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Einleitung

1. Einleitung

Die enge Assoziation von Ubergewicht und Insulinresistenz ist lange bekannt. Beide
Faktoren spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese des Typ-2-Diabetes.
Zusatzlich sind sie haufig mit weiteren kardiovaskuldren Risikofaktoren wie
Dyslipidamie und Hypertonus assoziiert (Reaven, 1995), deren gemeinsames
Auftreten in den letzten Jahren unter dem Begriff ,metabolisches Syndrom*
zusammengefasst wurde (Hajer et al., 2008). Die Anzahl Ubergewichtiger Menschen
hat in den letzten 30 Jahren drastisch zugenommen und Typ-2-Diabetes gehort
mittlerweile zu den h&aufigsten Erkrankungen des 21. Jahrhunderts (Zimmet, 2000).
Aufgrund der mikro-vaskularen Komplikationen an Auge, Niere und Nervensystem ist
Diabetes die haufigste Ursache fur Erblindung, Niereninsuffizienz und Schadigung
des peripheren Nervensystems. Zusatzlich haben Diabetiker ein erhohtes Risiko fur
makro-vaskuldre Komplikationen wie Herzinfarkt, Schlaganfall und Periphere
arterielle VerschluRkrankheit (PAVK) (Brownlee, 2001).

Die Mechanismen fir die Entstehung von Insulinresistenz unter Ubergewicht sind
noch nicht vollstandig geklart. In den letzten Jahren wurde zunehmend deutlich, dass
Entzindungsvorgédnge im Fettgewebe eine wichtige Rolle spielen (Wellen and
Hotamisligil, 2005). Es konnte gezeigt werden, dass die bei Ubergewicht vermehrten
und hypertrophierten Fettzellen endokrin aktiv sind und eine Vielzahl an Substanzen
sezernieren, die den Energiestoffwechsel und die Insulinsensitivitat maf3geblich
beeinflussen, sogenannte Adipokine (Mohamed-Ali et al., 1998). Insbesondere der
Anstieg an Entztiindungsmediatoren wie ,tumor necrosis factor alpha‘ (TNFa) wird in
Zusammenhang mit Insulinresistenz gebracht. Es konnte gezeigt werden, dass
inflammatorische Signalwege, die durch TNFa aktiviert werden, den Insulinsignalweg
hemmen und zur Induktion weiterer Mediatoren fihren, die das entzindliche
Geschehen aufrechterhalten (Cawthorn and Sethi, 2008). Adipokine kdnnten daher
das kausale Bindeglied zwischen Ubergewicht und Insulinresistenz sein.

Ein Entziindungsmediator, der ebenfalls unter Ubergewicht im Blut ansteigt und mit
Insulinresistenz korreliert, ist Serum Amyloid A (SAA). Welche Signalwege SAA in
Fettzellen aktiviert und wie stark SAA die Entziindungsreaktion im Fettgewebe und

dartber die Insulinsensitivitat beeinflusst, soll in dieser Arbeit untersucht werden.
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1.1 Insulin - Bedeutung fur Stoffwechsel, Wachstum und
Differenzierung

Insulin ist ein Peptidhormon, das in den B-Zellen der Langerhans-Inseln der
Bauchspeicheldrise synthetisiert wird. Einen Sekretionsreiz stellen die nach
Nahrungsaufnahme erhthten Glukose- und Aminosaurespiegel im Blut dar (Sesti,
2006). Eine der Hauptaufgaben von Insulin ist die Senkung des Blutzuckerspiegels.
Neben dem Kohlenhydratstoffwechsel werden aber auch der Lipid- und
Eiweil3stoffwechsel maf3geblich durch Insulin beeinflusst (s. Abb. 1). Die Senkung
des Blutzuckerspiegels erfolgt auf mehreren Wegen. Zum einen bewirkt Insulin eine
vermehrte Aufnahme von Glukose vorwiegend in Skelettmuskulatur und Fettgewebe,
zum anderen wird die Glukoseproduktion in der Leber durch Insulin vermindert,
indem die Glukoneogenese sowie die Glykogenolyse gehemmt werden (Sesti, 2006).
Die aufgenommene Glukose wird in Leber und Muskulatur in Form von Glykogen und
im Fettgewebe in Form von Lipiden gespeichert (Lee and White, 2004). Im
Fettgewebe wird nicht nur die Lipidsynthese stimuliert. Insulin hemmt gleichzeitig die
Lipolyse und damit den Abbau von Fett (Sesti, 2006). In der Muskulatur wird die
Aufnahme von Aminosauren und die Proteinsynthese geférdert (Lee and White,
2004).
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Abb. 1: Wirkung von Insulin auf Leber, Fettgewebe und Sk elettmuskulatur

Insulin bewirkt eine Senkung des Blutzuckerspiegels durch vermehrte Aufnahme von Glukose
vorwiegend in Fettgewebe und Muskulatur sowie durch Hemmung der Glykogenolyse und der
Glukoneogenese in der Leber. Die aufgenommene Glukose wird in Form von Glykogen und Lipiden
gespeichert. Zusatzlich wird im Fettgewebe die Lipolyse gehemmt und in der Skelettmuskulatur die

Proteinbiosynthese geférdert (Zeichnungen entnommen aus Taniguchi et al., 2006).
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Insulin ist somit ein anaboles Hormon, durch das Energiedepots angelegt werden,
die bei Bedarf wieder abgebaut werden konnen. lhm gegeniuber stehen
blutzuckersteigernde Hormone wie Glukagon oder Adrenalin, die daflir sorgen, dass
der Blutzuckerspiegel zwischen den Mahlzeiten und durch kérperliche Aktivitat nicht
absinkt und die gespeicherte Energie verfigbar gemacht wird (Pilkis et al., 1988).
Insbesondere das Fett- und Lebergewebe sowie die Skelettmuskulatur gehdren zu
den insulinsensitiven Geweben. Zusatzlich wirkt Insulin jedoch ebenfalls an den
meisten anderen Zellen unseres Korpers und dient langfristig dem Wachstum und

der Differenzierung vieler Gewebe (Lee and White, 2004).

1.2 Insulinsignalwege

1.2.1 Vom Rezeptor bis zur Glukoseaufnahme

Bindeglied zwischen dem im Blut zirkulierenden Insulin und dessen intrazellularen
Effekten ist der Insulinrezeptor (s. Abb. 2). Es handelt sich um einen
transmembrandsen Tyrosinkinaserezeptor, der aus 4 Untereinheiten besteht, die
Uber Disulfidbricken miteinander verknipft sind. Die beiden a-Untereinheiten liegen
extrazellular und enthalten die Insulin-Bindestelle. Die beiden [(-Untereinheiten
durchspannen die Membran und besitzen die intrinsische Tyrosinkinase-Aktivitét
(Youngren, 2007). Bindet Insulin an den Rezeptor, folgt eine intramolekulare Auto-
Transphosphorylierung und Konformationsanderung der B-Untereinheiten, wodurch
die Tyrosinkinaseaktivitdit um das 10 — 20fache zunimmt (White et al., 1988).
Intrazellulare Substrate, die nun an die p-Untereinheit binden, werden ebenfalls an
ihren Tyrosinresten phosphoryliert und aktiviert. Hierzu zahlen unter anderem die
Insulin-Rezeptor-Substrate (IRS-Proteine) (Sesti et al., 2001). Sie verfuigen tber bis
zu 20 potentielle Tyrosin-Bindestellen und sind Ausgangpunkt vieler wichtiger
Insulinsignalwege. Von den 6 bekannten IRS-Proteinen sind hauptsachlich IRS-1
und IRS-2 fir den Einfluss von Insulin auf Stoffwechsel und Zellwachstum
verantwortlich (White, 2003).

Ein Hauptsignalweg ist der Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3K) Signalweg. Er ist
entscheidend fur die Glut 4-vermittelte Aufnahme von Glukose ins Zielgewebe. Es
handelt sich dabei um Glukosetransporter, die in Muskulatur und Fettgewebe

insulinabhangig in die Zellmembran eingebaut werden (Shepherd and Kahn, 1999).
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Abb. 2: Ubersicht der Insulinsignaltransduktion bis zur Glukoseaufnahme in die Zelle

Bindet Insulin an die a-Untereinheit des Insulinrezeptors kommt es zur Autophosphorylierung der -
Untereinheit. IRS-Proteine, die nun an den Rezeptor binden konnen, leiten das Signal Uber PI3K,
PIP3, PDK1 und AKT weiter. AKT vermittelt schlief3lich den Einbau von Glut 4 in die Zellmembran, so

dass Glukose aufgenommen werden kann.

Die PI3K liegt frei im Zytosol vor und verfigt Uber zwei Src-Homologie 2 (SH2)
Domanen an ihrer 85kDa grof3en, regulatorischen Untereinheit, Gber die sie an
Tyrosinreste von IRS-1 und -2 bindet (Myers et al., 1992). Auf diese Weise gelangt
sie in die Nahe der Zellmembran, wo sie die Phosphorylierung von
Inositolphospholipiden an deren 3'OH-Gruppe des Inositolrings katalysiert. Dabei
ensteht Phosphatidylinositol 3,4,5-tri-phosphat (PIP3), ein second messenger, an
den wiederum Proteine mit einer Pleckstrin-Homologie-Doméne (PH-Domane)
binden koénnen (Fruman et al., 1998). Hierzu gehoéren unter anderem die
Serinkinasen ,phosphoinositide dependent kinase 1' (PDK1) und AKT (auch
Proteinkinase B genannt), die dadurch ebenfalls an die Plasmamembran rekrutiert
werden (Lietzke et al., 2000). AKT wird daraufhin von PDK1 phosphoryliert (Lawlor et
al.,, 2002) und bewirkt schlie3lich, Uber einen noch nicht vollstandig geklarten
Mechanismus, den Einbau von Glukosetransportern in die Zellmembran und damit
die Glukoseaufnahme in die Zielzelle (Sesti, 2006).

1.2.2 Weitere Signalwege des Insulins

Der PI3K-Signalweg ist fir die meisten metabolischen Effekte von Insulin
verantwortlich. Hierzu gehort neben der Glukoseaufnahme in die Zelle auch die
Aktivierung der Glykogensynthese durch die Glykogensynthase Kinase 3 (GSK3)

4
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sowie die Regulierung der Proteinsynthese Uber ,mammalian target of rapamycin’
(mTOR) (Lee and White, 2004). Ein weiterer (PI3K-unabhangiger) Hauptsignalweg
des Insulins ist der ,mitogen activated protein kinases' -Weg (MAPK-Weg). Es
handelt sich um eine Signalkaskade von Serin/Threonin Kinasen. Die Substrate der
MAPK umfassen viele Transkriptionsfaktoren (Seger and Krebs, 1995, Cobb and
Goldsmith, 1995), uber die Insulin langfristig auch an der Regulierung von
Zellwachstum und Gewebedifferenzierung beteiligt ist (Taniguchi et al., 2006) (s.
Abb. 3).

J» =G

Regulation der
Genexpression J_, \L ¢
Glukosetransport
¢ Proteinsynthese Glykogensynthese

Zellwachstum/
Differenzierung

Abb. 3: Ubersicht wichtiger Signalwege von Insulin

Ausgangspunkt der Signalwege sind der Insulinrezeptor und die IRS Proteine. Der PI3K Signalweg ist
fur die metabolischen Effekte von Insulin wie Glukoseaufnahme, Proteinsynthese und
Glykogensynthese verantwortlich. Der MAPK-Weg reguliert die Genexpression und kontrolliert damit

Zellwachstum und -differenzierung (nach Lee and White, 2004).

1.2.3 Regulationsmechanismen der Insulinsignaltrans duktion

Der Insulinrezeptor und die IRS-Proteine sind Ausgangspunkt der wichtigsten
Insulinsignalwege und damit entscheidende Stellen um die Signalweiterleitung zu
regulieren (s. Abb. 4).

Zum einen kénnen Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPasen) sowohl den Rezeptor
als auch die IRS-Proteine dephosphorylieren und damit die Signalweiterleitung
unterbrechen (Taniguchi et al., 2006). Zum anderen fihrt eine lang anhaltende
Insulinstimulation dazu, dass IRS-1 vermehrt ubiquitinyliert und im Proteasom

abgebaut wird (Sun et al., 1999). Neben Tyrosinresten, die fir den Insulinsignalweg

5
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wichtig sind, besitzen IRS-Proteine zahlreiche Serinreste. Phosphorylierungen an
dieser Stelle kdnnen die Tyrosinphosphorylierung vermindern, einen vermehrten
Abbau von IRS bewirken und zur Dissoziation vom Insulinrezeptor fihren. Die
Insulinsignalweiterleitung wird dadurch ebenfalls gehemmt. Kinasen verschiedener
Signalwege sind daran beteiligt (Zick, 2005). Diese Regulationsmechanismen dienen
im Glukosestoffwechsel eines Gesunden als negative Rickkopplung, kénnen jedoch
unter pathologischen Bedingungen zur Entstehung von Insulinresistenz beitragen.

In der Skelettmuskulatur tGbergewichtiger Menschen ist sowohl die Aktivierung als
auch die Proteinmenge von Insulinrezeptor und IRS-1 vermindert (Goodyear et al.,
1995) und auch in Fettzellen von Typ-2-Diabetikern ist eine geringere IRS-1
Proteinmenge vorhanden als bei Gesunden (Rondinone et al., 1997). Experimente
an Mausen zeigen, dass eine Zunahme der Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B
(PTP1B) mit Insulinresistenz korreliert und durch Gen-Inaktivierung von PTP1B eine
verbesserte Insulinsensitivitat erzielt werden kann (Elchebly et al., 1999).

Von den zahlreichen Serinresten der IRS-Proteine wird insbesondere die
Phosphorylierung von IRS-1 an Ser 307 in der Maus bzw. Ser 312 bei Menschen in

Verbindung mit Insulinresistenz gebracht (Aguirre et al., 2002).

-

Zellmembran ]
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Abb. 4: Regulationsmechanismen der Insulinsignaltra nsduktion:

Der Insulinrezeptor und die IRS-Proteine sind geeignete Stellen um die Insulinsignaltransduktion zu
hemmen. Zu den Mechanismen gehoren die Dephosphorylierung von Insulinrezeptor und
IRS-Proteinen an Tyrosinresten und der vermehrte Abbau oder die verminderte Synthese dieser
Proteine. Ein weiterer Mechanismus ist die Serinphosphorylierung von IRS-Proteinen. Diese
Regulationsmechanismen dienen als negative Rickkopplung, kénnen aber unter pathologischen

Bedingungen zur Entstehung von Insulinresistenz beitragen.
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1.3 Insulinresistenz - Ursachen und Folgen

Insulinresistenz  ist definiert als eine unzureichende Wirkung normaler
Insulinkonzentrationen auf die fur den Glukosestoffwechsel relevanten Gewebe, wie
Leber, Skelettmuskulatur und Fettgewebe (Kahn and Flier, 2000).

