wurde jede Probe mit 80ul
Immunoreagenz versetzt. Die Mikrotiterplatte wurde mit Folie abgedeckt und fur 2
Stunden auf einem Schuttler mit 300 rpm inkubiert. Anschliel3en wurde die Losung aus
der Mikrotiterplatte wieder entfernt und jedes Reaktionsgefal3 dreimal mit 250ul
Inkubationspuffer gewaschen. Dann wurden in jedes Reaktionsgefald 100ul ABTS-
Ldsung eingesetzt und die Platte 20 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schittler
mit 250 rpm erneut inkubiert bis sich eine Farbreaktion entwickelte. Die Extinktion
wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 405 nm gemessen. Ein positives

Ergebnis wurde bei einem Signal von >600 mU angenommen.

3.3.8. Vitalitatsnachweis mittels Echtzeit PCR

Hierfir wurde der Gehalt einer flir Caspase 3 spezifischen Sequenz in der c-DNA
gemessen. Caspasen sind die wichtigsten Enzyme der Apoptose. Es handelt sich um
Cystein-Proteasen, die ihr Substrat spezifisch nach einem Aspartatrest schneiden. Im
Menschen sind bis jetzt 11 Caspasen bekannt. Zum Auslésen des Zelltods werden
Initiator-Caspasen, wie Caspase-8, -9 und -10 aktiviert. Diese wiederum fihren zur
Spaltung der pro-Form nachgeschalteter Caspasen, wie Caspase-3 und -7 wodurch
diese aktiviert werden und schlie3lich zum Zelltod fuhren. Caspase 3 spielt demnach
eine zentrale Rolle in der Apoptose. Das codierende Gen fur Caspase 3 ist auf

Chromosom 4q34 lokalisiert.
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Caspase 3:
Die Verdunnungsreihe fir Caspase 3 ergab die in Abbildung 18 dargestellte
Fluoreszenzmessung.

i e e

Abbildung 18: Fluoreszenzreading der realtime PCR mit den Primern fir Caspase

Eine Effizienz von 1,97 (E= 10™"°°P%) ergab sich bei einer Primerkonzentration von
300nM und einer Magnesiumchloridkonzentration von 3mM.
Die Amplifikationstemperatur betrug 95°C und die Elongationstemperatur 55°C. Nach

einer Elongation von 15 Sekunden wurde die Fluoreszenz bei 72°C gemessen.
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Abbildung 19: Schmelzkurve des Caspase-spezifischen PCR-Produkts

Die Schmelzkurve, wie sie in Abbildung 19 dargestellt ist, ermittelte das 217

Basenpaare grof3e Fragment bei einer Schmelztemperatur von 95°C.

3.4. Auswertung und Statistik

Fur jede Probe und einen definierten Kalibrator wurde die relative Menge des Targets
und die des Referenzgens mit Hilfe der Second-Derivative-Marimum-Methode der
LightCyclersoftware bestimmt. Als Referenzgen wurde das Housekeepinggen S27,
dessen Expression als konstant angenommen wurde, verwendet. Die Ergebnisse sind
als target/reference ratio geteilt durch den target/reference ratio des Kalibrators
aufgefuhrt. Als Kalibrator dient die unbehandelte Kontrolle. Um Ungenauigkeiten durch
verschiedene Effizienzen der unterschiedlichen Primer zu verringern, wurde mit Hilfe
der Relativen Quantifikation Software eine Effizienzkorrektur durchgefiihrt. Die
Effizienzkorrektur beruht auf den Daten relativer Standartkurven, welche auf die
Effizienz des Targets und des Referenzgens schlief3en lassen.

Es wurde eine Korrelationsanalyse zwischen dem BMI bzw. der WHR und der mRNA-
Expression der verschiedenen Adipozytokine nach Inkubation mit IL-6 {ber den
Zeitraum von 72 Stunden durchgefihrt. Zusatzlich wurde eine Korrelationsanalyse
zwischen CRP und Nichternglukose im Plasma und der mRNA-Expression der

verschiedenen Adipozytokine nach Inkubation mit IL-6 Uber den Zeitraum von 72
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Stunden durchgefihrt. Die Berechnung der Korrelationen erfolgte nach Pearson. Eine
Signifikanz wurde bei p<0,05 angenommen.

