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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Das metabolische Syndrom bezeichnet einen Symptomkomplex aus
pathologischer Glucosetoleranz, Insulinresistenz beziehungsweise Typ-2-
Diabetes, stammbetonter Adipositas, Fettstoffwechselstorungen im Sinne
einer Hyper- und Dyslipiddmie und essentieller arterieller Hypertonie, und
stellt ein groBes gesundheitsmedizinisches Problem dar.

Zwischen der Insulinresistenz und dem Body Mass Index konnte eine
direkte Korrelation festgestellt werden, so dass Adipositas einen der
groflten Risikofaktoren fiir die Entstehung einer Insulinresistenz und die
Entwicklung eines Typ-2-Diabetes darstellt. Auf der Suche nach den
Mechanismen der Pathogenese von Adipositas und Typ-2-Diabetes wurden
in den letzten Jahren verschiedene vom Fettgewebe synthetisierte

Adipozytokine entdeckt.

Ziel dieser Studie war es, die Proteinexpression verschiedener
Adipozytokine wie Adiponectin, Resistin, Leptin und TNF-o im Serum
von Typ-2-Diabetikern, Adipdsen und Kontrollpersonen im Vergleich zur
lokalen Konzentration im Fettgewebe zu analysieren, um damit einen
Parameter zu gewinnen, der die Moglichkeit bietet, die lokale metabolische
Situation darzustellen und als klinischer Verlaufsparameter gegebenenfalls
einsetzbar ist. So konnten Subgruppen von Typ-2-Diabetikern aufgrund
unterschiedlicher Adipozytokinkonstellationen erhoben werden und es

konnten sich neue therapeutische Moglichkeiten eroffnen.



2. Einleitung

2.1 Hintergrund

Der Diabetes mellitus ist eine chronische Erkrankung, die unter dem
Leitbefund der Hyperglykdamie, den Typ-1 und Typ-2-Diabetes beinhaltet.
Klassifiziert wird der Diabetes mellitus nach der World Health
Organisation (WHO) [1] und der American Diabetes Association (ADA)
[2]. Die Diagnose des Diabetes mellitus wird durch zu hohe

Niichternblutglucosewerte oder einen pathologischen Glucosetoleranztest

gestellt [1], [2].

Weltweit sind derzeit iiber 170 Millionen Menschen von Diabetes mellitus
betroffen. Fiir das Jahr 2010 wird von einem Wachstum um 50%
ausgegangen, wobei besonders Afrika, Asien und Siid Amerika betroffen
sein werden [3]. Wahrend der Typ-1-Diabetes nur etwa 10% aller
Diabetiker betrifft, sind liber 80% aller Diabetiker am Typ-2-Diabetes
erkrankt [4].

Der Typ-1-Diabetes manifestiert sich meist im Kindes- und Jugendalter.
Die Priavalenz betriagt in Deutschland ca. 5% [4]. Pathogenetisch kommt es
durch einen AutoimmunprozeB zu einer Zerstorung der [-Zellen der
Langerhans'schen Inseln im Pankreas. Daraus resultiert ein vollstandiger
Funktionsverlust der Langerhans'schen Inseln und damit ein absoluter
Insulinmangel. Die Therapie besteht in der Gabe von Insulin nach dem
Vorbild der physiologischen Insulinsekretion (Intensivierte

Insulintherapie).



Die Pathogenese des Typ-2-Diabetes ist nicht abschlieBend geklart. Zum
einen besteht eine genetische Veranlagung, die insbesondere durch die
hohe Konkordanz der Erkrankung bei monozygoten, genetisch-identischen
Zwillingen betont wird. 91% der Zwillinge haben konkordant einen
manifesten Typ-2-Diabetes, und viele der diskordanten, nicht manifesten
diabetischen Zwillinge weisen Storungen der Insulinsekretion auf [5].
Verschiedene Familienstudien zeigen, dass Verwandte von Typ-2-

Diabetikern ebenfalls zu 25-50% einen Typ-2-Diabetes haben [6], [7].