Viele Faktoren spielen bei der Entstehung von Insulinresistenz eine Rolle (s. Abb. 5).
Dazu gehdren das Alter, eine genetische Disposition sowie bestimmte Medikamente
und Erkrankungen. Vor allem aber spielen Ubergewicht und Bewegungsmangel eine
Rolle (Kahn et al., 2006, Jonietz, 2012). Dabei scheint nicht allein die Fettmasse,
sondern die Fettverteilung entscheidend zu sein. Insbesondere die Zunahme des
viszeralen Fettgewebes gilt als unabhangiger Risikofaktor fur kardiovaskulare
Erkrankungen (Yusuf et al., 2005, Rexrode et al., 1998) und Typ-2-Diabetes (Ohlson
et al., 1985). Es handelt sich um in der Bauchhéhle eingelagertes Fettgewebe, das
die inneren Organe umhillt. Die Zunahme des viszeralen Fettgewebes korreliert
starker mit Insulinresistenz als die Zunahme des subkutanen Fettgewebes (Kissebah
and Krakower, 1994) und Kklinische Studien zeigen eine Verbesserung der
Insulinsensitivitat durch Reduktion des viszeralen Fettgewebes (Thorne et al., 2002).

Die Folgen von Insulinresistenz sind tiefgreifende Veranderungen sowohl im
Kohlenhydrat- als auch im Lipidstoffwechsel sowie an den Gefal3en (s. Abb. 5).
Insulin ist das einzige Hormon, das akut den Blutzuckerspiegel senkt. Das
verminderte Ansprechen der Zielorgane auf Insulin kann die Bauchspeicheldrise
zunachst durch vermehrte Insulinsekretion kompensieren und den Blutzuckerspiegel
so im Normbereich halten. Nach vielen Jahren unphysiologisch hoher
Insulinproduktion kommt es jedoch zu einer allmédhlichen Erschopfung der
Bauchspeicheldrise. Dies fuhrt zunachst zu einer gestorten Glukosetoleranz und bei
weiterer Steigerung des Blutzuckerspiegels zur Manifestation von Typ-2-Diabetes
(Kahn et al., 2006).

Zusatzlich ist Insulin ein Hormon, welches im Fettgewebe die Lipolyse hemmt und
die Lipid - Biosynthese fordert. Daher kommt es unter Insulinresistenz auch zu
verstarkter Freisetzung freier Fettsduren ins Blut (Kahn et al., 2006). Die freien
Fettsduren werden in der Leber zur Synthese von Triglyceriden und ,very low density
lipoproteins* (VLDL) genutzt, die mit dem Grad der Insulinresistenz ansteigen
(Reaven, 1995, Ginsberg, 2000). Das vermehrte VLDL fuhrt zu arteriosklerotischen

Veranderungen der GefaRwande und tragt aul3erdem dazu bei, dass der Abbau und
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die Eliminierung des Gefal3-protektiven ,high density lipoprotein* (HDL) Gber die Niere
beschleunigt stattfindet (Ginsberg, 2000). Das ,low density lipoprotein* (LDL) im
Plasma von Diabetikern ist nicht haufiger erhoht als bei Nicht- Diabetikern.
Unterschiede bestehen jedoch in der Zusammensetzung dieser Partikel. Bei
Diabetikern entstehen durch strukturelle Verdnderungen (Glykierung, Anreicherung
mit Triglyceriden und Oxidation des Proteinanteils) vermehrt kleine, dichte LDL-
Partikel, sogenannte Small-dense-LDL. Diese filhren zu Verdnderungen an den
Gefallwanden und aktivieren Gerinnungsfaktoren. Dadurch ist das Risiko fur
Arteriosklerose und Thrombenbildung trotz normaler LDL-Spiegel erhéht (Rajman et
al., 1999). Insulinresistenz fuhrt aber auch zu Veranderungen, die den Gefal3tonus
betreffen, da Insulin Gber vermehrte NO-Synthese (nitric oxide) zur Vasodilatation
beitrdgt. Sowohl Dyslipidamie als auch Hypertonus sind Risikofaktoren fir die

Entstehung mikro- und makrovaskularer Komplikationen bei Diabetikern.

Ubergewicht,

Bewegungsmangel
Alter l Erkrankungen
Genetik \ [ / Medikamente
"‘i Insulinresistenz \}
— __d_,.-‘
Dyslipidimie ) l " Gerinnungsstbrungen

Hypertonie Typ-2-Diabetes Endothelschiden

Abb. 5: Ursachen und Folgen der Insulinresistenz

Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung von Insulinresistenz sind Ubergewicht und Bewegungsmangel.
AuRerdem spielen Alter, genetische Pradisposition sowie bestimmte Erkrankungen und Medikamente
eine Rolle. Die Folgen sind nicht nur die Entstehung von Typ-2-Diabetes. Insulinresistenz ist auch mit
der Entstehung von Dyslipidamie, Hypertonie, Endothelschdden und Gerinnungsstdrungen
verbunden. Diese kardiovaskuldren Risikofaktoren sind mitverantwortlich fur die Entstehung mikro-

und makrovaskularer Komplikationen von Diabetikern.
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1.4 Entzindung - Bindeglied zwischen Ubergewicht un d
Insulinresistenz

Ubergewicht ist Hauptrisikofaktor fiir Insulinresistenz. Im letzten Jahrzehnt wurde
deutlich, dass sowohl bei Ubergewicht als auch bei Insulinresistenz und Typ-2-
Diabetes eine leichte chronische Entzindungsreaktion im Fettgewebe auftritt
(Hotamisligil, 2006).

Entgegen der friheren Annahme, das Fettgewebe sei lediglich passives
Energiespeicherorgan, ist heute bekannt, dass es zahlreiche bioaktive Substanzen
synthetisiert und sezerniert, sogenannte Adipokine. Diese sind unter Ubergewicht
vermehrt im Blut nachweisbar und in vielféaltige metabolische Prozesse involviert. Es
handelt sich um Proteine, die Blutdruck, Lipidmetabolismus, Glukosehomeostase und
die Angiogenese regulieren. Aullerdem sind viele der Adipokine am
Entzindungsgeschehen beteiligt. Hierzu zahlen Zytokine wie TNFa, oder
JInterleukin 6 (IL6), Chemokine wie ,monocyte chemotactic protein 1° (MCP1/Ccl2)
und Proteine des Komplementsystems (Kopelman, 2000, Mohamed-Ali et al., 1998,
Lau et al., 1996). Darluiberhinaus wird sowohl bei Ubergewichtigen Mausen als auch
bei Menschen eine Infiltration des Fettgewebes durch Makrophagen beobachtet
(Weisberg et al., 2003, Xu et al., 2003). Mdglicherweise werden sie durch die
chemotaktischen Signale vergréRRerter Adipoyzten angelockt. Interessanterweise ist
die Infiltration im viszeralen Fettgewebe starker ausgepragt als im subkutanen
(Cancello et al., 2006, Harman-Boehm et al., 2007). Das Ausmal} ihrer Bedeutung fur
den Stoffwechsel ist noch unklar. Eine ihrer Aufgaben koénnte die Phagozytose
nekrotisierender Adipozyten sein (Cinti et al., 2005). Welcher Anteil der Zytokine von
Adipozyten und Makrophagen synthetisiert wird, ist ebenfalls nicht klar (Xu et al.,
2003, Weisberg et al., 2003).

Stoffwechsel und Immunsystem sind eng miteinander verbunden. Ihre Zellen sind
aus gemeinsamen Strukturen hervorgegangen und Uberschneiden sich in ihren
Fahigkeiten. Neben vermehrter Zytokinproduktion zeigen Praadipozyten und
Adipozyten auch immunologische Eigenschaften wie Erregerempfindlichkeit und
Phagozytose. Makrophagen wiederum konnen Lipide aufnehmen und zu
Schaumzellen werden. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass die metabolischen
und inflammatorischen Signalwege in diesen Zellen sich (berschneiden und
gemeinsame  Schlisselmolekiile  besitzen. Die  Unterdriickung  anaboler

Stoffwechselwege in akuten Stresssituationen ist durchaus sinnvoll, um dem Korper

9



Einleitung

ausreichend Energie zur Verfiigung zu stellen. So wie chronische Unterernahrung mit
erhohter Infektanfalligkeit einhergeht, scheint jedoch auch Uberernahrung die
Balance dieser mittlerweile hochempfindlichen Systeme aus dem Gleichgewicht zu
bringen (Wellen and Hotamisligil, 2005, Hotamisligil, 2006) (s. Abb. 6).

Immunosuppression
susceptibility to
infection Normal immune
function

Malnutrition Immunoagctivation

Optimal succeptibility to
nutrition inflammatory disease

Overnutrition

Abb. 6: Die Bedeutung des Gleichgewichts von Stoffw  echsel und Immunsystem fir die
Gesundheit und die Entstehung von Krankheitheiten: Stoffwechsel und Immunsystem sind eng
miteinander verbunden. Untererndhrung kann das Immunsystem schwéachen und ist mit erhohter
Infektanfalligkeit verbunden. Ubergewicht fiihrt zu einer Aktivierung des Immunsystems und ist unter
anderem mit der Entstehung von Arteriosklerose und und Typ-2-Diabetes verbunden (Wellen and
Hotamisligil, 2005).

1.5 Inflammatorische Signalwege und Insulinresisten z

Die erste nachgewiesene Verbindung zwischen Ubergewicht, Entziindungsreaktion
und Insulinresistenz stellte die Uberexpression von TNFa im Fettgewebe
Ubergewichtiger Nagetiere (Hotamisligil et al., 1993) sowie Menschen (Hotamisligil et
al.,, 1995) dar. Wahrend exogene Zufuhr von TNFa in Ratten Insulinresistenz
ausloste (Hotamisligil et al., 1993), waren TNFa-knockout-Mause vor Ubergewicht
induzierter Insulinresistenz geschutzt (Uysal et al., 1997).

Inzwischen sind inflammatorische Signalwege bekannt, tUber die TNFa in den
Insulinsignalweg eingreift. Im Mittelpunkt der Forschung stehen die Aktivierung von
Stresskinasen wie ,c-Jun-N-terminal kinase‘ (JNK), ,p38 mitogen-activated protein
kinase' (p38-MAPK) und ,extracellular signal-regulated kinase’ (ERK) sowie die
Aktivierung des ,nuclear factor kappa B'- Signhalwegs (NF-kB Signalweg). Man spricht

von sogenanntem ,Stress-Signaling”, weil flr die Aktivierung dieser Signalwege
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zellularer Stress, hervorgerufen beispielsweise durch Entziindungsmediatoren oder

das Uberangebot an Lipiden, verantwortlich gemacht wird.

1.5.1 Aktivierung von MAPKinasen

JNK, ERK und p38-MAPK sind Serin/Threoninkinasen, die Schnittstellen
metabolischer und inflammatorischer Signalwege darstellen, da sie sowohl durch
Insulin (Taniguchi et al., 2006) als auch durch TNFa (Cawthorn and Sethi, 2008)
aktiviert werden. lhre Aktivitat ist in Fettzellen Ubergewichtiger Menschen erhoht
(Carlson et al., 2003). Ihr Einfluss auf den Insulinsignalweg und die Bedeutung bei

der Entstehung von Insulinresistenz sind unterschiedlich gut verstanden.

JNK besteht aus 3 bekannten Isoformen. JNK 1 und 2 werden durch Insulin aktiviert
und in allen Gewebearten exprimiert, wahrend JNK 3 nur in neuronalem Gewebe
vorkommt (Taniguchi et al.,, 2006). JNK-1-knockout-Mause sind geschitzt vor
Ubergewicht induzierter Insulinresistenz (Hirosumi et al., 2002) und JNK2 scheint
eine Rolle bei der Entstehung von Arteriosklerose zu spielen (Ricci et al., 2004).

Experimente an Hamster-Eizellen und 3T3-L1 Adipozyten haben gezeigt, dass TNFa
Uber die Aktivierung von JNK eine Phosphorylierung von IRS-1 an Serin307 bewirkt
(Aguirre et al., 2000, Gao et al., 2003). Diese inhibitorische Serinphosphorylierung ist
in den Mittelpunkt aktueller Forschung gertickt, da sie die Tyrosinphosphorylierung
von IRS-1 vermindert und den Abbau von IRS-1 verstarkt, wodurch die

Insulinsignaltransduktion gehemmt wird.

Die Aktivierung von ERK erfolgt Gber ,MAPK/ERK kinase 1/2' (MEK1/2) und ist
maoglicherweise auch an der Inhibierung des Insulinsignalwegs durch TNFa beteiligt.
Experimente an 3T3-L1 Adipozyten haben gezeigt, dass durch pharmakologische
Inhibierung von MEK1/2 sowohl die TNFa vermittelte Phosphorylierung von IRS-1 an
Ser307 als auch die verminderte Tyrosinphosphorylierung teilweise aufgehoben wird
(Engelman et al., 2000, Rui et al., 2001).

Die Wirkung der p38-MAPK auf den Insulinsignalweg ist mehrschichtig. Einerseits
wird sie durch Insulin aktiviert und tragt zur Translokation von Glut4 in die
Zellmembran und damit zur Aufnahme von Glukose in die Zelle bei (Furtado et al.,
2002). Andererseits scheint sie die Genexpression von Glut4 negativ zu
beeinflussen. Die verstarkte Aktivierung von p38-MAPK in Fettzellen Ubergewichtiger
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Menschen korreliert mit einer verminderten Genexpression von Glut 4. Experimente
an 3T3L1 Adipozyten zeigen, dass durch Hemmung des p38-MAPK Signalwegs die
Genexpression von Glut 4 verbessert werden kann (Carlson et al., 2003).

1.5.2 Aktivierung des NF- kB-Signalwegs

Der NF-kB Signalweg ist ein wichtiger inflammatorischer Signalweg, der durch TNFa
(Cawthorn and Sethi, 2008) oder andere inflammatorische Stimuli aktiviert werden
kann. Es handelt sich um einen Transkriptionsfaktor, der die Genexpression von
Entzindungsmediatoren induziert, die unter anderem das Einwandern von
Immunzellen ins Entziindungsgebiet bewirken. Zusatzlich reguliert er Gene, die fur
die Proliferation und Differenzierung von Entztiindungszellen wichtig sind (Baker et
al., 2011).

NF-kB ist im Zytosol an ,Inhibitor of kB* (IkB) gebunden, wodurch seine Translokation
in den Zellkern verhindert wird (s. Abb. 7). TNFa aktiviert ,inhibitor of NF-kB (IkB)
kinase' (IKK), eine Kinase, die aus 3 Untereinheiten besteht (a,B,y) und IkB
phosphoryliert. IkB wird daraufhin ubiquitinyliert und im Proteasom abgebaut, sodass
NF-kB frei wird und in den Zellkern wandern kann (Baker et al., Ruan et al., 2002,
Baker et al., 2011). Durch anschlieBende Serinphosphorylierungen der p65
Untereinheit kann die Aktivitdt von NF-kB noch zusatzlich gesteigert werden (Hayden
and Ghosh, 2008).