Die Ergebnisse der mRNA-Expressionsmessung der verschiedenen Adipozytokine
nach Inkubation mit IL-6 Uber den Zeitraum von 72 Stunden sind als Mediane mit den
75% und 25% Perzentilen dargestellt. Zur Ermittlung von Signifikanzen wurden der
nicht parametrische Wilcoxontest fur gepaarte Stichproben und Friedmans ANOVA

durchgefuhrt. Signifikanzen wurden bei p<0,05 angenommen.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Korrelationsanalyse zwischen dem BMI und derm  RNA Expression

verschiedener Adipozytokine

Adiponectin:
Es konnte eine signifikante positive Korrelation zwischen dem BMI und der Adiponectin

MRNA Expression im humanen viszeralen Fettgewebe nach einer Inkubation mit IL-6
Uber einen Zeitraum von 24 Stunden festgestellt werden. Der Korrelationskoeffizient fur
den BMI und die Adiponectin mRNA Expression nach 24 Stunden Inkubation mit IL-6
betrug 0,409 bei p=0,02 (nach Pearson). Es konnte eine signifikante positive
Korrelation zwischen dem BMI und der Adiponectin mRNA Expression nach 48
Stunden Inkubation mit IL-6 gezeigt werden. Der Korrelationskoeffizient betrug 0,541
bei p=0,001 (nach Pearson). Des Weiteren konnte eine signifikante Korrelation
zwischen dem BMI und der Adiponectin mRNA Expression nach 72 Stunden
Inkubation mit IL-6 gezeigt werden. Der Korrelationskoeffizient betrug fur diesen Fall
0,532 bei p=0,001 (nach Pearson). Die Anzahl der Gewebsspender betrug jeweils n =
40.

Korrelation zwischen BMI und der relativen Korrelation zwischen BMI und der relativen
Adiponectin mRNA Expression nach 24 Stunden Adiponectin mRNA Expression nach 48 Stunden
Inkubation mit IL-6 Inkubation mit IL-6
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Abbildung 20: Korrelation zwischen BMI und der relativen Adiponectin mRNA Expression
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TNE-alpha:
Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen dem BMI und der TNF-a mRNA

Expression nach 24-, 48- und 72 Stunden Inkubation mit IL-6 gezeigt werden.

Visfatin:

Es konnte eine signifikante positive Korrelation zwischen dem BMI und der Visfatin
MRNA Expression in humanem viszeralen Fettgewebe nach einer Inkubation mit IL-6
Uber einen Zeitraum von 24 Stunden festgestellt werden. Der Korrelationskoeffizient fur
den BMI und die Visfatin mRNA Expression nach 24 Stunden Inkubation mit IL-6
betrug 0,407 bei p=0,028 (nach Pearson). Es konnte eine signifikante positive
Korrelation zwischen dem BMI und der Visfatin mRNA Expression nach 48 Stunden
Inkubation mit IL-6 gezeigt werden. Der Korrelationskoeffizient betrug 0,413 bei
p=0,026 (nach Pearson). Des Weiteren konnte eine signifikante Korrelation zwischen
dem BMI und der Visfatin mRNA Expression nach 72 Stunden Inkubation mit IL-6
gezeigt werden. Der Korrelationskoeffizient betrug in diesem Fall 0,414 bei p=0,04

(nach Pearson). Die Anzahl der Gewebsspender betrug jeweils n = 40.

Korrelation zwischen BMI und der relativen Korrelation zwischen BMI und der relativen
Visfatin mRNA Expression nach 24 Stunden Visfatin mRNA Expression nach 48 Stunden
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Abbildung 21: Korrelation zwischen BMI und der relativen Visfatin mRNA Expression
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4.2. Korrelationsanalyse zwischen der WHR und derm  RNA Expression

verschiedener Adipozytokine

Es konnte weder fur Adiponectin noch fur TNF-a oder Visfatin eine signifikante

Korrelation mit der WHR nachgewiesen werden.

4.3. Korrelationsanalyse zwischen CRP und Niichtern-  Gukose im Plasma und der

MRNA Expression verschiedener Adipozytokine

Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen CRP oder Nuchtern-Glukose im
Plasma und der mRNA Expression von Adiponectin, TNF-a oder Visfatin im humanen

viszeralen Fettgewebe nachgewiesen werden.

4.4. Adiponectin mMRNA Expression in humanem viszera  len Fettgewebe

normalgewichtiger Probanden

Die Behandlung von humanem viszeralen Fettgewebe normalgewichtiger Probanden
mit IL-6 hatte weder nach 24 Stunden noch nach 48- oder 72 Stunden einen
signifikanten Einfluss auf die Adiponectin mRNA Expression in dem Gewebe. Die

Anzahl der Gewebsspender betrug n = 30.

4.5. TNF-a mRNA Expression in humanem viszeralen Fettgewebe

normalgewichtiger Probanden

Die Behandlung vom humanen viszeralen Fettgewebe normalgewichtiger Probanden
mit IL-6 hatte weder nach 24 Stunden noch nach 48 oder 72 Stunden einen
signifikanten Einfluss auf die TNF-a mRNA Expression in dem Gewebe. Die Anzahl der

Gewebsspender betrug n = 30.