Des weiteren spielen neben der Vererbung auch Umwelteinfliisse eine
wichtige Rolle in der Entstehung des Typ-2-Diabetes, so zum Beispiel die
Erndhrung wund die Fettverteilung [8]. Hervorzuheben ist der
Zusammenhang zwischen Adipositas und Typ-2-Diabetes [9], [10], [11],
[12], [13].

Adipositas ist als iibermidBlige Vermehrung oder Bildung von Fettgewebe
definiert [14]. Der Body Mass Index (BMI) -definiert als das
Korpergewicht in Kilogramm geteilt durch die Korpergrof3e in Metern zum
Quadrat- dient der indirekten Abschdtzung der Fettmasse, ein Wert <25
kg/m® gilt als normal. In der Bundesrepublik Deutschland betrigt die
Privalenz der Adipositas Grad 1 (25 kg/m*> < BMI <30 kg/m® ) 40%, der
Adipositas Grad 2 (30 kg/m* < BMI <40 kg/m* ) 16% und der Adipositas
Grad 3 (BMI > 40 kg/m® ) 1% [15]. Weltweit geht man von ca. 250
Millionen Ubergewichtigen aus, und diese Zahl soll bis 2025 auf 300

Millionen ansteigen [16].

Adipositas und Typ-2-Diabetes sind Teil des metabolischen Syndroms, das

als heterogener Symptomkomplex aus pathologischer Glucosetoleranz,



Insulinresistenz ~ beziehungsweise = Typ-2-Diabetes,  stammbetonter
Adipositas, Fettstoffwechselstorungen im Sinne einer Hyper- und
Dyslipiddmie und essentieller arterieller Hypertonie besteht [17], [18], [19],
und zunehmend an bevolkerungsmedizinischer Bedeutung gewinnt [20].
Die  erhohte  Sterblichkeit ergibt sich  hauptsdchlich  durch
arteriosklerotische Komplikationen wie Myokardinfarkt und Apoplex oder
Karzinome [3], [10]. Aufgrund der hohen Begleit- und Folgemorbiditét
beansprucht der Diabetes mellitus zwischen 5-10% aller Ausgaben in den

Gesundheitssystemen der Industrieldnder [21].

Die Entwicklung des Typ-2-Diabetes beruht zum einen auf einer
Insulinresistenz von Muskel-, Leber- und Fettzellen [22], [23], als auch auf
einer Insulinsekretionsstorung der pankreatischen [B-Zellen [24]. Initial
besteht eine Insulinresistenz der insulinabhidngigen Gewebe (Muskel-,
Leber- und Fettgewebe), die einen erhdhten Insulinspiegel zur zelluldren
Glucoseverwertung  erfordert. Daraus resultiert eine  vermehrte
Insulinsekretion der B-Zellen im Pankreas und eine Hyperinsulindmie.
Folgen der Hyperinsulindmie sind ein gesteigertes Hungergefiihl, welches
die Entstehung der Adipositas begiinstigt, sowie eine Verminderung der
Sensibilitdt und Dichte der Insulinrezeptoren im Zielgewebe (Muskel-,
Leber- und Fettgewebe). In einem Circulus vitiosus ergibt sich daraus eine
Steigerung der Insulinsekretion und eine Verstirkung der Insulinresistenz.
SchlieBlich erschopfen die pankreatischen -Zellen und es kommt zu einer

Erschopfung der endogenen Insulinproduktion.

Der Typ-2-Diabetes entwickelt sich somit aus der Kombination von

Adipositas, Insulinresistenz und Diabetes-Genen [25]. Diese These liel3



sich in gezielten Kreuzungen, bei denen Modelle mit Adipositas und

Insulinsekretionsstorungen kombiniert wurden, belegen [26].