@ D @ Gl

Inflammatory N7 - Y@ ; Y@
stimuli > EROEKED @ @ 2

|
|
i

IKK complex NF-kB
complex Cytoplasm [] Mucleus

Abb. 7: Regulation des NF- kB Signalwegs
Inflammatorische Stimuli aktivieren IKK. IKK phosphoryliert 1kB und bewirkt dadurch dessen Abbau,

sodass die Translokation von NF-kB in den Zellkern moglich wird. Zusétzlich wird die Aktivitat von

NF-kB Uber Phosphorylierungen der p65 Untereinheit reguliert (Hayden and Ghosh, 2008)

Die Aktivierung von NF-kB und insbesondere von IKKB scheint an der Entstehung
von Insulinresistenz beteiligt zu sein. Durch Salicylate wie Aspirin, die IKKB (Yin et

al., 1998) sowie NF-kB (Kopp and Ghosh, 1994) hemmen, kann sowohl in
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Mauseversuchen (Yuan et al., 2001) als auch bei Typ 2 Diabetikern (Shoelson et al.,
2003) eine Verbesserung der Insulinsensitivitat erreicht werden. Aul3erdem sind
Mause mit einer Null-Mutation fiir IKKB geschiitzt vor Ubergewicht induzierter
Insulinresistenz (Yuan et al., 2001). Inzwischen ist bekannt, dass IKK@, genau wie
JNK, zu einer Phosphorylierung von IRS-1 an Serin307 fihrt (Gao et al., 2002).
Zusatzlich bewirkt IKKB Uber die Aktivierung von NF-kB die Produktion weiterer
Entzindungsmediatoren (Shoelson et al., 2003).

1.5.3 Einfluss von TNF a auf die Genexpression in Fettzellen

Die inhibitorische Serinphosphorylierung ist ein gut untersuchter Mechanismus, tber
den TNFa die Insulinsensitivitat in Fettzellen beeinflusst. Fiur die volle inhibitorische
Wirkung sind jedoch zusatzlich Veranderungen auf Transkriptionsebene
verantwortlich.
Uber die Aktivierung von NF-kB bewirkt TNFa die Induktion weiterer Mediatoren, die
die Insulinsensitivitdt negativ beeinflussen und den Effekt von TNFa verstarken.
Dazu gehort beispielsweise die Induktion von ,suppressor of cytokine signaling 3
(SOCS3) oder zZytokinen wie IL6 (Cawthorn and Sethi, 2008, Baker et al., 2011).
SOCS3 bindet an Tyrosinreste des Insulinrezeptors, wodurch die
Tyrosinphosphorylierung von IRS-1 und -2 verhindert wird (Ueki et al., 2004). IL6 ist
bei Ubergewichtigen Menschen erhdht und tragt vermutlich ebenfalls zur Entstehung
von Insulinresistenz bei (Shoelson et al.,, 2007). Unter den Mediatoren sind
aulRerdem Chemokine wie MCP1 (Ccl2), die das Einwandern von Makrophagen ins
Fettgewebe bewirken (Baker et al., 2011, Kanda et al., 2006).
Der NF-kB-Signalweg ist fur viele Effekte von TNFa auf die Genexpression in
Fettzellen verantwortlich (Ruan et al., 2002). Ein weiterer Transkriptionsfaktor ist
AP-1 (Aktivatorprotein 1), der Gber JNK und p38-MAPK aktiviert wird und ebenfalls
inflammatorische Gene aktiviert (Baud and Karin, 2001).
Experimente an 3T3-L1 Adipozyten zeigen, dass TNFa auch die Genexpression
vieler am Stoffwechsel beteiligter Proteine verringert. Dazu gehdren sowohl Proteine
des Insulinsignalwegs wie IRS-1 und Glut 4, als auch Proteine des Lipidstoffwechsels
(Ruan et al., 2002). Mdglicherweise erfolgt die Hemmung der Genexpression tber
PPARY (peroxisome proliferator-activated receptor gamma), einen
Transkriptionsfaktor, der viele Proteine des Glukose- und Lipidstoffwechsels induziert
und durch TNFa gehemmt wird (Gayet et al., 2007, Cawthorn and Sethi, 2008).
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1.6 Ausldser der Entziindungsreaktion

Die Mechanismen, die unter Ubergewicht die Entziindungsreaktion auslésen, sind
noch nicht vollstandig aufgedeckt. Eine Hypothese besagt, dass Makrophagen durch
die vermehrte Anzahl nekrotisierender Adipozyten angelockt werden und daraufhin
TNFa und andere Zytokine im Fettgewebe freisetzten. Genauso kann jedoch der
Zelltod durch Zytokine induziert und damit die Folge der Entziindungsreaktion sein
(Cawthorn and Sethi, 2008).

Diskutiert wird auRerdem, dass ein Uberangebot an Nahrungsbestandteilen
Stressreaktionen in den Mitochondrien und im Endoplasmatischen Retikulum (ER)
hervorruft, die zu einer Aktivierung inflammatorischer Signalwege fuhren (s. Abb.8).
Das ER ist fur die Synthese und korrekte Faltung von Proteinen zustandig. Durch
Akkumulation ungefalteter Proteine kommt es zur ,unfolded protein response’ (UPR-
Stressantwort), die eine Aktivierung von IKK und JNK bewirkt (Hotamisligil, 2010).
Dieser Prozess wird normalerweise durch virale Proteine ausgelést und dient der
Immunabwehr. In den Mitochondrien fiihrt eine vermehrter Produktion von ,reactive
oxygen species' (ROS) zu oxidativem Stress, der ebenfalls inflammatorische
Signalwege aktiviert (Wellen and Hotamisligil, 2005).

Neben diesen intrazellularen Triggerfaktoren konnen die unter Ubergewicht
vermehrten freien Fettsauren auch direkt inflammatorische Signalwege aktivieren. In
vitro Experimente zeigen, dass freie Fettsauren zu einer Aktivierung von IKK und
JNK in 3T3-L1 Adipozyten fuhren (Nguyen et al., 2005). Mdglicherweise erfolgt die
Aktivierung Uber sogenannte Toll-like-Rezeptoren (TLR). Es handelt sich um
Rezeptoren, an die auch LPS, ein Lipopolysachcharid in der Zellwand gramnegativer
Bakterien, bindet (Medzhitov, 2001). Von den 12 bekannten Rezeptoren ist TLR4
am besten untersucht. Sowohl IKK und NF-kB als auch die MAP-Kinasen JNK,
p38-MAPK und ERK gehdren zu den Signalwegen von TLR4 (Kumar et al., 2009).
Die Aktivierung von NF-kB und JNK durch freie Fettsduren ist in Makrophagen und
Fettzellen von TLR4-knockout M&usen aufgehoben (Shi et al., 2006, Lee et al.,
2001). AuRerdem sind Mause mit Mutationen von TLR4 geschiitzt vor Ubergewicht-

induzierter Insulinresistenz (Poggi et al., 2007).
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Abb. 8: Interaktion inflammatorischer und metabolis cher Signalwege

Die Aktivierung der Insulinsignalwege erfolgt Uber den Insulinrezeptor und IRS-1. JNK und IKK(
gehdren zu inflammatorischen Signalwegen die durch Zytokine, freie Fettsduren und intrazellulare
Stressreaktionen (ER-Stress und ROS) aktiviert werden. Sie hemmen den Insulinsignalweg durch
Serinphosphorylierungen von IRS-1 und fihren tber die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kB

und AP-1 zur Induktion weiterer Entziindungsmediatoren (Kénner and Briining, 2011).

1.7 Serum Amyloid A (SAA)

Die chronische Entziindungsreaktion unter Ubergewicht ist im Fettgewebe am
starksten ausgepragt (Hotamisligil, 2006). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass
bestimmte Plasmaproteine wie Serum Amyloid A (SAA) sensitive Indikatoren fur
Insulinresistenz und Folgeerkrankungen wie Arteriosklerose sind. SAA ist ein
Akut-Phase-Protein, dessen Plasmaspiegel als Reaktion des Koérpers auf
Gewebeschaden oder Fremdkorper ansteigt. Die physiologische Bedeutung von SAA
liegt in der Immunabwehr und Reparatur von Gewebeschaden durch Chemotaxis,
Induktion von Zytokinen und Sekretion von Proteasen (Badolato et al., 1994, Patel et
al., 1998, O'Hara et al., 2004). Die Synthese erfolgt wie bei anderen Akut-Phase-
Proteinen vorwiegend in der Leber als Antwort auf inflammatorische Stimuli
wie ,Interleukin 1°(IL1), IL6 oder TNFa (Uhlar and Whitehead, 1999). Es sind vier
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SAA Isoformen bekannt. Das ,Akut Phase SAA' (A-SAA) besteht aus den beiden
Isoformen SAA1 und SAA2 (Uhlar and Whitehead, 1999). SAA3 wird ebenfalls durch
inflammatorische Stimuli induziert, kommt jedoch nur in M&usen und anderen
Séaugetieren vor. Beim Menschen ist das SAA3-Gen defekt (Larson et al., 2003).
SAA4 wird konstitutiv exprimiert und reagiert nur geringfugig auf inflammatorische
Stimuli.

Sowohl bei Gbergewichtigen Menschen (Yang et al., 2006) als auch bei Mausen, die
hochkalorisch ernédhrt wurden (Scheja et al., 2008), ist das Akut-Phase SAA im
Plasma erhoht. Bei Ubergewichtigen Menschen korrelieren die Werte mit
Insulinresistenz und Body Mass Index (Pickup et al., 1997, Yang et al., 2006) und
stellen dartber hinaus einen Risikofaktor flr die Entstehung von Arteriosklerose dar
(Ridker et al., 2000, Liuzzo et al., 1994, Fyfe et al., 1997). Interessanterweise ist bei
Ubergewichtigen Menschen nicht die Leber sondern das Fettgewebe hauptséachlich
fur die Synthese und den Anstieg von A-SAA im Plasma verantwortlich (Yang et al.,
2006, Poitou et al., 2006, Sjoholm et al., 2005). Bei Mausen dagegen ist sowohl in
der Akut-Phase-Reaktion als auch unter Ubergewicht die Leber Syntheseort des
A-SAA, wahrend im Fettgewebe zusatzlich SAA3 induziert wird (Scheja et al., 2008).
Die Rolle der einzelnen Isoformen bei der Entstehung von Insulinresistenz und
Arteriosklerose ist noch nicht klar.

Maglicherweise ist A-SAA nicht nur ein sensitiver Biomarker, sondern auch kausal an
der Entstehung metabolischer Stérungen beteiligt. Der A-SAA Anstieg im Plasma
Ubergewichtiger Mause korreliert mit der Induktion von Entziindungsmarkern im
Fettgewebe und mit der verminderten Genexpresssion von Proteinen, die fur die
Insulinsensitivitdt entscheidend sind. Darlber hinaus fuhrt die Stimulation von
3T3L1-Adipozyten mit rekombinantem SAA1/2 zu einer dosisabhéngigen Induktion
von CCL2 und SAA3 sowie zu einer signifikant verminderten Genexpression von
IRS-1 und Glut-4 (Scheja et al., 2008).

Neben Insulinresistenz wird auch eine kausale Beteiligung von SAA an der
Entstehung von Arteriosklerose diskutiert (Ahlin et al.,, 2014). SAA ist ein
Apolipoprotein von HDL und beeinflusst seine antiatherogenen Eigenschaften,
insbesondere die Aufnahme und Abgabe von Cholesterin (van der Westhuyzen et
al., 2005, Cai et al., 2005, Artl et al., 2000). AulRerdem bindet es an atherogene
Lasionen und kann dadurch das Anhaften von Lipiden und Lipoproteinen
beglnstigen (O'Brien et al., 2005).
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1.8 Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit wird anhand eines Zellkulturmodells untersucht, wie stark das
Akut-Phase-Protein  SAA kausal an der Entstehung Ubergewicht-induzierter
Insulinresistenz in Fettzellen beteiligt ist. Es ist bekannt, dass Ubergewicht mit einer
leichten chronischen Entziindungsreaktion im Fettgewebe einhergeht und dass
metabolischer Stress und Zytokine inflammatorische Signalwege aktivieren, die mit
Insulinresistenz und Expression von Entzindungsmarkern zusammenhéngen.
Insbesondere scheinen hier Kinasen der MAPK Familie sowie NF-kB eine wichtige

Rolle zu spielen.

Daher soll zundchst untersucht werden, ob und welche dieser Signalwege in
3T3-L1 Adipozyten durch SAA aktiviert werden. Zusatzlich wird der Einfluss von SAA
auf die Genexpression weiterer Entziindungsmediatoren untersucht. Abschliel3end
soll Uberpruft werden, ob die Effekte von SAA auf Signalwege und Genexpression

ausreichen um den Insulinsignalweg zu hemmen.

Fur die Untersuchungen werden 3T3-L1 Adipozyten mit rekombinantem humanem
SAA1/2 stimuliert und anschlieBend lysiert. Die Lysate werden fur
Westernblot-Analysen mit phospho-spezifischen Antikérpern oder fur RNA-Analysen
(quantitative PCR) verwendet. Zur Charakterisierung der Effekte von SAA1/2 auf
Signalwege und Genexpression werden verschiedene SAA1/2-Konzentrationen bzw.
Inkubationszeiten getestet und mit bekannten Stimulatoren wie TNFa und LPS

(Lipopolisaccharid) verglichen.
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2. Material und Methoden

2.1 Zellkultur, Stimulation und Gewinnung von Zelll ysaten

Fur die Experimente wurden murine 3T3-L1-Adipozyten (ATCC) verwendet. Diese
Praadipozyten stellen einen Subklon der permanenten Mausefibroblastenzelllinie
3T3 dar. Mit Hilfe eines Differenzierungscocktails wurden sie innerhalb von 14 Tagen
zu Adipozyten entdifferenziert.

2.1.1 Auftauen, Kultivierung und Differenzierung de  r Zellen

Die Zellen waren bei Passage 4 weggefroren und wurden somit von Passage 5 bis

Passage 14 zur Differenzierung genutzt.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 175 cm? - Flaschen und 22 ml Growth-Medium
bei 37C und 5 % CO ,. Bevor Konfluenz erreicht war, wurden sie erneut passagiert
oder ausgesat. Hierfir wurden die Zellen zunachst mit 10 ml ,phosphate buffered
saline* (PBS-Puffer) gewaschen und anschlieend mit 7 ml Trypsin vom Boden
geldst. Um die Wirkung des Trypsins zu stoppen, wurden die Zellen nach Zugabe
von 13 ml Growth Medium bei 1800 rpm und 19T 3 min zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und erneut 15 ml Growth-Medium hinzugefiigt. AnschlieRend wurden sie
in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt und nach entsprechender Verdinnung in
Flaschen (500.000 in 22 ml Growth Medium) und 24-well-Platten (250.000 in 0,5 ml

Growth-Medium pro well) ausgesat.