4.6. Visfatin mMRNA Expression in humanem viszeralen Fettgewebe

normalgewichtiger Probanden

Die Behandlung vom humanen viszeralen Fettgewebe normalgewichtiger Probanden
mit IL-6 hatte weder nach 24 Stunden noch nach 48 oder 72 Stunden einen
signifikanten Einfluss auf die Visfatin mRNA-Expression in dem Gewebe. Die Anzahl

der Gewebsspender betrug n = 30.
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4.7. Adiponectin mMRNA Expression in humanem viszera  len Fettgewebe adipdser

Probanden

Nach Inkubation von humanem viszeralen Fettgewebe Ubergewichtiger Probanden mit
IL-6 fur 24 Stunden deutet sich gegenuber der unbehandelten Probe ein signifikanter
Anstieg der Adiponectin mRNA Expression in dem Gewebe an. Eine Signifikanz konnte
nicht nachgewiesen werden. Es ist jedoch ein eindeutiger Trend zu erkennen
(Wilcoxon p=0,05).

Nach Inkubation von humanem viszeralen Fettgewebe tbergewichtiger Probanden mit
IL-6 fur 48 Stunden zeigt sich gegenlber der unbehandelten Probe ein signifikanter
Anstieg der Adiponectin mRNA Expression in dem Gewebe um 163% (Wilcoxon
p<0,05).

Nach Inkubation vom humanen viszeralen Fettgewebe lbergewichtiger Probanden mit
IL-6 fur 72 Stunden deutet sich gegentber der unbehandelten Probe ein signifikanter
Anstieg der Adiponectin mMRNA Expression in dem Gewebe an. Eine Signifikanz konnte
nicht nachgewiesen werden. Es ist jedoch ein eindeutiger Trend zu erkennen

(Wilcoxon p=0,05). Die Anzahl der Gewebsspender betrug n = 9.
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Abbildung 22: Adiponectin mRNA Expression in humanem viszeralen Fettgewebe adipdser Probanden
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4.8. TNF-a mRNA Expression in humanem viszeralen Fettgewebe a  dipdser
Probanden

Nach Inkubation von humanem viszeralen Fettgewebe tbergewichtiger Probanden mit
IL-6 fur 24 Stunden konnte kein signifikanter Unterschied der TNF-a mRNA Expression
in dem Gewebe gegeniber der unbehandelten Probe gezeigt werden. Nach Inkubation
des Gewebes fiur 48 Stunden zeigt sich tendenziell ein Anstieg der TNF-a mRNA
Expression (Wilcoxon p=0,1). Eine Signifikanz konnte nicht nachgewiesen werden.
Nach einer Inkubation des Gewebes Uber einen Zeitraum von 72 Stunden zeigt sich
jedoch ein signifikanter Anstieg der TNF-a mRNA Expression gegenlber der
unbehandeltem Probe um 96% (Wilcoxon p<0,05). Die Anzahl der Gewebsspender

betrug n = 10.
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Abbildung 23: TNF-a mRNA Expression in humanem viszeralen Fettgewebe adipéser Probanden
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4.9. Visfatin mRNA Expression in humanem viszeralen Fettgewebe adiposer
Probanden

Die Behandlung von humanem viszeralen Fettgewebe mit IL-6 fihrt nach 24 Stunden
zu keinem signifikanten Unterschied in der Visfatin mRNA Expression. Nach einer
Inkubationszeit von 48 Stunden zeigt sich gegenliber der unbehandelten Probe jedoch
ein signifikanter Anstieg der Visfatin mRNA Expression um 52% (Wilcoxon p<0,05).
Dieses Ergebnis konnte mit Daten, die nach einer Inkubation tGber 72 Stunden erhoben
wurden bestatigt werden. Auch dieser Inkubationszeitraum fiihrte zu einem
signifikanten Anstieg der Visfatin mRNA Expression um 46% (Wilcoxon p<0,05). Die

Anzahl der Gewebeproben betrug n = 9.
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Abbildung 24: Visfatin mRNA Expression in humanem viszeralen Fettgewebe adipdser Probanden
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4.10. Vitalitdtsnachweis mittels Cell-Death-ELISA

Der Nachweis von Nucleonen im Plasma als Zeichen von Apoptose mit Hilfe des Cell-
Death-ELISA ergab eine photometrische Messung von im Mittel 300 mU mit einer
Standartabweichung von 48 mU. Ein Nachweis von Apoptose wurde laut Anleitung des
Herstellers bei einer photometrischen Messung von > 600 mU angenommen. Es
konnte also keine signifikante Apoptose im humanen viszeralen Fettgewebe nach
Inkubation mit IL-6 Uber 24, 48 bzw. 72 Stunden nachgewiesen werden.

Des Weiteren konnte bei Vergleichsmessungen an Gewebe, welches direkt nach der
intraoperativen Entnahme im ELISA untersucht wurde und Proben die zuvor 72
Stunden in Kultur gehalten wurden kein signifikanter Anstieg der photometrischen

Messung nachgewiesen werden.