Die Behandlung des Typ-2-Diabetes besteht zu Beginn vordringlich aus
einer  Gewichtsnormalisierung  (Erndhrungsumstellung,  korperliche
Aktivitit). Je nach Schweregrad bedarf es zusitzlich einer medikamentdsen

Therapie.

Im Rahmen von Untersuchungen zur Pathogenese von Adipositas und Typ-
2-Diabetes hat sich in den letzten Jahren insbesondere das Interesse am
Fettgewebe als Speicherorgan, entscheidend fiir die Energiefreisetzung, die
thermische Isolation und die Polsterung verschiedener Organe, auf die
Funktion als endokrines Organ, das in der Lage ist verschiedene Hormone
auf endokrinem, parakrinem oder autokrinem Weg zu sezernieren,
verschoben [27]. Dabei konnten verschiedene vom Fettgewebe sezernierte

Adipozytokine identifiziert werden [12].

Ziel dieser Untersuchung war es, die Proteinexpression verschiedener
Adipozytokine wie Adiponectin, Resistin, Leptin und TNF-a im Plasma
von Adiposen, Typ-2-Diabetikern und Kontrollpersonen, mit den lokalen
Konzentrationen im Fettgewebe zu vergleichen, um damit einen Parameter
zu gewinnen, der die Moglichkeit bietet von der systemischen
Konzentration im Plasma auf die lokale metabolische Situation 1m
Fettgewebe zu schlieBen, und damit als klinischer Verlaufsparameter
gegebenenfalls einsetzbar ist. Dariiber hinaus lie8e sich der Typ-2-Diabetes
eventuell aufgrund unterschiedlicher Adipozytokinkonstellationen in
verschiedene Phinotypen unterteilen, und damit neue therapeutische

Moglichkeiten eroffnen.



Zur Bestimmung der lokalen Proteinexpression, und damit Repréasentation
der lokalen metabolischen Situation, wurde intraoperativ Fettgewebe von
normalgewichtigen, adipdsen und diabetischen Patienten entnommen. Die
Ergebnisse wurden mit den systemischen Proteinkonzentrationen aus dem
Plasma der Patienten korreliert, um eine Aussage liber den Zusammenhang
zwischen systemischer Konzentration im Plasma und lokaler Expression im
Fettgewebe zu erheben. Die Proteinexpression von Adiponectin und
Resistin wurde mittels RIA, die Leptinkonzentration mittels ELISA und die

Expression von TNF-a mittels Western Blot bestimmt.

Im folgenden mochte ich nun detailliert auf die verschiedenen

Adipozytokine eingehen.

2.2. Adiponectin

Adiponectin  wurde erstmalig 1995 erwdhnt [28] und von vier
unterschiedlichen Gruppen identifiziert. Dadurch sind auch verschiedene
Namen bekannt: adipocyte complement-related protein 30 (Acrp30) [28],
adipose most abundant gene transcript (apM1) [29], AdipoQ [30] und
gelatin-binding protein (gbp28) [31]. Der bekannteste Name allerdings ist
Adiponectin [32], [33].

Es handelt sich hierbei um ein ca. 35 kD schweres Protein, bestehend aus
247 Aminosduren [45]. Im Plasma formt Adiponectin mit anderen
Komplexen ein groBes multimeres Molekiil, das fiir die Funktion
ausschlaggebend ist. Adiponectin zeigt eine Strukturhomologie zu TNF-a
und den Kollagenen 8 und 10 [34]. Verschiedene Polymorphismen des
Adiponectingens sind gefunden worden, von denen besonders zwei positiv
mit Adipositas und Insulinresistenz korrelieren [35]. Erst kiirzlich sind

Adiponectin Rezeptoren identifiziert [36] und in dem Zusammenhang



erhohte Insulin-Rezeptor-Substrat-1 (IRS-1) Konzentrationen, sowie
erhohte PI 3-Kinase Aktivitdt gemessen worden [37].