Drei Tage nach der Aussaat in 24-well-Platten (Tag 0) erhielten die Zellen das
Differenzierungsmedium. Nach 3 weiteren Tagen (Tag 3) wurde auf FCS-Medium
umgestellt, welches bis Tag 14 alle 2 Tage gewechselt wurde.

Am Tag vor der Stimulation (Tag 13) wurden sie zunéchst mit PBS-Puffer gewaschen
und erhielten anschlieRend das Starving-Medium. Die Menge an Medium und Puffer

betrug hierbei jeweils 0,5 ml/well.
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Tabelle 1: Zellkulturmedien und Material

Produkt

Zusammenset zung

Firma/ Katalognr.

Growth-Medium

DMEM high Glucose

10 % CS (calf serum)

10 mM Hepes

1 % P/S (Penicillin/Streptomycin)

Invitrogen, #41966
Invitrogen, #16170
Invitrogen, #15630
Invitrogen, #15140

FCS-Medium DMEM high Glucose Invitrogen, #41966
10 % FCS (fetal calf serum) Gibco, #10270-106
10 mM Hepes Invitrogen, #15630
1 % P/S (Penicillin/Streptomycin) Invitrogen, #15140

Differentiation FCS Medium S.0.

Medium 1 pg/ml Insulin Sigma, #1-9278-5ML
0,5 mM IBMX Sigma, #1-7018

0,25 uM Dexamethason

Sigma, #D-1756

Starving-Medium

DMEM low Glucose
0,1 % BSA (bovine serum albumin)
1% P/S (Penicillin/Streptomycin)

Invitrogen, #31885
Invitrogen, #15260
Invitrogen, #1514

PBS-Puffer

Invitogen, #14190

Trypsin-EDTA

Invitrogen, #25300

24-well-plates

Nuncleon deltasurface,

Nunc, #142475

Zellkulturflaschen

Sarstedt, #660160

2.1.2 Stimulation und Lyse der Zellen

Serum Amyloid A und andere Stimulantien wurden in der jeweiligen Konzentration zu
Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde der Uberstand verworfen und die Zellen mit PBS Puffer

den Zellen gegeben, die lber Nacht gehungert hatten.
(2 ml/well) gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit dem entsprechenden
Lysepuffer auf Eis lysiert. Bei Zellen, die fur den Western Blot vorgesehen waren,
RIPA-Puffer (100 pl/well)

RNA-Bestimmungen vorgesehen waren, mit RLT-Puffer (350 ul/well) lysiert wurden.

wurde verwendet, wahrend Zellen, die fur
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Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurden die Zellen bei -80 T fiir eine spatere

Untersuchung eingefroren oder direkt
RNA-Analysen vorbereitet.

Tabelle 2: Stimulantien

zu Proben fur Western Blots und

Produkt Konzentration  Kirma
Humanes Serum Amyloid A 0,01-2 uMm Peprotech, #300-13
Humaner Tumor Nekrosis Faktor alpha 10 ng/ml Biomol, #50435
Lipopolysacharid 1 pg/ml Sigma, #L4516
HDL 20 pg/ml IBM II
Insulin 1 pg/ml Sigma# 1-9278-5ML
Tabelle 3: Lysepuffer
Produkt Zusammensetzung Firma
RIPA-Puffer | Tris-HCL, pH7 (20 mM) 4 ml | MERCK,
(fir 200 ml) #1.08382.2500
EDTA (5 mM) 2 ml | Sigma,
#ED2SS500G
NaCl (50 mM) 2ml | J.T. Baker, #1764
Na-Pyrophosphat (10 mM) 0,892 g | Fluka, #71501
NaF (10 mM) 0,4199¢g | Sigma, #S7920
1% Nonidet P40 2ml | Fluka, #74385
aqua dest 200 mi
vor Gebrauch hinzufigen:
1 Complete Mini Protease Inhibitor/10 ml Roche,
#11836153001
50 pl 200 mM NazVO,4/10 mi ICN Biomedicals,
#159664
RLT-Puffer | RLT 5 ml | Quiagen (RNAEasykit)
Beta-Mercaptoethanol 50 pl
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2.2 Western Blot

2.2.1 Allgemein

Der Western Blot ist ein Nachweisverfahren fiir Proteine und lasst sich grob in drei

Arbeitsschritte untergliedern: Gelelektrophorese, Transfer und Immunoblot.

Mittels Gelelektrophorese werden die Proteine ihrer Grof3e nach aufgetrennt. Die zu
trennenden Proteine wandern unter Einfluss eines elektrischen Feldes durch ein Gel,
welches in einer ionischen Pufferlosung liegt. Je nach Grol3e der Proteine bewegen
sich diese unterschiedlich schnell durch das als Molekularsieb wirkende Gel. Je
kleiner die Proteine sind desto schneller bewegen sie sich in Richtung Kathode, so

dass am Ende Proteinbanden abnehmender GréRRe im Gel entstehen.

Anschliel3end erfolgt der Transfer der Proteinbanden auf eine Filtermembran, wo die
Proteine fixiert werden. Dies ist der eigentliche Blot. Hierfur wird ein senkrecht zu Gel
und Membran gerichtetes elektrisches Feld angelegt. Dadurch wandern die Proteine
aus dem Gel auf die Membran, an deren Oberflache sie auf Grund hydrophober
Wechselwirkungen haften bleiben. Das urspringlich im Gel entstandene
Trennmuster der Proteinmolekiile bleibt nach der Ubertragung erhalten, sodass man

eine exakte Replik des urspriinglichen Gels erhalt.

Fur den Nachweis spezieller Proteinbanden sind spezifische Antikorper notig. Auf
den Transfer folgt deshalb ein Immunoblot. Der Primarantikdrper richtet sich gegen
ein spezifisches Antigen des gesuchten Proteins auf der Membran. An dessen fc-Teil
bindet ein Zweitantikdrper, an den wiederum ein Enzym gekoppelt ist, die
,horseradish peroxidase’ (HRP). Diese katalysiert die Umsetzung von Luminol in
seine oxidierte Form. Die dabei entstehende Chemolumineszenz, eine Art optischer
Strahlung, kann dann mit einem Lumineszenz-Detektor (Imager) oder mittels

Rontgenfilm sichtbar gemacht werden.

Um einen spezifischen Nachweis méglich zu machen, missen vor dem Immunoblot
alle freien Bindungsstellen auf der Membran, an die der Antikérper zusatzlich haften
kénnte, blockiert werden. Hierflr wird eine Losung verwendet, deren Proteine von

diesem Antikdrper nicht erkannt werden kdnnen. Auch nach Zugabe des Erst- und
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Zweitantikorpers wird die Membran zusatzlich mit dieser Lésung einige Male

gewaschen, um unspezifisch und schwécher haftende Antikérper zu entfernen.

L Antibody o Luminal/H,0,

2. Antibody
: Enhancer

.-"llr
F
| Filmf
ﬁ Imaging System

Light

Antigen

Membrane

Abb. 9: Prinzip des Immunoblots

Das an der Membran haftende Antigen wird zunachst durch einen spezifischen Erstantikorper erkannt.
Durch Zugabe eines Zweitantikdrpers kann dieser dann an den fc-Teil des Erstantikérpers binden. An
den Zweitantikdrper ist ein Enzym gekoppelt, die HRP. Diese katalysiert die Oxidation von Luminol,
wobei eine Art optische Strahlung entsteht, die schlieBlich mit einem Réntgenfiim oder einem

Lumineszenzdetektor (Imager) sichtbar gemacht wird (Abbildung aus www.Applichem.com).

2.2.2 Probenvorbereitung

Die Groblysate wurden mehrfach auf- und abpipettiert und in 1,5 ml Eppendorf-
Roéhrchen Uberfihrt. Um GUberflissiges Zellmaterial aus den Lysaten zu entfernen,
wurden diese 15 min in der Kuhlzentrifuge bei 4 C mit 1300 rpm zentrifugiert.
AnschlieBend wurden 71,5 pl des Uberstandes abpipettiert. Nach Zugabe von 27,5 pl
LDS (NuPage LDS Sample buffer 4x, Invitrogen) sowie 11 pl Reducing Agent
(Sample Reducing Agent 10x, Invitrogen) und kurzem Schutteln wurden die Proben
fur 10min bei 95T denaturiert. Um das entstandene Kondenswasser
zurtckzufiihren, musste anschlielend noch einmal fur 10 Sekunden zentrifugiert
werden. Die Proben konnten nun auf das Gel aufgetragen werden. Nicht
verwendetes Material wurde bei -20C gelagert. Vor der nachsten Anwendung war

eine erneute 2 minttige Denaturierung der Proben bei 95T ausreichend.

2.2.3 Durchfiuihrung der Blots

Die Western Blots wurden mit dem ,NuPage Gel System® von INVITROGEN nach
Herstellerangaben durchgefihrt. Jeweils 10 pl Probe wurde in eine Kammer des
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Gels aufgetragen. Die Gelelektrophorese lief 1 h bei 150 V und der Transfer dauerte
1 h bei 30 V. Mittels PanceauS-Farbung wurde der Erfolg des Transfers tberprift
und die Proteinmenge in den einzelnen Kammern verglichen.

Fur den Immunoblot wurden die freien Bindungsstellen der Membran Uber Nacht mit
20 ml  NET-0,25 % Gelatine geblockt. Die Antikérper wurden ebenfalls in
NET-0,25 % Gelatine verdinnt. Nach Inkubation der Erstantikérperlosung fur 2 h
wurde 3x 20 min mit jeweils 20 ml NET-0,25 % Gelatine gewaschen. Anschlie3end
erfolgte die Inkubation des Zweitantikdrpers fir 1 h und ein erneuter Waschvorgang
wie nach Inkubation des Erstantikorpers.

Die  Detektion der HRP-gekoppelten Zweitantikbrper erfolgte  mittels
Chemolumineszenzreaktion. Hierzu wurde die Membran 1 min in Substratlosung
inkubiert. Abschlieend wurde ein Roéntgenfilm aufgelegt oder die entstandene

Strahlung mit Hilfe eines Lumineszenzdetektors (,iImager*) gemessen.

2.2.4 Strippen der Blots

Das ,Stripping’ ermdglichte die Wiederverwendung von bereits detektierten
Membranen durch Abtrennung der Antikrperkomplexe. Die Membranen wurden fur
10 min in Stripping-Puffer inkubiert. Danach wurde der Stripping-Puffer verworfen
und die Membranen 3 Mal fur jeweils 2 min in 20 ml NET-25 % Gelatine gewaschen.

Dann erfolgte die erneute Inkubation mit einem Primarantikdrper.

Tabelle 4: Material fur Gelelektrophorese, Transfer , Immunblot und Strippen

Produkt Firma Katalognr.
NuPage 4-12 %Bis-Tris Gels Invitrogen, NP0323BOX
NuPage Antioxidant Invitrogen NPOO005
NuPage MOPS SDS running Buffer Invitrogen NPO0O1
NuPage Transfer Buffer 20x Invitrogen NP00061

Zum Gebrauch:

Transfer Buffer 1x
10 % Methanol

PanceauS Sigma P7170-1L
Protran Nitroellulose Membran BA85 Schleicher & Schull | VWR, #10401196
3MM Chromatographiepapier Whatman VWR, #514-8013
Super Signal West Pico Perbio Science #1856135
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Stable Peroxide Solution

Super Signal West Pico Perbio Science #1856136

Luminol Enhancer Solution

10x NET

-0,5 M EDTA pH8 (100 ml) Sigma #ED2SS500G

-2 M Tris Hcl pH7,5 (250 ml) MERCK #1.08382.2500

-10 %Triton X100 (50 ml) MERCK #108603100

-5 M NacCl (300 ml) J.T. Baker #1764

-ddH,0 (300 ml)

NET/Gelatine 0,25 %

-10x NET (100 ml)

-H20 dd (900 ml)

-Gelatine (2,5 g) Sigma G-8150

Erstantikorper Verdinnung  Grol3e in Firma Katalognr.
kD

P-JNK 1:1000 46/54 Cell signaling | 9251

JNK 1:500 46/54 Cell signaling | 9252

P-p38 1:1000 43 Cell signaling | 9211

p38 1:500 40 Cell signaling | 9212

P-Erk (p44/42) 1:500 44/42 Cell signaling | 9101

P-1kBa 1:500 40 Cell signaling | 2859

IkBa 1:500 39 Cell signaling | 9242

P-NF-kB 1:1000 65 Cell signaling | 3036

P-AKT 1:1000 60 Cell signaling | 9271

LRP-1 1:1000 85 IBM I

Zweitantikorper Verdinnung | Firma Katalognr.

Goat anti Rabbit IgG 1:10 000 Dianova 111-035-144

Goat anti Mouse IgG 1:10 000 Dianova 115-035-146

Marker Verdinnung | Firma Katalognr.

Kaleidoscope %] BioRad 161-0324

Full Range Rainbow 1:6 Amersham RPN8OOE, #28925341
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2.3 RNA-Analysen

2.3.1 RNA-Isolation

Die in RLT-Puffer lysierten Zellen wurden in 2 mL-Eppendorf-Gefal3e Gberflhrt. Nach
Zugabe von 200 pyL Chloroform wurde die Probe fur 15 sec mit dem Vortexer
gemischt und dann 15 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand mit der
Gesamt-RNA wurde in ein neues Reaktionsgefald tberfihrt und mit 500 yL Ethanol
(70 %) durch Invertieren gemischt. Anschlieend wurde die Lésung auf die Silica-
Membran der Sdulen des NucleoSpin-Kits (Macherey-Nagel) gegeben. Die darauf
folgenden Arbeitsschritte (Waschen der Membran, Abbau von DNA durch DNase,
Waschen der Membran) wurden nach Herstellerangaben durchgefihrt. Danach
wurde die RNA in 40 uL Nuklease-freiem Wasser eluiert. Die Uberprifung der
Reinheit sowie die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgten mit Hilfe des

NanoDrop-Gerats.

2.3.2 Schreiben von cDNA

Um die isolierte RNA in cDNA umzuschreiben, wurde 1 pg RNA in einem Volumen
von 25 pyL mit 25 yL RT-Mastermix (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
von Applied Biosystems) gemischt. AnschlieBend erfolgte die cDNA-Synthese im
Thermocycler nach folgendem Protokoll: Inkubation bei 25 T ftr 10 min, bei 37T flur
120 min, bei 70C fur 10 min. Die erhaltene cDNA wu rde bei -20T gelagert.

2.3.3 Real-Time-PCR (TagMan)

Um die Expression bestimmter Gene zu quantifizieren, wurde die entsprechende
cDNA mit Hilfe der TagMan real time PCR-Methode amplifiziert.