4.11. Vitalitdtsnachweis mittels Echtzeit PCR

Es ergab sich kein signifikanter Anstieg der mRNA Expression von Caspase 3 Uber

den Zeitraum von 72 Stunden.
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5. DISKUSSION

Es ist allgemein bekannt, dass Fettgewebe weitaus mehr Funktionen hat, als die reine
Energiespeicherung in Form von Triglyceriden. Seine auf3erordentlich wichtige
Aufgabe als endokrines Organ und seine Rolle in der Pathogenese weit verbreiteter
Erkrankungen, wie Insulinresistenz und Typ-2-Diabetes ist von groRem allgemeinem
Interesse. Fettgewebe produziert und sezerniert eine ganze Reihe von Adipozytokinen,
wie Adiponectin, TNF-a und Visfatin (Maeda, Okubo et al. 1996; Hotamisligil 1999;
Kahn and Flier 2000; Algenstaedt, Schaefer et al. 2003; Fukuhara, Matsuda et al.
2005). Fur die Sekretion dieser Adipozytokine spielt die Herkunft des Fettgewebes eine
entscheidene Rolle und es ist wichtig zwischen subkutanem und viszeralem
Fettgewebe zu unterscheiden. Die Adipozytokine spielen ohne Zweifel im
Zusammenhang mit einer chronischen Entziindungsreaktion eine entscheidende Rolle
in der Entstehung von Insulinresistenz (Hotamisligil 1999; Yamauchi, Kamon et al.
2001).

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf parakrinen Mechanismen durch welche
Adipozytokine im Fettgewebe reguliert werden. Es ist seit langem bekannt, dass vor
allem das viszerale Fettgewebe diese endokrinen Eigenschaften besitzt und mit der
Entstehung von Insulinresistenz und Typ-2-Diabetes in Verbindung steht. Daher wurde
fur diese Studie humanes viszerales Fettgewebe, welches wahrend
abdominalchirurgischer Eingriffe gewonnen wurde, in vitro direkt mit IL-6 als wichtigem
Entziindungsmediator inkubiert. Subklinische Inflammation und Ubergewicht wurden im
Zusammenhang mit Insulinresistenz und der Entwicklung eines Typ-2-Diabetes
beobachtet. So sind bei Adipositas die Plasmaspiegel fir CRP, TNF- a, Fibrinogen und
IL-6 erhdht (Kolb and Mandrup-Poulsen 2005).

IL-6 und Adiponectin:

Eine Reihe von Studien hat gezeigt, dass IL-6 bei Patienten mit Ubergewicht und Typ-
2-Diabetes sowohl im Plasma als auch im Fettgewebe erhdht ist (Sutherland, McKinley
et al. 2004). Wie diese erhéhten IL-6 Spiegel das Fettgewebe beeinflussen bleibt
bislang noch ungeklart. In der hier vorgestellten Studie konnte gezeigt werden, dass IL-
6 sowohl auf TNF-a als auch auf Adiponectin und Visfatin, im Gegensatz zu
normalgewichtigen Patienten, bei Ubergewichtigen Patienten Einfluss nimmt und, dass
dieser Einfluss mit steigendem BMI wachst. All diese Adipozytokine spielen in der
Entwicklung von Ubergewicht und Typ-2-Diabetes eine wichtige Rolle, so dass die hier
vorgestellten Ergebnisse einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis des

Energiestoffwechsels leisten kénnen.
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Die Rolle von IL-6 im Fettgewebe wird bisher noch kontrovers diskutiert. So ist IL-6 bei
Patienten mit Adipositas grundsatzlich erhdht, was einen pro-diabetogenen Effekt
vermuten lasst. Auf der anderen Seite fuhrt jedoch auch Gewichtsreduktion zu einem
Anstieg der IL-6 Expression, was wiederum fir einen anti-diabetogenen Effekt
sprechen wirde (Matsuzawa, Shimomura et al. 2003; de Mello, Kolehmainen et al.
2008). Der konkrete Einfluss von IL-6 auf Adipozytokine wurde bisher nur in sehr
geringen Umfang untersucht. So konnte zum Beispiel in einer Studie nachgewiesen
werden, dass IL-6 die Expression des insulin receptor substrate-1 (IRS-1) in 3T3-L1-
Adipozyten senkt (Rotter, Nagaev et al. 2003) und eine weitere Studie konnte zeigen,
dass eine niedrige IRS-1-Expression in humanem subcutanem Fettgewebe mit einer
niedrigen Genexpression und niedrigen Plasmaspiegeln fir Adiponectin einhergeht
(Jansson, Pellme et al. 2003). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass erhdhte IL-6-
Spiegel mit einer Adiponectinsupression einhergehen. Diese Hypothese wird durch
eine Arbeit aus Leipzig unterstitzt. Hier ergab die Behandlung von 3T3-L1-Adipozyten
mit IL-6 eine Reduktion der Adiponectin mRNA Expression (Fasshauer, Kralisch et al.
2003). Keine dieser Studien befasst sich jedoch, im Gegensatz zu dieser Arbeit, mit
humanem viszeralen Fettgewebe, dem im Allgemeinen die gro3ten endokrinologischen

Eigenschaften zugesagt werden.