Funktionell wirkt Adiponectin iiber die AMP-Kinase, supprimiert die
hepatische Glukoneogenese und die Lipolyse, und steigert dadurch die
Glukoseaufnahme in den Skelettmuskel und die Fettsdureoxidation [38],
[39], [40]. Ebenso wird bei der Wirkung von Metformin und Glitazonen
eine Beteiligung der AMP-Kinase vermutet und so die antidiabetische
Wirkung erklirt [41], [42]. Eine weitere wichtige Aufgabe von Adiponectin
ist der antiinflammatorische, protektive Effekt, wodurch Adiponectin zum
Beispiel der Bildung einer Arteriosklerose, durch Effekte auf die
Monocytenadhidsion am Endothel, die Myeloiddifferenzierung, die
Cytokinproduktion und Phagozytose, vorbeugt [33].

Bei adiposen Patienten und Typ-2-Diabetikern ldsst sich sowohl eine
signifikante Erniedrigung der Adiponectinkonzentration im Plasma [43],
[32], als auch eine verminderte m-RNA Expression von Adiponectin im
Fettgewebe [30] nachweisen. Des weiteren kann nachgewiesen werden,
dass  Adiponectin  signifikant negativ mit dem BMI, dem
Plasmaglucosegehalt und dem Triglyceridgehalt im Serum korreliert [34].
Bei Gewichtsabnahme steigen die Adiponectinlevel an und bei fettreicher
Diét sinken sie im Gegensatz dazu ab [43]. So kann gezeigt werden, dass
db/db-Mdiuse, die einen genetischen Leptinrezeptordefekt aufweisen, nicht
nur nach Leptingabe ihr Gewicht reduzieren, sondern auch nach Gabe von
Adiponectin [44], wobei hohere Dosen keinen additionalen Effekt zeigen
[34]. Adiponectin Knockout-Experimente zeigen einen gestdrten
Fettsduremetabolismus  und  nach  hochkalorischer  Didt  eine
Insulinresistenz. Durch exogene Adiponectinzufuhr ist dieser Zustand

reversibel [45].
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Die bisherigen Ergebnisse liefern damit einen interessanten Einblick in die
enge Verknilipfung zwischen der Adiponectinexpression und der
Insulinresistenz. Adiponectin ist eng gekoppelt mit der Insulinsensitivitat
und bietet potentiell neue therapeutische Optionen in der kausalen Therapie

des Typ-2-Diabetes.

2.3. Resistin

Resistin wird auch als Adipocyte Secreted Factor (ADSF) [46] oder Found
in Inflammatory Zone 3 (FIZZ3) [47] bezeichnet.

Resistin ist ein Cystein-reiches aus 94 Aminosduren bestehendes Dimer,
welches tiber Disulfidbriicken verbunden ist und fast ausschlieBlich vom
weillen Fettgewebe sezerniert wird [48]. Es ist ein ca. 20 kD schweres
adipozytires Signalmolekiil [46] und gehort zu einer Proteingruppe die bei
Maiusen auch Resistin-Like Molecules (RELMs) und FIZZ Proteine
beinhaltet [47], [49]. Allerdings wird nur Resistin von Adipozyten
sezerniert. Das humane Resistingen wurde auf Chromosom 19 identifiziert
[46], wobei die Aminoséduresequenz des Proteins nur zu 59% mit dem der
Maus identisch ist [50], [51]. Die Expression des Gens in humanem
Fettgewebe ist wesentlich geringer als die Konzentration des Mausgens im
Fettgewebe der Maus [51]. Die Unterschiede der Expression und der
Codierungslokalisation im Chromosom zwischen Menschen und Nagern
lassen eventuell auf verschiedene endokrine Bedeutungen des weillen
Fettgewebes schlieen [52].