Bei diesem PCR-Verfahren wird neben dem genspezifischen Primerpaar (Assay on
demand) eine spezielle fluorogene Sonde zur Probe hinzugeflgt, die sich zwischen
dem Primerpaar an den cDNA-Strang anlagert. Diese TagMan-Sonde ist an einem
Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff markiert, dessen Fluoreszenzaktivitat
jedoch zunachst durch einen Quencher-Fluoreszenzfarbstoff am anderen Ende der
Sonde kompensiert wird. Durch die spezifischen Primer wird die gesuchte Sequenz
amplifiziert. Bei der Amplifikation wird die Sonde durch die Exonukleaseaktivitat der

Tag-Polymerase abgebaut und so der inhibitorische Effekt des Quenchers
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aufgehoben. Die Reporteremission kann nun detektiert werden. Mit zunehmender
Zyklenzahl nimmt die Zahl der cDNA-Kopien in der Probe und damit auch das Signal

ZU.
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Abb. 10: 3 Arbeitsschritte der TagMan PCR

A: Die TagMan Sonde, die an die Zielsequenz zwischen den beiden genspezifischen PCR-Primern
hybridisiert, enthalt einen Reporterfarbstoff (R) am 5-Ende und einen Quencherfarbstoff (Q) am
3'-Ende. Die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffs wird bei intakter TagMan Sonde durch den Quencher
unterdrickt. B-D: Wahrend eines PCR-Zyklus wird die Sonde durch die 5'-3' Exonuklease Aktivitat der
DNA-Polymerase vom 5’-Ende her von der Zielsequenz verdréangt und der Reporter vom Quencher
getrennt. Der abgespaltene Reporter ist nun zur Fluoreszenz beféahigt. Die Zunahme der Intensitat der
Fluoreszenz ist proportional zu der Entstehung von PCR-Produkten (Abbildung enthnommen aus
Gorzelniak, 2002)

Fur die Analyse wurden die cDNA-Proben mit nukleasefreiem Wasser 1:5 verdinnt.
Anschliel3end wurden jeweils 5 pl der verdiinnten Proben mit 15 ul PCR Mastermix
(PCR Mastermix Plus without UNG von Eurogentec), 1,5 pl des entsprechenden
Assay on Demand (Applied Biosystems) und 8,5 pl Nuklease-freiem Wasser
zusammengefuhrt. Die Messung der Reporteremission erfolgte durch das
ABI Prism 7900 HT-Gerat und die Normierung auf das Housekeeping-Gen TATA box
binding protein (TBP) (Normierung auf 10exp(-4) Kopien TBP) ermdglichte die

Quantifizierung der Expression.
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Tabelle 5: Assays on demand

Assays on demand

Genname

\ssay ID

mCcl2 = mMcpl

chemokine (C-C motif) ligand 2

Mm00441242_m1

mCcl5

chemokine (C-C motif) ligand 5

MmO01302428_m1l

mCcl7 chemokine (C-C moitif) ligand 7 MmO00443113 m1l
mCcl8 chemokine (C-C maoitif) ligand 8 MmO01297183 m1l
mIL6 interleukin 6 MmO00446190_m1
mSOCS3 suppressor of cytokine signaling 3; MmO00545913 sl
CIS3; Cish3; SSI-3
MSAA3 serum amyloid A 3 MmO00441203_m1l
mSCD1 stearoyl-Coenzyme A desaturase 1 | Mm00772290_m1
mFasn fatty acid synthase Mm00662319 m1l
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3. Ergebnisse

3.1 Aktivierung von MAP-Kinasen durch SAA in 3T3-L1 Adipozyten

Wichtige Kinasen, deren Aktivierung im Zusammenhang mit Insulinresistenz steht,
sind die MAP-Kinasen JNK, ERK und p38-MAPK. Zunéchst wurde daher der Einfluss

von SAA auf diese Signalwege untersucht und mit dem von TNFa, LPS und HDL
verglichen.

3.1.1 Aktivierung von JNK, ERK und p38-MAPK

Um die Aktivierung von JNK, ERK und p38-MAPK durch SAA in 3T3-L1 Adipozyten
zu untersuchen, wurden die Zellen in einer Zeitreihe von 0 min bis 2 h mit 1 uM
rekombinantem, humanem SAA (SAA1/2) stimuliert. AnschlieBend wurden die
Phosphorylierungen der Kinasen im Western Blot dargestellt. Als Positiv-Kontrolle
diente eine Stimulation mit TNFa (10 ng/ml) fur 15 min.

SAA12 THF o
(1 i) (10 ng/ml)
| |
i il 1
min; o 5 15 30 120 15
# «— 54kD JNK2
48kD  JNK1
P-JNK : _qgkn
INK — e e — +— G4kD JNKZ
(Gesamtprotein) +— 46kD0  JNKA
P-p38-MAPK s — —_— +— 43kD
P-ERK T — e +— 42kD ERK2

Abb. 11: Aktivierung von MAP-Kinasen durch SAA1/2und TN  Fa

Die Stimulation von 3T3-L1 Adipozyten mit SAA1/2 in einer Zeitreihe von 0 min bis 2 h fihrt zu einer
Phosphorylierung von JNK, ERK und p38-MAPK. Die Aktivierung ist bereits nach 15 min zu sehen mit

einem Maximum nach 30 min. Die Stimulation mit TNFa zeigt bereits nach 15 min eine, im Vergleich
zu SAA1/2, starkere Aktivierung der Kinasen.
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Der Western Blot zeigt eine Phosphorylierung von JNK durch SAA1/2 mit einem
Maximum nach 30 min. Der Phosphor-JNK Antikorper erkennt die Isoformen
JNK1 (46 kD) und JNK2 (54 kD) sowie eine nicht identifizierte INK-Isoform bei 40 kD.
Die Proteinkonzentration beider Isoformen bleibt im zeitlichen Verlauf stabil, wie der
Nachweis des Gesamtproteins zeigt. Die Inaktivierung erfolgt durch

Dephosphorylierung, so dass nach 2 h kein Signal mehr nachweisbar ist.

Die p38-MAPK zeigt ebenfalls eine deutliche Aktivierung durch SAA1/2, die nach

30 min am starksten ausgepragt ist.

Der Phosphor-ERK Antikorper erkennt die beiden Isoformen ERK1 (44 kD) und
ERK2 (42 kD). Verglichen mit der relativ starken basalen Phosphorylierung in den
unbehandelten Zellen wird ERK nur schwach durch SAA1/2 aktiviert. Die

Phosphorylierung der beiden Isoformen ist auch hier nach 30 min am deutlichsten.
In der Kontroll-Stimulation mit TNFa ist nach 15 min eine Phosphorylierung aller 3

Kinasen zu sehen, wobei insbesondere JNK und p38-MAPK nicht nur friher,

sondern auch starker aktiviert werden als nach SAA1/2 Stimulation.
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3.1.2 Stimulationen mit SAA1/2, HDL, TNF a und LPS im Vergleich

SAA ist ein Apolipoprotein von HDL und liegt im Blut vorwiegend daran gebunden
vor. Im nachsten Versuch sollte Uberpriuft werden, ob auch HDL selbst einen Effekt
auf die Signalwege von JNK, ERK und p38-MAPK hat. Gleichzeitig sollte deren
Aktivierung durch SAA1/2 verifiziert und mit HDL verglichen werden. Die

Stimulationen erfolgten jeweils in einer Zeitreihe von 0 min bis 2 h.

SAA12 (1 uM) HDL (20 pg/ml)
min: & & 15 30| 120 g & |15 30 |12
i = t = «— 54kD JNK2
P-JNK PR —r— - 45kD JNKA
Salms .  SSESS oo
P-p38-MAPK - - a— 43kD

Abb. 12: Aktivierung von MAP-Kinasen durch SAA1/2u  nd HDL

SAA ist im Plasma Uberwiegend an das Apolipoprotein HDL gebunden. Die Stimulation von 3T3-L1
Adipozyten mit SAA1/2 und HDL in einer Zeitreihe von 0 min bis 2 h fihrt in beiden Fallen zu einer
Phosphorylierung von p38-MAPK mit einem Maximum nach 30 min (rote Késten). Eine Aktivierung
von ERK und JNK ist lediglich nach Stimulation mit SAA1/2 zu sehen.

Wie im vorangegangenen Versuch werden JNK, ERK und p38-MAPK durch SAA1/2
aktiviert. Die Aktivierung ist bei JNK und p38-MAPK nach 30 min am starksten. ERK
wird nur schwach durch SAA1/2 aktiviert und zeigt nach 15 min und nach 30 min die

gleiche Intensitat.

HDL fuhrt ebenfalls zu einer Aktivierung der p38-MAPK nach 30 min. Eine

Aktivierung von JNK und ERK ist hingegen nicht eindeutig zu erkennen.
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In der nachsten Versuchsreihe wurde neben SAA1/2 und TNFa auch mit LPS in
einer Zeitreihe von Omin bis 2h stimuliert. LPS ist Zellwandbestandteil
gramnegativer Bakterien und ein bekannter Aktivator inflammatorischer Signalwege.
LPS diente einerseits als zweite Positivkontrolle. Zusatzlich sollte der zeitliche
Vergleich mit SAA1/2 und TNFa Hinweis auf einen eventuellen gemeinsamen

Rezeptor geben.

SAAT2 (1 uM) LPS (1 pg/mi) TNFe. (10 ng/ml)
min 8 & 5 30 |12D > & |15 3D 120 8 & 5 30 | 120
| P | i ——— L= +«— BAkD JNK2
e e —— - — - - a— 40kD
P-pEB-MAFK . — — — - — o +— 43kD

Abb. 13: Stimulationen mit SAAL1/2, LPS und TNF aim Vergleich

LPS und TNFa sind bekannte Aktivatoren von JNK und p38-MAPK. Die Stimulationen mit LPS und
SAA1/2 zeigen denselben zeitlichen Verlauf mit einer Aktivierung von JNK und ERK nach 15min und
einem Maximum nach 30 min (rote Rahmen). Die Stimulation mit TNFa hingegen hat bereits nach

15 min eine maximale Aktivierung erreicht.

Das Ergebnis ist eine Aktivierung von JNK und p38-MAPK durch alle 3 Stimulantien,
die in den beiden Positivkontrollen TNFa und LPS am deutlichsten ist. Das Maximum
bei einer SAA1/2 Stimulation ist nach 30 min erreicht. Dieses zeitliche Muster trifft
auch fur den Western Blot nach LPS Stimulation zu, wahrend TNFa nach 15 min

eine maximale Aktivierung aller 3 Kinasen zeigt.
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3.1.3 Dosisabhéngige Aktivierung von JNK und p38-MA  PK durch SAA1/2

Fur die bisherigen Western Blots waren 3T3-L1 Adipozyten jeweils mit 1 uM SAA1/2
stimuliert worden. Um einen Dosis-abhéngigen Effekt von SAA auf die Aktivierung
von Stresskinasen in 3T3-L1 Adipozyten zu uberprifen, wurden die Zellen in der
nachsten Versuchsreihe mit steigenden SAA1/2 Konzentrationen (0,01 uM bis 2 uM)
stimuliert. Dieser Bereich wurde gewahlt, da die Plasma Konzentration von SAA1/2 in
Mausen im Bereich zwischen 0,1 uM und 5 uM liegt (Scheja et al., 2008). Die

Stimulationen erfolgten jeweils in Doppelbestimmung.

SAA 12 (M)
A
lf 0 0,01 01 1 2 ]l
+— B4kD JNK2
PSS SEERs 5B
JNK _— e — e e - R—— +— B4kD JNK2Z2
[Gesamiprotein) = +— 46kD JNK1

p38-MAPK =

[Gesamtprotein)

- s e @ +—— 40ED

Abb. 14: Dosis-abhangige Aktivierung von MAP-Kinase  n durch SAA1/2

Die Plasma Konzentration von SAA1/2 in Mausen liegt im Bereich zwischen 0,1 uM und 5 puM. Die
Stimulation mit SAA1/2 fir jeweils 30 min in steigender Dosierung (0,01 uM bis 2 uM) zeigt, dass
bereits 0,01 pM SAA1/2 ausreichen um JNK maximal zu aktivieren. Eine Dosissteigerung bewirkt
keine Verstarkung des Signals. Die Aktivierung von p38-MAPK ist erst bei Stimulation mit 0,1 pM

SAA1/2 zu sehen, nimmt jedoch mit steigender Dosierung zu.

Das Ergebnis ist eine Aktivierung von JNK bereits bei Stimulation mit 0,01 uM
SAA1/2. Eine weitere Dosissteigerung fuhrt jedoch zu keiner Verstarkung des

Signals. Aufféllig ist auf3erdem, dass ausschlieBlich die Isoform JNK1 und die
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unbekannte Isoform aktiviert werden. Eine Bande fir JNK2 bei 54 kD ist nicht zu

sehen.

Eine Aktivierung von p38-MAPK ist bereits bei Stimulation mit 0,1 uM SAA1/2 zu

sehen und zeigt einen Dosis-abhangigen Effekt.

3.2 Aktivierung von NF- kB durch SAA in 3T3-L1 Adipozyten

NF-kB ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor, der an der unter Ubergewicht
auftretenden Entziindungsreaktion im Fettgewebe beteiligt ist. Die Aktivierung durch
LPS oder TNFa erfolgt tber den Abbau seines Inhibitors IkBa. Um den Effekt von
SAA1/2 auf diesen Signalweg zu prifen, wurde daher zunachst die Phosphorylierung
und der Abbau von IkBa nach Stimulation mit SAA1/2 in einer Zeitreihe von 0 min bis

2 h im Western Blot getestet und mit TNFa verglichen.

SAAY2 THF o
{1 phd) (10 ng/ml)
r : A tigpame)
min: O 5 15 30 120 15
P-IkBa ol o I
IkBa - — — «— 38kD

(Gesamtiprotein)

Abb. 15: Phosphorylierung und Abbau von |  kBa durch SAA1/2

IkBa ist ein Inhibitor des Transkriptionsfaktors NF-kB. Die Phosphorylierung von IKB fiir zu dessen
Abbau und zur Aktivierung von NFkB. Die Stimulation von 3T3-L1 Adipozyten mit SAA1/2 zeigt sowohl
eine Phosphorylierung von IkBa nach 15 min, als auch den damit verbundenen, zunehmenden Abbau
des Gesamtproteins. Nach 30 min ist IkBa nahezu vollstandig abgebaut. Nach 2h ist das
Gesamtprotein wieder aufgebaut. Die Stimulation mit TNFa fur 15 min, zeigt ebenfalls eine
Phosphorylierung von IkBa, wobei die Menge des Gesamtproteins so gering ist, dass sie sich nicht
mehr nachweisen lasst.
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Bereits 15 min nach Stimulation mit SAA1/2 ist eine deutliche Phosphorylierung von
IkBa zu erkennen. Die Kontrolle der Gesamtproteinmenge zeigt den darauf folgenden
Abbau von IkBa. Nach 30 min ist kaum noch Protein nachweisbar, wobei nach 2 h

die urspriingliche Menge IkBa wieder aufgebaut ist.

Die Kontrollstimulation mit TNFa zeigt ebenfalls nach 15 min eine Aktivierung von
IkBa. Auch wenn das Signal schwécher ist als nach SAA1/2 Stimulation, scheint die
Phosphorylierung durch TNFa starker zu sein, da kein Gesamtprotein mehr

nachgewiesen werden kann. IkBa ist offenbar schon fast vollstandig abgebaut.