Die hier vorgestellte Studie zeigt keinen Einfluss von IL-6 auf die Expression von
Adiponectin im humanen viszeralen Fettgewebe normalgewichtiger Personen, sie zeigt
jedoch einen signifikanten positiven Einfluss von IL-6 auf die Expression von
Adiponectin im viszeralen Fettgewebe tbergewichtiger Personen. Da Adiponectin zu
den Diabetes protektiven Adipozytokinen gezahlt wird (Nishida, Funahashi et al. 2007),
wlrden auch diese Ergebnisse sich im Sinne eines Diabetes protektiven Mechanismus
erklaren lassen. Diese Interpretation wirde jedoch gegen erhéhte IL-6 Spiegel bei
Ubergewicht und Typ-2-Diabetes sprechen. Zu beriicksichtigen ist hier jedoch, dass es
sich bei dieser Arbeit um Gewebe Ubergewichtiger nicht-diabetischer Patienten
handelt. Es kdnnte also auch ein Kompensationsmechanismus vorliegen, der unter
bestimmten Umstanden Ubergewichtige Personen vor der Entwicklung eines Typ-2-
Diabetes schitzt. Um mehr Klarheit in diesen Bereich zu bringen, wéare eine
vergleichende Untersuchung mit Gewebsproben von Probanden mit Typ-2-Diabetes

maglich.
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IL-6 und TNF- a:
Das Zytokin TNF-a weist eine positive Korrelation mit Ubergewicht und Insulinresistenz
auf (Bastard, Maachi et al. 2006; Keller 2006; Popko, Gorska et al. 2010) und spielt

eine wichtige Rolle in der Vermittlung inflammatorischer Prozesse im Zusammenhang

mit Adipositas und den entsprechenden Folgeerkrankungen. Es war das erste
inflammatorische Zytokin bei dem im Zusammenhang mit Ubergewicht eine vermehrte
Expression im Fettgewebe nachgewiesen werden konnte. (Ji, Dai et al. 2011).
Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass TNF-a zu einer verminderten
Insulinsensitivitat fuhrt (Hotamisligil, Arner et al. 1995; Nieto-Vazquez, Fernandez-
Veledo et al. 2008; Tzanavari, Giannogonas et al. 2010). So hemmt TNF-a z.B. die
Expression von Adiponectin und Visfatin in humanem viszeralen Fettgewebe in vitro
(Hector, Schwarzloh et al. 2007) und die Behandlung von Mausen mit TNF-a fuhrt zu
einer reduzierten Glukosetoleranz und zu einer Verringerung der Adiponectin- und
Visfatin mRNA Expression im Fettgewebe in vivo (Li, Yang et al. 2009). Gleichzeitig ist
die Supression von TNF-a mit einer Besserung der Insulinsensitivitat, verbesserten
Nuchternglukosewerten und einer Zunahme von Adiponectin im Fettgewebe
verbunden (Ji, Dai et al. 2011; Stanley, Zanni et al. 2011). Bezuglich
Regulationsmechanismen zwischen IL-6 und TNF- a konnte bereits gezeigt werden,
dass ein starker linearer Zusammenhang zwischen der Sekretion von IL-6 und TNF- a
im Fettgewebe besteht (Kern, Ranganathan et al. 2001) und eine weitere Studie ergab,
dass TNF- a dosisabhéngig die Sekretion von IL-6 in 3T3-L1-Adipozyten steigert
(Araki, Dobashi et al. 2006). Der direkter Einfluss von IL-6 auf TNF-a wurde bisher

noch nicht untersucht.

Diese Studie konnte zeigen, dass IL-6 im viszeralen Fettgewebe normalgewichtiger
Personen keinen Einfluss auf die TNF-a mRNA Expression hat, im Fettgewebe
Ubergewichtiger Personen jedoch zu einem signifikanten Anstieg der mRNA
Expression fuhrt. Diese Ergebnisse unterstitzen Daten, laut derer IL-6 einen pro-
diabetogenen Effekt hat und konnte eine Erklarung hoher TNF- a-Spiegel bei

Adipositas und Insulinresistenz sein (Popko, Gorska et al. 2010).

IL-6 und Visfatin:

Dem bereits 1994 als pre-B-cell colony-enhancing factor beschriebenen Visfatin
werden unter anderem auch insulindhnliche Eigenschaften zugesprochen (Samal, Sun
et al. 1994; Fukuhara, Matsuda et al. 2005). Die Expressionsspiegel von Visfatin sind
im viszeralen Fettgewebe hoher als im subkutanen Fettgewebe und es besitzt die

Eigenschaft den Blutzuckerspiegel zu senken. Es stimuliert die Glukoseaufnahme in
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die Zelle und es konnte gezeigt werden, dass Visfatin an den Insulinrezeptor bindet
(Fukuhara, Matsuda et al. 2005). Fruhere Studien konnten jedoch auch zeigen, dass
PBEF eine wichtige Rolle als pre-B-cell colony-enhancing factor bei
Entzindungsreaktionen spielt und die Genexpression von Neutrophilen und Monozyten
beeinflusst (Jia, Li et al. 2004). Uber den Einfluss von IL-6 auf die Visfatinexpression ist
bisher wenig bekannt. So konnte bisher nur an 3T3-L1-Adipozyten gezeigt werden,
dass IL-6 hier zu einer Reduktion der Visfatinsynthese fuhrt (Kralisch, Klein et al.
2005). Ergebnisse zu Regulationsmechanismen zwischen IL-6 und Visfatin in
Muskelzellen sind eher widerspriichlich. So steigern niedrige IL-6-Spiegel (1ng/ml) die
Visfatinexpression und hohe IL-6-Spiegel (100ng/ml) senken die Visfatinexpression
(Krzysik-Walker, Hadley et al. 2011).

Diese Studie zeigt erstmals einen Zusammenhang zwischen IL-6 und Visfatin in
humanem viszeralen Fettgewebe auf. Nach Inkubation viszeralen Fettgewebes
normalgewichtiger Patienten mit 1L-6 konnte keine Anderung der Expression von
Visfatin nachgewiesen werden. Nach der Inkubation viszeralen Fettgewebes
Ubergewichtiger Patienten mit IL-6 zeigte sich jedoch ein signifikanter Anstieg der
Visfatin mRNA Expression in dem Gewebe. Auch dieser Anstieg koénnte, dhnlich wie
bei Adiponectin als Kompensationsmechanismus gedeutet werden. Da es sich, wie
bereits erwahnt, um das Gewebe ulbergewichtiger Nicht-Diabetiker handelt, die
offensichtlich eine Mdglichkeit besitzen sich trotz Ubergewicht vor der Entwicklung

einer Insulinresistenz zu schiitzen.

In dieser Studie wurde keine primére Zellkulturlinie verwendet, sondern das
Fettgewebe ex-vivo direkt fir 72 Stunden kultiviert. Es galt also nachzuweisen, dass
dieses Gewebe Uber den gesamten Zeitraum von 72 Stunden vital bleibt und adaquat
auf den Stimulus IL-6 reagieren kann. Hierfir wurde ein Cell Death Detection ELISA
durchgefuhrt. Der ELISA zeigte keinen Unterschied zwischen der Apoptoserate des fur
72 Stunden kultivierten Gewebes und Gewebe dessen Apoptoserate direkt nach der
Explantation im ELISA gemessen wurde. Auch blieben die gemessenen Werte weit
unter demvom Hersteller angegebenen Grenzwert. Des Weiteren wurde ein
Vitalitatsnachweis mittels Echtzeit PCR durchgefuhrt. Hierfir wurde der Gehalt einer
spezifischen Sequenz in der c-DNA der fur die Apoptose wichtigen Caspase 3 in den
unterschiedlichen Geweben gemessen. Es kam zu keinem signifikanten Anstieg der
Expression dieser Sequenz. Es ergab sich somit kein Hinweis auf eine vermehrte
Apoptose. Es kann also davon ausgegangen werde, dass das Gewebe Uber 72

Stunden in der Lage ist adaquat auf die Inkubation mit IL-6 zu reagieren und es sich

51



Anna Schneider 5. DISKUSSION

bei dem Anstieg der mRNA Expression von Adiponectin, TNF-a und Visfatin im
viszeralen Fettgewebe adiptser Patienten um einen durch IL-6 ausgelosten Effekt
handelt.

Die Integritéat der isolierten RNA wurde mittels einer Agarosegelelektrophorese, die
eindeutige 28S und 18S Banden der ribosomalen RNA zeigte, nachgewiesen. Die
Reinheit der isolierten RNA wurde lber die Messung der optischen Dichte bei 260nm
und 280nm bestimmt. Der Quotient 260nm / 280nm lag grundsatzlich unter 1,8. Die
Integritatt des PCR-Produkts wurde sowohl anhand der spezifischen

Schmelzkurvenanalyse, als auch anhand einer Agarosegelelektrophorese gesichert.