Die Aktivitat des Transkriptionsfaktors NF-kB wird durch verschiedene Faktoren
reguliert: Neben dem Abbau von IkBa verstarken Phosphorylierungen der p65
Untereinheit den Einfluss von NF-kB auf die Genexpression. In den anschlieRenden
Western Blots wurde daher nach Stimulation mit SAA1/2, HDL, TNFa und LPS die
Phosphorylierung von p65 an Ser536 Uberpruft. Die Stimulationen erfolgten wieder in

einer Zeitreihe von 0 min bis 2 h.

SAA12 (1 pM) HDL (20 pg/mi)
min; ol & 15 |30 120 1] 5 156 (30 120
P-NF-kB
i | amn & . +— BEKD
p65 (Ser536)
TNFe (10 ng/ml) LPS (1 pg/ml)
min: o5 15 |3 120 ] 5 15 (3D 120
P-NF-kB
p65 (Ser536) - . - +— 65kD

Abb. 16: Phosphorylierung der p65 Untereinheit von NF-kB durch SAA1/2

Die Phosphorylierung der p65 Untereinheit von NFKB an Ser536 verstarkt den Einflul von NFkB auf
die Genexpression. Die Stimulationen von 3T3-L1 Adipozyten mit SAA1/2 und HDL zeigen keinen
Effekt auf die Phoysphorylierung an dieser Stelle. In den Kontrollstimulationen hingegen sieht man

eine Phoyphorylierung durch TNFa nach 5 min und durch LPS nach 15 min (rote Rahmen).
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In den beiden Positiv-Kontrollen ist eine Phosphorylierung der p65 Untereinheit an
Ser536 durch TNFa nach 5 min und durch LPS nach 15 min nachweisbar. Sowohl
die Stimulation mit HDL als auch SAA1/2 zeigen jedoch keine Phosphorylierung von

NF-kB an dieser Stelle.
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3.3 Einfluss von SAA auf die Genexpression in 3T3-L 1 Adipozyten

Die Aktivierung von IkBa ist ein wichtiger Schritt in der Signalkette von NF-kB. Ob
SAA iber diesen Signalweg die Genexpression verschiedener Proteine beeinflusst,
sollte im nachsten Versuch Uuberpruft werden. Hierfur wurden erneut 3T3-L1
Adipozyten mit SAA1/2 in steigender Dosierung (0,01 uM bis 2 puM) stimuliert.
Anschlieend wurde der Dosis-abhangige Abbau von IkBa getestet und mit der
Genexpression von verschiedenen Proteinen verglichen. Die Bestimmung von IkBa
erfolgte 30 min nach Stimulation mit SAA1/2 im Western Blot. Die Genexpression der
Proteine wurde nach 24 h mittels Real-Time-PCR gemessen. Als Positivkontrolle
diente in beiden Fallen eine Stimulation mit 10 ngTNFa fir 30 min bzw. 24 h.

Als erstes wurde die Induktion von Saa3 in 3T3-L1 Adipozyten nach Stimulation mit
SAA1/2 Uberprift.
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SAAL1/2 SAA1/2 SAALl/2 SAA1l/2 TNFa

Abb. 17: Abbau von | kBa und Induktion von Saa3 durch SAA1/2

Die Stimulation mit SAA1/2 in steigender Dosierung bewirkt einen zunehmenden Abbau von IkBa und
eine zunehmende Induktion von Saa3 in 3T3-L1 Adipozyten. Sowohl der Abbau von IkBa als auch die
Induktion von Saa3 fallen schwécher aus als durch Stimulation mit TNFa. Dargestellt sind die

Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei Stimulationen.
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Der Western Blot zeigt, dass durch Stimulation mit steigender Konzentration von
SAA1/2 zunehmend IkBa abgebaut wird. Die Reduktion der Proteinmenge ist bereits
bei 0,1 uM zu sehen und nimmt bis 2 uM stetig ab.

Darunter ist die Induktion von Saa3 abgebildet. Passend zum Abbau von IkBa steigt
die Induktion von Saa3 in 3T3-L1 Adipozyten mit zunehmender Konzentration von
SAA1/2. Im Vergleich zu TNFa fallt sowohl der Abbau von IkBa als auch die

Induktion von Saa3 jedoch deutlich geringer aus.

3.3.1 Induktion von Chemokinen durch SAA

MCP1 (Ccl2) ist ein Chemokin, das fur die Infiltration des Fettgewebes durch
Makrophagen verantwortlich ist und durch TNFa induziert wird. Ob und wie stark
SAA1/2 in 3T3-L1 Adipozyten die Induktion von Ccl2 und anderen Chemokinen wie

Ccl7, Ccl8 oder Osteopontin bewirkt, wurde daher ebenfalls untersucht.
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Abb. 18:Induktion von  Ccl2 durch SAA1/2

Die Stimulation mit SAA1/2 fur 24h in steigender Dosierung (0,01 uM bis 2 pM) bewirkt eine
dosisabhéngige Induktion von Ccl2 in 3T3-L1 Adipozyten. Die Induktion ist jedoch deutlich geringer
als bei Stimulation mit TNFa (10 ng/ml). Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen

von zwei Stimulationen.
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Abb. 19: Induktion von Ccl7, Ccl8 und Osteopontin d urch SAA1/2

Die Stimulation mit SAA1/2 fur 24h in steigender Dosierung (0,01 uM bis 2 pM) bewirkt eine
dosisabhéangige Induktion von Ccl7 in 3T3-L1 Adipozyten sowie eine Induktion von Ccl8 und
Osteopontin. Die Induktion ist jedoch deutlich geringer als bei Stimulation mit TNFa (10 ng/ml).

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei Stimulationen.

Die beiden Abbildungen zeigen, dass alle untersuchten Chemokine sowohl durch
TNFa als auch durch SAA1/2 induziert werden. Die Induktion von Ccl2 ist am
starksten. Insgesamt ist der Effekt von SAA1/2 bei allen Chemokinen im Vergleich zu
TNFa um ein Vielfaches geringer. Ccl7, Ccl8 und Osteopontin werden nur schwach
durch SAA1/2 induziert. Eine Dosis-abhangige Steigerung der Induktion ist nur bei

Ccl2 und Ccl7 zu sehen.
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3.3.2 Induktion von IL6 und SOCS3 durch SAA

IL6 und SOCS3 sind Mediatoren, die Insulinresistenz ausldosen konnen und Uber den
NF-kB-Signalweg induziert werden. Als nachstes wurde deshalb die Genexpression
dieser beiden Proteine nach Stimulation mit SAA1/2 fir 24 h untersucht.
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Abb. 20: Induktion von IL6 und Socs3 durch SAA1/2

Die Stimulation mit SAA1/2 fur 24h in steigender Dosierung (0,01 uM bis 2 pM) bewirkt eine
dosisabhangige Induktion von IL6 und Socs3 in 3T3-L1 Adipozyten. Die Induktion, insbesondere von
IL6, ist jedoch deutlich geringer als bei Stimulation mit TNFa (10 ng/ml). Dargestellt sind die

Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei Stimulationen.

Sowohl IL6 als auch Socs3 werden Dosis-abhangig durch SAA1/2 induziert. Die
Induktion, insbesondere die von IL6, ist jedoch schwéacher als durch Stimulation mit
TNFa.

3.3.3 Suppression von Lipogenese-Genen durch SAA

Es ist bekannt, dass TNFa die Genexpression von Proteinen des Glukose- und
Lipidstoffwechsels hemmt. Ob SAA1/2 ahnliche Effekte in 3T3-L1 Adipozyten zeigt,
solite am Beispiel von fatty acid synthase' (FASN) und ,steaoryl-Coenzyme A
desaturase 1' (SCD1) uberprift und mit TNFa verglichen werden. Es handelt sich

dabei um Proteine, die fur die Lipidsynthese wichtig sind.
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Abb. 21: Suppression von Lipogenese Genen durch SAA  1/2

Die Stimulation mit SAAL1/2 fur 24h in steigender Dosierung (0,01 uM bis 2 uM) bewirkt eine
Suppression von Scdl und Fasn in 3T3-L1 Adipozyten. Die Suppression ist jedoch deutlich geringer
als bei Stimulation mit TNFa (10 ng/ml). Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
von zwei Stimulationen.

Durch Stimulation mit TNFa wird die Genexpression sowohl von Fasn als auch von
Scdl deutlich gehemmt. Der Effekt von SAA1/2 auf die Genexpression dieser beiden
Proteine féllt geringer aus und ein Dosis-abhangiger Effekt ist nur bei Scdl zu sehen.
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3.4 Effekt von SAA auf die Insulin - Signaltransduk  tion

Die bisherigen Versuche haben die Aktivierung von Stresskinasen und NFkB sowie
die Induktion von Zytokinen und Chemokinen durch SAA1/2 in 3T3-L1 Adipozyten
gezeigt. Im letzten Versuch sollte nun tberprift werden, ob die Wirkung von SAA1/2
ausreicht um die Phosphorylierung von AKT und damit den Insulinsignalweg in 3T3-
L1 Adipozyten zu hemmen. Zunachst wurde durch eine Stimulation mit Insulin in
steigender Dosierung (0,01 nM bis 100 nM) die Aktivierung von AKT in 3T3-L1
Adipozyten getestet. In der darauf folgenden Versuchsreihe wurde erneut mit 10 nM
Insulin stimuliert. Ein Teil der Zellen wurden jedoch zuvor fur 2 h bzw. 6 h mit SAA1/2
vorbehandelt. Als Ladekontrolle wurde ,low density lipoprotein receptor-related
protein 1* (LRP-1) bestimmit.
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|[ o 0.01 0.1 1 10 100 ll
P-AKT - — D . - = B
5
@ Jo o
|
AU
I 1 1 : 1
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Abb. 22: Einfluss von SAA1/2 auf die Aktivierung vo  n AKT durch Insulin

Die Stimulation mit Insulin in steigender Dosierung bewirkt eine zunehmende Phosphorylierung von
AKT, einem wichtigen Signalprotein des Insulinsignalwegs (1). Die Phosphorylierung von AKT durch
Stimulation mit 10nM Insulin fiir 15 min wird durch vorausgehende Stimulation mit SAA1/2 fir 2h und
6h nicht gehemmt (2). LRP-1, als Ladekontrolle, zeigt eine gleichmaRige Auftragung der

Proteinmengen in allen Taschen des Gels.
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Der erste Immunblot zeigt, dass Insulin zu einer Phosphorlierung von AKT in 3T3-L1
Adipozyten fiihrt, die mit steigender Konzentration zunimmt. Die Aktivierung von AKT
durch Insulin ist auch im zweiten Immunblot zu sehen und wird durch SAA weder

nach 2 h noch nach 6 h abgeschwacht.
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4. Diskussion

4.1.Aktivierung von IRS-Kinasen durch SAA in 3T3-L1  Adipozyten

Ein wichtiger molekularer Mechanismus bei der Entstehung von durch Ubergewicht
induzierter Insulinresistenz ist die Serinphosphorylierung von IRS Proteinen. Sie
verhindert die Tyrosinphosphorylierung dieser Proteine und dadurch die Aktivierung
nachfolgender Signalmolekile wie der PI3-Kinase und AKT. Folge ist eine
herabgesetzte Stimulation des Glukosetransports und weiterer Insulineffekte. Zu den
Serin/Threoninkinasen gehoren unter anderem JNK und IKK. lhre Aktivierung erfolgt
durch inflammatorische Stimuli wie TNFa, durch freie Fettsauren oder intrazellulare
Stressreaktionen und ist unter Ubergewicht verstarkt. Durch Geninaktivierung sowohl
von JNK als auch von IKK kann in Mausen die Entstehung von Insulinresistenz bei
Ubergewicht verhindert werden (Hirosumi et al., 2002, Yuan et al., 2001). SAA ist ein
Akut-Phase Protein, dessen Plasmaspiegel unter Ubergewicht ansteigt und mit der
Entstehung von Insulinresistenz korreliert (Yang et al., 2006, Scheja et al., 2008). In
dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob SAA, genau wie TNFa und andere
Stressfaktoren, IRS-Kinasen aktiviert und damit kausal zur Entstehung von
Insulinresistenz beitragen kdnnte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Stimulationen mit 1 uM
humanem, rekombinantem SAA1/2 zu einer Aktivierung von JNK in 3T3-L1
Adipozyten fuhren (s. Abb. 11-13). Die Plasma Konzentration von SAA bei
normalgewichtigen und bei Ubergewichtigen Mausen liegt zwischen 0,1 uM und 5 pM
(Scheja et al., 2008). Welche SAA-Konzentration unter Ubergewicht im Fettgewebe
vorliegt, ist nicht bekannt. Durch Stimulationen mit steigender SAA Konzentration
konnte jedoch gezeigt werden, dass bereits 0,01 pM SAA1/2 ausreichen um JNK zu
aktivieren (s. Abb. 14). Es ist also denkbar, dass SAA im Fettgewebe an der
verstarkten Aktivierung von JNK unter Ubergewicht beteiligt ist.

SAA1/2 fuhrt auch zu einer Aktivierung von IKK in 3T3-L1 Adipozyten. Dies wird in
der vorliegenden Arbeit indirekt tGber die Phosphorylierung und den darauf folgenden
Abbau von IkBa gezeigt, da hierfir die Aktivierung von IKK notwendig ist (s. Abb. 15).
Der Abbau von IkBa nimmt mit steigender SAA1/2 Konzentration zu (s. Abb. 17).
Sowohl die Aktivierung von JNK als auch der Abbau von IkBa sind aber insgesamt
schwacher als in den Stimulationen mit TNFa (s. Abb. 11, 13, 15 und 17).
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Neben JNK und IKK sind noch andere IRS Kinasen an der Inhibierung von IRS-1
beteiligt. Viele sind, wie JNK, Signalmolekile des Insulins und dienen unter
physiologischen Bedingungen sowohl der Insulinsignalweiterleitung als auch der
negativen Ruckkopplung. Hierzu gehdren zum Beispiel m-TOR, ,S6 Kinase 1‘ (S6K1)
oder ERK (Zick, 2005, Taniguchi et al., 2006). ERK wird ebenfalls durch SAA1/2
aktiviert, wie in dieser Arbeit gezeigt wird (s. Abb. 11 und 12). Die Beteiligung an der
Entstehung von Insulinresistenz ist noch nicht geklart. IRS-1 besitzt Uber 70
Serinreste, deren Phosphorylierung unter Ubergewicht verstarkt und an der
Inhibierung von IRS-1 beteiligt ist (s. Abb. 23). Am besten untersucht ist die
Phosphorylierung an Ser307 im Bereich der ,phosphotyrosine-binding domain’

(PTB-Domaéne) durch JNK und IKK. Diese Domane ist genau wie die PH-Domane fur

die hohe Affinitat von IRS-1 zum Insulinrezeptor verantwortlich.
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Abb. 23.: Struktur und Interaktionspartner von IRS- 1 (Taniguchi et al., 2006)

IRS-1 verflugt Uber eine PH-Doméane und eine PTB-Domane, die die hohe Affinitdt zum Insulinrezeptor
ausmachen. Oben sind Tyrosinreste (Y) dargestellt, die durch den Insulinrezeptor phosphoryliert
werden und Signalmolekile, die daran binden. Unten sind Serinresten (S) dargestellt und Kinasen, die
fur ihre Phosphorylierung verantwortlich sind. Blaue Kreise stehen fiir eine positive Regulierung der
Signalweiterleitung, rote Kreise fir eine Inhibierung. Bei einer Kombination aus beiden Farben kann

die Regulation negativ oder positiv ausfallen. Bei weiRen Kreisen ist der Effekt noch nicht bekannt.

Diese Arbeit konnte nachweisen, dass eine Aktivierung von JNK, IKK und ERK durch
SAA1/2 in 3T3-L1 Adipozyten erfolgt. Zukinftige Untersuchungen konnten die
Aktivierung weiterer IRS-Kinasen sowie den inhibitorischen Effekt von SAA auf die
Tyrosinphosphorylierung von IRS-1 zum Ziel haben. Es konnte aber gezeigt werden,
dass Stimulationen mit SAA1/2 fir 2h sowie fur 6h nicht ausreichen, um die
Phosphorylierung von AKT in 3T3-L1 Adipozyten zu hemmen (s. Abb. 22). Der
inhibitorische Effekt von SAA auf IRS-1 ist also moglicherweise nur gering.
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4.2 Einfluss von SAA auf die Genexpression in 3T3-L 1 Adipozyten

4.2.1 Induktion inflammatorischer Gene durch SAA

Ubergewicht und Insulinresistenz sind mit Veranderungen der Genexpression
assoziiert. In Fettzellen ist unter anderem die Genexpression von
Entzindungsmediatoren wie TNFa, IL6 oder CCL2 erhtht (Scheja et al., 2008).
TNFa und IL6 sind bekannte Ausloser fir Insulinresistenz. Chemokine wie CCL2
bewirken, dass zusatzlich Makrophagen ins Fettgewebe einwandern, die das
entziindliche Geschehen verstarken, indem sie noch mehr Entziindungsmediatoren
freisetzen (Weisberg et al.,, 2003). Der Plasmaanstieg von SAAl und 2 in
Ubergewichtigen Mausen korreliert sowohl mit der Induktion von TNFa, IL6 und Ccl2
im Fettgewebe als auch mit Markern, die eine erhohte Infiltration durch Makrophagen
anzeigen (CD11b, CD68, Emrl) (Scheja et al.,, 2008). Die Frage ist also, ob der
Plasma-Anstieg von SAA unter Ubergewicht kausal zu den Veranderungen der
Genexpression in Fettzellen beitragt.

In dieser Arbeit wurde daher zunachst der Einfluss von SAA1/2 auf NF-kB, einen
wichtigen Transkriptionsfaktor inflammatorischer Gene, untersucht. Die Aktivitat von
NF-kB wird Uber die Phosphorylierung und den anschlie@enden Abbau von IkBa
reguliert und kann durch Phosphorylierungen der p65 Untereinheit noch gesteigert
werden (Hayden and Ghosh, 2008). Das Ergebnis der Stimulationen von 3T3-L1
Adipozyten mit SAA1/2 ist die Phosphorylierung und ein zunehmender Abbau von
IkBa mit steigender SAA1/2-Dosis. Im Vergleich zu TNFa ist der Effekt geringer und
eine Phosphorylierung von p65 an Ser536 konnte nicht gezeigt werden (s. Abb. 15-
17). Dies spricht daftir, dass auch die Aktivierung von NF-kB durch SAA im Vergleich
zu TNFa schwacher ist.

AnschlieBend wurde die Induktion verschiedener Chemokine durch SAA1/2 in 3T3-
L1 Adipozyten Uberprift und mit TNFa verglichen. Das Ergebnis ist die Induktion von
Saa3, die Dosis-abhangig steigt und mit dem Abbau von IkBa korreliert (s. Abb. 17).
SAA3 ist eine Isoform, die nur bei Mausen und anderen Nagetieren vorkommt und
dort unter Ubergewicht im Fettgewebe ansteigt. Bei Menschen ist das SAA3-Gen
defekt (Larson et al., 2003). SAA3 hat chemotaktische Eigenschaften und spielt
maoglicherweise in der frihen Phase der Entziindungsreaktion eine Rolle. Dafur
sprechen Untersuchungen, in denen der Anstieg von SAA3 im Fettgewebe

hochkalorisch ernahrter Mause zeitgleich mit dem Auftreten von Makrophagen erfolgt
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(Han et al., 2007, Scheja et al., 2008). Zusatzlich zeigt diese Arbeit, dass bereits
geringe Konzentrationen SAA1/2 (0,01 uM) zu einer deutlichen Induktion von Ccl2
fuhren (s. Abb. 18). Dabei handelt es sich um ein Chemokin, das entscheidend zur
Infiltration des Fettgewebes durch Makrophagen und zur Entstehung von
Insulinresistenz unter Ubergewicht beitragt. Dies konnte durch Uberexpression und
Geninaktivierung von Ccl2 in Mausen gezeigt werden (Kanda et al., 2006). Die
Induktion von Osteopontin wurde ebenfalls untersucht, da es ein Chemokin ist, das
unter Ubergewicht vermehrt im Fettgewebe exprimiert wird und in knockout-
Experimenten an Mausen ahnliche Effekte zeigt wie Ccl2 (Nomiyama et al., 2007,
Chapman et al., 2010) Die Induktion von Osteopontin durch SAA1/2 in dieser Arbeit
ist gering (s. Abb. 19). Dazu passen die Ergebnisse von Nomiyama et al., in denen
Makrophagen die primare Quelle von Osteopontin sind und die Genexpression in
Fettzellen ebenfalls gering ist. Die Stimulationen mit SAA1/2 zeigen auch eine
Induktion von Ccl7 und Ccl8 (s. Abb. 19). Beides sind Chemokine, die im viszeralen
Fettgewebe Ubergewichtiger Menschen vermehrt exprimiert werden. Sie wirken tber
denselben Rezeptor wie Ccl2 und eine Beteiligung an der Entziindungsreaktion unter
Ubergewicht wird diskutiert (Weisberg et al., 2006, Huber et al., 2008).

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der Plasma-Anstieg von SAAl
und 2 uber die Induktion von Chemokinen zur Infiltration von Makrophagen ins
Fettgewebe unter Ubergewicht beitragt. Die Effekte sind allerdings, genau wie die

Aktivierung von NF-kB, deutlich geringer als nach Stimualtion mit TNFa.

Weitere bekannte Zielgene von NF-kB sind IL6 und Socs3. Beide Molekiile sind an
der Entstehung von Insulinresistenz beteiligt und werden in dieser Arbeit Dosis-
abhéangig durch SAA1/2 in 3T3-L1 Adipozyten induziert. Die Induktion ist auch hier
geringer als durch TNFa (s. Abb.20). SOCS3 bindet an Tyrosinreste des
Insulinrezeptors und hemmt dadurch die Tyrosinphosphorylierung von IRS-1 (Ueki et
al., 2004). Dies ist neben der Serinphosphorylierung ein entscheidender
Mechanismus der Inhibierung von IRS-1 durch TNFa (Ishizuka et al., 2007). IL6 ist
im Fettgewebe Ubergewichtiger Menschen erhoht (Fried et al., 1998, Mohamed-Ali et
al., 1997) und Versuche an 3T3-L1 Adipozyten zeigen, dass IL6 in diesen Zellen
Insulinresistenz ausldst (Rotter et al., 2003). Durch die Induktion von IL6 und SOCS3
kann SAA somit indirekt seinen eigenen inhibitorischen Effekt auf den

Insulinsignalweg in Fettzellen verstarken. Die Inhibierung des Insulinsignalwegs
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durch SAA wurde in dieser Arbeit anhand der Phosphorylierung von AKT Uberpruft.
Die Stimulationen mit SAA1/2 fir 2h und 6 h zeigten dabei jedoch keinen
inhibitorischen Effekt (s. Abb. 22). Um die volle inhibitorische Wirkung von SAA1/2
auf den Insulinsignalweg in 3T3-L1 Adipozyten zu beurteilen, sind vermutlich langere

Stimulationszeiten oder Stimulationen mit SAA1/2 und IL6 in Kombination notwendig.

4.2.2 Suppression Stoffwechsel-relevanter Gene durc  h SAA

Die Entstehung von Insulinresistenz beruht nicht nur auf der Induktion
inflammatorischer Gene, sondern auch auf Veranderungen der Genexpression von
Proteinen, die am Stoffwechsel beteiligt sind. Diskutiert wird zum Beispiel, dass die
verstarkte Aktivierung der p38-MAPK unter Ubergewicht zu einer verminderten
Genexpression von Glut4 fuhrt (Carlson et al, 2003). Glut4 ist ein
Glukosetransporter, die fur die Insulin-vermittelte Aufnahme von Glukose ins
Fettgewebe und in die Skelettmuskulatur verantwortlich ist (Kronberg and
Rieckmann, 2009). Diese Arbeit zeigt eine Aktivierung der p38-MAPK durch SAA1/2
in 3T3-L1 Adipozyten, die Dosis-abhangig steigt (s. Abb. 11-14). Passend dazu
konnte in vorangegangenen Versuchen gezeigt werden, dass SAA1l/2 die
Genexpression von Glut 4 in 3T3-L1 Adipozyten hemmt. Die Glukoseaufnahme war
dabei jedoch uneingeschréankt (Scheja et al., 2008). Dies liegt vermutlich daran, dass
zusatzlich zur Genexpression von Glut4 andere molekulare Mechanismen
entscheidender fur die verminderte Glukoseaufnahme sind. Zum anderen zeigt diese
Arbeit, dass die Aktivierung der p38-MAPK durch SAA1/2 schwacher ist als durch
TNFa (s. Abb. 11 und 13).

Ubergewicht ist auch mit Veranderungen im Lipidstoffwechsel verbunden. Es ist
bekannt, dass beispielsweise die Genexpression von Scdl und Fasn im viszeralen
Fettgewebe Ubergewichtiger Menschen vermindert ist (Mayas et al., 2010, Garcia-
Serrano et al., 2011). SCD1 und FASN sind Enzyme, die an der Lipidsynthese
beteiligt sind und deren verminderte Genexpression im Fettgewebe mit der
Entstehung von Insulinresistenz korreliert.

SAA ist, im Vergleich zu TNFa, an der verminderten Genexpression dieser beiden
Proteine nur geringfligig beteiligt wie in den Stimulationen dieser Arbeit zu sehen ist
(s. Abb. 21).
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4.3 TLR4 - ein moglicher Rezeptor von SAA

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass SAA1/2 inflammatorische
Signalwege in 3T3-L1 Adipozyten aktiviert, die an der Entstehung von
Insulinresistenz beteiligt sind. Unklar ist, Gber welche Rezeptoren die Aktivierung
erfolgt. Aus diesem Grund wurden vergleichende Stimulationen mit SAA1/2, TNFa
und LPS durchgefihrt. TNFa ist ein bekannter Aktivator inflammatorischer
Signalwege und Ausloser fir Insulinresistenz. LPS ist Zellwandbestandteil
gramnegativer Bakterien und stimuliert TLR4 Rezeptoren. Diese Rezeptoren sind
von besonderem Interesse, da gezeigt wurde, dass auch freie Fettsduren an sie
binden und Insulinresistenz auslésen konnen (Lee et al., 2001, Shi et al., 2006). JNK,
p38-MAPK, ERK und NF-kB sind Signalwege von TLR4 (Kumar et al., 2009).

Diese Arbeit zeigt, dass die Effekte von SAA1/2 auf die Aktivierung von Signalwegen
und die Genexpression schwacher sind als in den Stimulationen mit TNFa.
AulRerdem tritt die maximale Aktivierung erst 15 min spater ein (s. Abb. 11 und 13).
Dies lasst vermuten, dass der Signalweg des SAA-Rezeptors deutlich anders verlauft
als der Signalweg des TNFa-Rezeptors. LPS als zweite Positivkontrolle zeigt mehr
Ahnlichkeit zur Aktivierung von JNK und p38-MAPK durch SAA1/2. Dies betrifft
sowohl das zeitliche Muster mit einer maximalen Aktivierung nach 30 min als auch
die Starke der Phosphorylierung von p38-MAPK durch SAA1/2 und LPS (s. Abb. 13).
Beides sind Hinweise, dass SAA an TLR4 Rezeptoren bindet. Fir diese Hypothese
sprechen auch publizierte in vitro Experimente an Makrophagen. Durch
Geninaktivierung von TLR4 in diesen Zellen wurde die Aktivierung von ERK und p38-
MAPK durch SAA1/2 aufgehoben (Sandri et al., 2008). Weitere Untersuchungen
zeigen, dass SAA3 in Makrophagen Uber TLR4 Rezeptoren den NF-kB Signalweg
aktiviert (Hiratsuka et al., 2008). Mdglich ist auch, dass SAA Uber verschiedene
Rezeptoren inflammatorische Signalwege in Fettzellen aktiviert. Neben TLR4 sind
noch weitere Rezeptoren bekannt, mit denen SAA interagiert. Dazu gehotren

formyl-peptide-receptor like 1' (FPRL1), ein Rezeptor, der auf Immunzellen

vorkommt und Uber den SAA die Genexpression von Entziindungsmediatoren wie
IL8 und Ccl2 induziert (He et al., 2003, Lee et al., 2008) und ,lysosomal integral
membrane protein Il analogous-1‘ (CLAl), ein Rezeptor, der auf vielen Zellen
vorkommt und auch in Adipozyten stark exprimiert wird (Yvan-Charvet et al., 2007).
Experimente an HelLa Zellen zeigen eine Aktivierung von ERK und p38-MAPK durch
SAA Uber CLA1(Baranova et al., 2005).
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4.4 Bedeutung von SAA Isoformen in Maus und Mensch

Von den 4 bekannten Isoformen sind hauptsachlich SAA1 und 2 fir den
Plasmaanstieg in der Akut-Phase Reaktion und unter Ubergewicht verantwortlich. Bei
Mausen erfolgt die Synthese von SAAl und SAA2 in der Leber, wahrend im
Fettgewebe vor allem SAA3 gebildet und unter Ubergewicht induziert wird (Scheja et
al., 2008). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine Aktivierung inflammatorischer
Signalwege und die Induktion von Chemokinen durch SAA1/2 in 3T3L-1 Adipozyten
(s. Abb. 24). Unklar ist, ob SAA3 auf parakrinem Weg ebenfalls Signalwege in
Fettzellen aktiviert und die Genexpression beeinflusst. Dies konnte nicht getestet
werden, da rekombinantes SAA3 nicht verfiigbar war. Moglicherweise ist der Einfluss
von SAA3 auf den Insulinsignalweg in 3T3-L1 Adipozyten sogar grof3er als durch
SAAl und 2.