Diese Ergebnisse bestarken sowohl das Verstandnis des Fettgewebes als endokrines
Organ, als auch seine Rolle im Energiestoffwechsel und lassen eine wichtige Funktion
in der Modulation der Immunantwort vermuten. Es konnte gezeigt werden, dass
Unterschiede in der Regulation des Fettgewebes normalgewichtiger und
Ubergewichtiger Personen bestehen. Es stellt sich nun die Frage worin diese
Unterschiede begriindet sind. Es konnte in unterschiedlichen Studien gezeigt werden,
dass vor allen Dingen hypertrophe Adipocyten, wie sie im Fettgewebe Ubergewichtiger
Personen vorkommen, grof3e Mengen an Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-
1) sezernieren. Dieses Protein fuhrt zu einer vermehrten Infiltration von Makrophagen
in das Fettgewebe (Bastard, Maachi et al. 2006). Passend zu dieser Funktion des
MCP-1 besteht das Fettgewebe schlanker Personen im Durchschnitt zu 5-10% aus
Makrophagen; bei tGbergewichtigen Patienten kann dieser Anteil auf bis zu 50% der
Gesamtzellzahl im Fettgewebe ansteigen. Die gesteigerte Produktion von MCP-1 in
hypertrophen Adipozyten und die damit verbundene vermehrte Einwanderung von
Entzindungszellen in das Fettgewebe konnte mit ein auslésender Faktor fur die
chronische Entziindung im Fettgewebe sein (Tilg and Moschen 2006). Die Entwicklung
einer Inflammation im Fettgewebe ist mit Insulinresistenz in der Skelettmuskulatur
assoziiert. Denn Adipozyten und Makrophagen sezernieren neben MCP-1 und anderen

Entzindungszellen aktivierenden Cytokinen auch grofRe Mengen an TNF-a.

TNF-a hat zwei entscheidende Effekte auf die Funktion der Adipozyten: Eine Zunahme
der Lipolyse und eine Abnahme der Triglyceridsynthese. Dies fuhrt zu einem erhéhten
Angebot freier Fettsduren, die zu eine Akkumulation von Triglyceriden und aktivierten
Lipiden in Form von langkettigen acyl-CoA-Estern in der Skelettmuskulatur, der Leber
und den Betazellen fihrt. Langkettige Fettsduren und andere Fettsdurederivate

scheinen den normalen Metabolismus und die sekretorischen Funktionen dieser
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Gewebe zu stéren und damit eine Insulinresistenz hervorzurufen (Guilherme, Virbasius
et al. 2008).

Es lasst sich also vermuten, dass die beobachteten Effekte in einer erhéhten Migration
von Makrophagen in das Fettgewebe Ubergewichtiger Personen begrindet liegen. Da
es sich in dieser Studie um Untersuchungen an einer Gewebekultur handelte ist keine
Differenzierung zwischen Effekten der Makrophagen und der Adipozyten mdglich, auch
wenn das Kulturmedium fir die Kultivierung von Adipozyten optimiert wurde. Dieses
Modell wurde trotzdem gewahlt, da im Vorfeld gezeigt werden konnte, dass Primére
Adipozytenkulturen schnell ihre Oberflachenstruktur verandern und somit nur bedingt
zur Analyse herangezogen werden kénnen. Bei der direkten Kultivierung des gesamten
Gewebes nach Explantation ist eine starke Verénderung der Oberflachenstruktur nicht
zu vermuten, daher lasst dieses Modell einen besseren Vergleich mit der Situation in

Vivo zu.

Die Daten dieser Studie unterlagen starker Schwankungen, was dazu fiihrte, dass bei
der relativ geringen Probandenzahl, nicht in allen Fallen statistisch signifikante
Ergebnisse erzielt werden konnten. Die starken Schwankungen konnten durch
Unterschiede in den Plasmaspiegeln der einzelnen Patienten begriindet liegen. Die
Gewebe scheinen bei unterschiedlichen systemischen Spiegel in vivo, verschieden
stark auf die Inkubation in vitro zu reagieren. Des Weiteren wurden die Gewebeproben
rein  makroskopisch gewahlt, so dass Schwankungen in der zellularen

Zusammensetzung der einzelnen Proben nicht ausgeschlossen werden kénnen.

Um sowohl klinische Faktoren ausschlieRen zu kdnnen, als auch zwischen Effekten
von Makrophagen und Adipozyten unterscheiden zu kénnen, wére es fir die Zukunft
sinnvoll ein Adipozytenmodell zu entwickeln, dass alle Eigenschaften der humanen

viszeralen Adipozyten wiederspiegelt.
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In den letzten Jahren konnten zahlreiche, vom Fettgewebe sezernierte Adipozytokine
identifiziert werden, die eine zentrale Rolle bei der Entstehung von Insulinresistenz und
Typ-2-Diabetes spielen. Als haufigster Risikofaktor gilt dabei die Adipositas (Arita,
Kihara et al. 1999). Ziel dieser Studie war es, unter dem Einfluss vom IL-6 neue
Regulationsmechanismen aufzudecken, welche die Expression von Adiponectin, TNF-

a und Visfatin beeinflussen.