Rezeptor?
EM].)"Z TLR4?

>

\

] — @D — i

NE-kB AP-L

parakrine Wirkung?

SAA3

Chemotaxis,
Entzidndung

Ccl2, Ccl?, Ccl8,

Osteopontin Inflammatorische Gene

Fettzelle

Abb. 24.: Mdgliche Wirkmechanismen von SAA 1/2 und 3 in Mausen

Bei Mausen wird unter Ubergewicht in der Leber vermehrt SAAL und 2 gebildet. Diese Arbeit zeigt,
dass SAAL1/2 lber einen noch nicht bekannten Rezeptor (mdglicherweise TLR4) die Aktivierung von
JNK und IKK in 3T3-L1 Adipozyten bewirkt. Diese Kinasen kénnen den Insulinsignalweg tber IRS-1
hemmen und durch Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 inflammatorische Gene
aktivieren. Diese Arbeit zeigt, dass SAA1/2 in 3T3-L1 Adipozyten die Genexpression von Chemokinen
(Ccl2, Ccl7, Ccl8, Osteopontin und Saa3) induziert. Ob SAA3 auf parakrinem Weg &hnliche oder

sogar starkere Effekte im Fettgewebe von Mausen zeigt wie SAA1/2, ist nicht bekannt.
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Durch Geninaktivierung von Saa3 in Mausen konnte gezeigt werden, dass
hochkalorische Erndhrung eine geringere Gewichtszunahme bewirkt als in Wildtyp-
Mausen. Zusatzlich ist die Entziindung im Fettgewebe und die Hyperlipidamie bei
weiblichen Saa3-knockout Mausen vermindert (Hartigh et al., 2014).

Bei Menschen scheint hauptsachlich das Fettgewebe fur den Anstieg von SAA1 und
2 im Plasma verantwortlich zu sein, wahrend SAA3 nicht vorkommt (Yang et al.,
2006, Larson et al., 2003). Denkbar ist, dass SAAl und 2 bei Menschen eine
ahnliche Rolle spielen wie SAA3 bei Mausen. In dieser Arbeit wurde mit 3T3-L1-
Adipoyzen gearbeitet. Es handelt sich dabei um den Klon einer
Mausefibroblastenlinie. Die Effekte von SAA1/2 in menschlichen Zellen kdnnten sich
daher von unseren Ergebnissen unterscheiden und den Effekten von SAA3 in 3T3-

L1 Adipozyten ahneln. Weitere Versuchsreihen sind nétig, um dies zu tberprufen.

4.5 Bedeutung von SAA in anderen Gewebearten

Die vorliegende Arbeit hat sich mit der Wirkung von SAA auf Fettzellen beschétftigt,
da die Entziindungsreaktion unter Ubergewicht vor allem im Fettgewebe stattfindet
(Wellen and Hotamisligil, 2005, Shoelson et al., 2007). Makrophagen, die unter
Ubergewicht ins Fettgewebe einwandern, tragen jedoch ebenfalls entscheidend zur
Entzindungsreaktion bei. Untersuchungen zeigen beispielsweise, dass der Anstieg
von TNFa im Fettgewebe vor allem durch Makrophagen verursacht wird (Weisberg et
al., 2003). Immunzellen sind reich an TLR4 Rezeptoren und in vitro Experimente
zeigen, dass SAA in Makrophagen inflammatorische Signalwege aktiviert und in
neutrophilen Granulozyten und Monozyten (Vorlaufer der Makrophagen) die
Synthese von TNFa induziert (Furlaneto and Campa, 2000, Hatanaka et al., 2004).
Denkbar ist, dass SAA in Makrophagen einen starkeren Einfluss auf Signalwege und
Genexpression hat als in unseren Versuchen an 3T3-L1 Adipozyten und dass SAA
Uber die Induktion von TNFa in Makrophagen indirekt die Insulinsensitivitat in
Fettzellen vermindert.

Eine weitere Frage ist, ob SAA die Insulinsensitivitat in Leber und Skelettmuskulatur
beeinflusst, da SAA nicht nur im Fettgewebe, sondern auch im Plasma erhoht ist. Die
Entziindung, insbesondere die Infiltration durch Makrophagen, ist im Fettgewebe am
starksten ausgepragt. Das Fettgewebe ist jedoch nicht allein fur die Entwicklung von

gestorter Glukosetoleranz und Typ-2-Diabetes verantwortlich. Leber und
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Skelettmuskulatur gehoéren ebenfalls zu den insulinsensitiven Geweben und tragen
zur Senkung des Blutzuckerspiegels bei. 75 % der Uber die Nahrung zugefiihrten
Glukose wird in die Muskulatur aufgenommen (Sesti, 2006) und sowohl in der
Skelettmuskulatur als auch in der Leber wird unter Ubergewicht eine verstarkte
Aktivierung inflammatorischer Signalwege beobachtet (Kénner and Briining, 2011).
Zuséatzlich ist in der Muskulatur von Ubergewichtigen Menschen und Typ 2
Diabetikern die Genexpression von TLR4 signifikant erhdht (Reyna et al., 2008).

Um zu beurteilen, welche Wirkung der Anstieg von SAA im Plasma auf den
gesamten Korper und damit die Entstehung von gestdrter Glukosetoleranz und
Diabetes hat, sind in vivo Untersuchungen, zum Beispiel mit Saa knock-out Mausen,
notig.

4.6 Therapiemdglichkeiten

Die  Forschungsergebnisse der letzten Jahre haben gezeigt, dass
Entztndungsvorgénge fiur die Entstehung von Insulinresistenz von grof3er Bedeutung
sind und stellen damit gleichzeitig neue Mdoglichkeiten zur Therapie von gestorter
Glukosetoleranz und Dyslipidamie in Aussicht. Entziindungsmediatoren und ihre
Signalwege sind mogliche pharmakologische  Angriffspunkte, um die
Insulinsensitivitat zu verbessern.

NF-kB und JNK werden unter Ubergewicht verstarkt aktiviert und ihre Blockierung hat
sich bereits in mehreren Untersuchungen als effektiv erwiesen. Wie in der Einleitung
erwahnt, kann durch Inhibierung des NF-kB Signalwegs mit Aspirin und anderen
Salicylaten sowohl in Mausen als auch bei Menschen eine Verbesserung der
Insulinsensitivitat erreicht werden (Yuan et al., 2001, Shoelson et al., 2003). Andere
Studien zeigen, dass die Inhibierung von JNK in Mausen die Insulinsensitivitat
verbessert und die Entstehung arteriosklerotischer Plaques vermindert (Kaneto et al.,
2004, Ricci et al., 2004). Ob dieser Effekt bei Menschen erzielt werden kann, ist noch
nicht gezeigt worden. Wirkungsvolle orale Antidiabetika sind Glitazone, auch
Thiazolidindione (TZD) genannt. Es handelt sich um Agonisten des
Transkriptionsfaktors PPARYy. lhre Wirkung beruht unter anderem auf der Induktion
von Genen, die die Aufnahme und Speicherung von Lipiden erh6éhen, sodass der
Anteil freier Fettsduren im Blut gesenkt wird (Yki-Jarvinen, 2004). Zuséatzlich werden

auch anti-inflammatorische Effekte von PPARy Agonisten beschrieben (Mohanty et
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al., 2004, Jiang et al, 1998), die vermutlich auf einer Hemmung der
Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 beruhen (Ricote et al., 1998, Aljada et al.,
2001, Ghanim et al., 2001).

JNK und NF-kB koénnen unter Ubergewicht sowohl durch TNFa als auch durch freie
Fettsduren und Stressreaktionen in Zellorganellen aktiviert werden und die
Inhibierung des Insulinsignalwegs beruht wahrscheinlich auf kumulativen Effekten
mehrerer Mediatoren. Die Tatsache, dass SAA ebenfalls NF-kB und JNK aktiviert
bestarkt die Vermutung, dass es sich hierbei um Schliisselmolekile handelt, zeigt
aber auch, dass ein Therapieerfolg durch Ausschalten einzelner Mediatoren
schwierig ist. Ziel ware die Unterbindung von Mediatoren, die am Anfang der
Signalkaskade stehen und fur die Auslosung der Entziindungsreaktion verantwortlich
sind, wie zum Beispiel ER-Stress oder oxidativer Stress in den Mitochondrien. In
Mauseversuchen konnte durch Neutralisation erhéhter TNFa-Spiegel eine
Verbesserung der Insulinsensitivitdt erreicht werden (Hotamisligil et al., 1993).
Untersuchungen bei Menschen zeigen jedoch unterschiedliche Ergebnisse. Durch
kurzzeitige Infusion von Antikérpern gegen TNFa konnte keine Verbesserung der
Insulinsensitivitat bei Ubergewichtigen und Diabetikern erreicht werden (Ofei et al.,
1996, Paquot et al., 2000, Di Rocco et al., 2004)). TNFa Antagonisten, die in der
Therapie von Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis Gber einen
langeren Zeitraum verabreicht werden, verbessern hingegen sowohl bei Patienten
mit rheumatischen Erkrankungen (Kiortsis et al., 2005, Tam et al., 2007, Huvers et
al., 2007) als auch bei Ubergewichtigen die Insulinsensitivitat (Yazdani-Biuki et al.,
2004). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Effekte von SAA sowohl auf die
Signalwege als auch auf die Genexpression geringer sind als durch TNFa und dass
SAA alleine keine Inhibierung des Insulinsignalwegs bewirkt (s. Abb.11). Eine
Steigerung der Insulinsensitivitdt durch Inhibierung von SAA ist daher nicht zu

erwarten.
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5. Zusammenfassung

Ubergewicht ist ein Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung von Insulinresistenz und
Typ-2-Diabetes. Die molekularen Mechanismen, die dabei eine Rolle spielen, sind
Gegenstand aktueller Forschung. Insbesondere scheinen Entziindungsvorgange im
Fettgewebe von Bedeutung zu sein. Sensitive Plasmamarker fir entzindliche
Vorgénge sind Akut-Phase-Proteine wie Serum Amyloid A (SAA). Es konnte gezeigt
werden, dass SAA bei Ubergewichtigen Menschen im Plasma und im Fettgewebe
ansteigt und dass der Anstieg mit der Entstehung von Insulinresistenz korreliert.
Diese Arbeit geht der Frage nach, ob SAA neben seiner Funktion als Biomarker fur
Insulinresistenz auch kausal zur Entstehung von Insulinresistenz im Fettgewebe
beitragt.

Dazu wurden 3T3-L1 Adipozyten mit humanem, rekombinantem SAA1/2 stimuliert.
Die daraus gewonnenen Lysate wurden flr Western-Blot- und RNA-Analysen
verwendet, um den Einfluss von SAA1/2 auf die Aktivierung inflammatorischer
Signalwege und auf die Genexpression zu priufen. Zum Vergleich wurden
Stimulationen mit TNFa, einem bekannten Ausléser fir Insulinresistenz,
durchgefuhrt. Die Western-Blot-Analysen zeigen, dass SAA1/2 in 3T3-L1 Adipozyten
sowohl den NFkB-Signalweg als auch die MAPKinasen JNK, ERK und p38-MAPK
aktiviert. Es handelt sich hierbei um Signalwege, die im Zusammenhang mit
Insulinresistenz stehen, da sie den Insulinsignalweg hemmen und zu Veranderungen
der Genexpression fuhren. Die RNA Analysen zeigen, dass SAA1/2 die
Genexpression von Chemokinen (Ccl2, Ccl7, Ccl8, Osteopontin, Saa3) induziert.
Diese bewirken, dass unter Ubergewicht Makrophagen ins Fettgewebe einwandern
und die Entzindungsreaktion verstarken. Sie zeigen aul3erdem, dass SAA1/2 die
Genexpression von IL6 und Socs3 induziert. Beide Proteine kénnen in Adipozyten
Insulinresistenz auslésen. Neben der Induktion inflammatorischer Gene zeigen die
RNA-Analysen, dass SAA1/2 Stoffwechsel-relevante Gene, wie Fasn und Scdl,
supprimiert. Die beobachteten Effekte von SAA1/2 in 3T3-L1 Adipozyten fallen
geringer aus als in den Stimulationen mit TNFa und eine Hemmung des
Insulinsignalwegs durch SAA1/2 alleine konnte nicht nachgewiesen werden.

Die Induktion von Chemokinen und die Aktivierung inflammatorischer Signalwege
durch SAA in 3T3-L1 Adipozyten sind jedoch Hinweise, dass SAA auch in vivo an der

Entztiindungsreaktion im Fettgewebe bei Ubergewicht beteiligt ist.
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6. Anhang

6.1 Abkurzungsverzeichnis

A
3T3-L1 Adipozyten Klon einer Mausefibriblastenlinie
AKT auch PKB (siehe dort)
AP-1 Aktivatorprotein 1
B
BSA Bovine serum albumin
C
Ccl 2 auch MCP-1 (siehe dort)
CS calf serum
E
ER Endoplasmatisches Retikulum
ERK extracellular signal-regulated kinase
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
F
FASN fatty acid synthase
FCS fetal calf serum
G
Glut4 Glukose Transporter 4
GSK3 Glykogensynthase Kinase 3
H
HelLa menschliche Epithelzellen eines Zervixkarzinoms
HDL high density lipoprotein
HRP horseradish peroxidase
IkB inhibitor of kB
IKK inhibitor of NF-kB (IkB) kinase
IL1 Interleukin 1
IL6 Interleukin 6
IRS Insulin-Rezeptor-Substrat



JNK

LDL
LPS
LRP-1

MAPK
MCP1
MEK1/2
mTOR

NFkB
NO

PBS

PCR

PDK1
PH-Domane
PIP3

PI3K
PPARy
PTB-Domane
PTPasen
PTP1B
p38-MAPK

RIPA
RNA
ROS

rpm

S6K1
SAA

Anhang

c-Jun-N-terminal kinase

low density lipoprotein
Lipopolysaccharid

low density lipoprotein receptor-related protein 1

mitogen activated protein kinase
monocyte chemotactic protein 1
MAPK/ERK kinase 1/2

mammalian target of rapamycin

nuclear factor kappa B

nitric oxide

phosphate buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion

phosphoinositide dependent kinase 1
Pleckstrin-Homologie-Doméne
Phosphatidylinositol 3,4,5-tri-phosphat
Phosphatidylinositol-3 Kinase

peroxisome proliferator-activated receptor gamma
phosphotyrosine-binding domain

protein tyrosine phosphatases

protein tyrosine phosphatase 1B

p38 mitogen-activated protein kinase

radioimmunoprecipitation assay
Ribonukleinsaure
reactive oxygen species

rounds per minute

S6 Kinase 1
Serum Amyloid A
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SCD1
SH2
SOCS 3

TLR4

TNFa

TZD

UPR

VLDL

Anhang

steaoryl-Coenzyme A desaturase 1
Src-Homologie
suppressors of cytokine signalling

toll like receptor 4
tumor necrosis factor alpha
Thiazolidindione

unfolded protein response

very low density lipoproteins
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