Intraoperativ wurde von Patienten, die sich einem abdominalchirurgischen Eingriff
unterziehen mussten, mesenteriales Fettgewebe entnommen. Bei dem Kollektiv
handelte es sich um nicht-diabetische normalgewichtige bzw. adipdse Probanden. Es
wurden Uber 72 Stunden Gewebekulturen angelegt. Das Gewebe wurde innerhalb
dieser Zeit fur entweder 24, 48 oder 72 Stunden mit 50ng/ml IL-6 inkubiert. Eine
unbehandelte Negativkontrolle, ohne IL-6-Inkubation, wurde Uber den gesamten
Zeitraum mitgefuihrt. Es wurde eine relative Quantifizierung der mRNA-Expression
mittels Real-time PCR mit spezifischen Primern fir Adiponectin, TNF-a und Visfatin

durchgefuhrt.

Nach Inkubation mit IL-6 fur 24, 48 bzw 72 Stunden konnten im normalgewichtigen
Kollektiv fiir keinen Zeitraum signifikante Anderungen der mRNA Expression von
Adiponectin, TNF-a und Visfatin gezeigt werden. Im adipdsen Kollektiv konnte nach
Inkubation mit IL-6 tber 48 Stunden eine signifikante Zunahme der Adiponectin mRNA
Expression um 163% im Median beobachtet werden (p<0,05). Die TNF-a mRNA
Expression stieg nach 72 Stunden Inkubation mit IL-6 signifikant um
96% im Median an (p<0,05). Sowohl nach 48 Stunden Inkubation mit IL-6 als auch
nach 72 Stunden Inkubation mit IL-6 zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Anstieg der
Visfatin mRNA Expression. Dieser betrug nach 48 Stunden Inkubation mit IL-6 im
Median 52% (p<0,05) und nach 72 Stunden Inkubation mit IL-6 im Median 46% (p<
0,05).

Des Weiteren wurde eine Korrelationsanalyse bezuglich BMI, WHR, CRP und
Nuchtern-Glukose im Plasma mit der mRNA Expression der verschiedenen
Adipozytokine durchgefihrt. Diese zeigte eine signifikante positive Korrelation von BMI
und der Adiponectin mRNA Expression nach 24, 48 und 72 Stunden Inkubation mit IL-
6. Der Korrelationskoeffizient betrug nach 24 Stunden Inkubation mit IL-6
0,409 bei p=0,02, nach 48 Stunden Inkubation mit IL-6 0,541 bei p=0,001 und nach
72 Stunden Inkubation mit IL-6 0,532 bei p=0,001. Fiur die TNF-a mRNA Expression
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konnte keine signifikante Korrelation nachgewiesen werden. Die Visfatin mRNA
Expression zeigte ebenfalls sowohl nach 24 als auch nach 48 und 72 Stunden
Inkubation mit IL-6 eine positive Korrelation mit dem BMI. Der Korrelationskoeffizient
betrug nach 24 Stunden Inkubation mit IL-6 0,407 bei p=0,028, nach 48 Stunden
Inkubation mit IL-6 0,413 bei p=0,026 und nach 72 Stunden Inkubation mit IL-6
0,414 bei p=0,04. Fur die WHR, CRP und Nuchtern-Glukose im Plasma konnte keine
signifikante Korrelation mit der mRNA Expression der entsprechenden Adipozytokine

nachgewiesen werden.

Die durchgefihrte Studie bestatigt die Hypothese, dass Zytokine wie IL-6 die
Expression von adipozytaren Hormonen beeinflussen und zeigt damit potentielle
Regelkreislaufe im viszeralen Fettgewebe auf. Unter dem Einfluss von IL-6 kam es
wider erwartend in dem Gewebe des nichtdiabetischen adipdsen Kollektivs zu einem
Anstieg der Adiponectinexpression. Hierbei kodnnte es sich um einen
Kompensationsmechanismus adipdser nichtdiabetischer Patienten handeln, welcher
der Entwicklung einer Insulinresistenz bzw. eines Typ-2-Diabetes entgegenwirkt. IL-6
reguliert weiterhin moglicherweise direkt die Expression von TNF-a und Visfatin,
wodurch sich hohe TNF-a und Visfatinkonzentrationen bei Adipositas und Typ-2-
Diabetes erklaren lassen. Es konnte gezeigt werden, dass es eindeutige Unterschiede
zwischen dem Fettgewebe normalgewichtiger und Ubergewichtiger Personen gibt.
Diese Unterschiede kdnnten in der erhdhten Migration von Entziindungszellen in das

Gewebe Ubergewichtiger Patienten begriindet liegen.
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