Obwohl die Funktion von Resistin noch nicht verstanden ist, gibt es
Hinweise darauf, dass es in der Insulinresistenzentstehung, sowie in der
Adipozytendifferenzierung eine Rolle spielt [48], [46]. Bei didtinduzierter
Adipositas, sowie in ob/ob- (fehlende Leptinsynthese) und db/db-

(Leptinrezeptordefekt) Mausmodellen lassen sich erhohte
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Resistinkonzentrationen messen [46]. Verdnderungen im BMI korrelieren
signifikant positiv mit Verdnderungen von Resistinkonzentrationen im
Plasma [53]. Des weiteren zeigt sich unter Behandlung mit Glitazonen eine
Verminderung der Resistinexpression [54], [52]. Die Genexpression, sowie
die Serumkonzentrationen sind wihrend des Fastens reduziert, und eine
Behandlung mit Antikdrpern gegen Resistin ergibt eine Verminderung der
Insulinresistenz und verbessert die Glukoseaufnahme in die Zellen [46].
Eine weitere Studie zeigt, dass Resistin und resistin-like-molecule-f3 eine
schwere hepatische Insulinresistenz hervorrufen [55].

Im Gegensatz dazu wird auch eine verminderte Resistinexpression im
Fettgewebe adipdser, insulinresistenter Mausmodelle gefunden [56].
Andere Untersuchungen schreiben Resistin eine Bedeutung in der
Entziindungsreaktion zu [47], [57], [58]. Des weiteren kann eine erhdhte
Expression in der Monozyten-Makrophagen-Differenzierung nachgewiesen

werden [50], [59].

Man erhoffte sich mit diesem neuen Protein die lange gesuchte Verbindung
zwischen Adipositas und der Entstehung des Typ-2-Diabetes gefunden zu
haben [50], [46]. Die Wirkung von Resistin auf verschiedene Zielgewebe
wie Muskel, Leber und ZNS beim Menschen bleibt allerdings noch unklar.
Bisher wird deklariert, dass Resistin die Kapazitit besitzt die
Insulinwirkung in der Leber zu beeintrdachtigen, in welchem Ausmal} es
jedoch Einfluss auf die Insulinresistenzentstehung nimmt bleibt noch offen

[55].
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2.4. Leptin

Leptin (grch.: leptos = diinn) ist ein 16 kD schweres Proteohormon
bestehend aus 167 Aminosduren. 1994 wurde das auf Chromosom 7 (7q31)
lokalisierte ob-Gen charakterisiert [27], [60].

Leptin wird hauptsichlich in Adipozyten von subkutanem und visceralen
Fettgewebe produziert und dann in den Blutkreislauf abgegeben [27].
Leptinrezeptoren sind in hypothalamischen Regionen identifiziert worden
und sind bedeutend in der Nahrungsregulation [61], [62]. Weitere
Leptinrezeptoren sind auch peripher in Adipozyten [63], pankreatischen [3-
Zellen, Hepatozyten [64] und Muskelzellen [65] nachgewiesen worden
[66].

Leptin moduliert {iber diese Rezeptoren die Insulinsekretion. So kann zum
Beispiel eine direkte Inhibition der basalen Insulinsekretion bei hohen
Leptinkonzentrationen aufgezeigt werden [67]. Hingegen fallen Méuse mit
einem Defekt im ob-Gen, die kein Leptin im Fettgewebe synthetisieren
konnen, durch Hyperphagie, Adipositas, Insulinresistenz und Sterilitit auf
[68]. Durch exogene Leptingabe kann bei diesem Gendefekt eine
vollstindige Normalisierung des Krankheitsbildes bewirkt werden [69],
[70]. Auch bei Menschen die sehr niedrige Leptinspiegel bei massiver
Adipositas aufwiesen wird dieser Defekt gefunden [71].

Leptin fiihrt zu einer Gewichtsreduktion durch Appetitsuppression, zu
erhohtem Energieverbrauch und zu einer Reihe von Effekten im
Immunsystem, im neuroendokrinen System und in der Reproduktion [72],
[73], [74], [75]-

Leptinlevel unterliegen einem zirkadianen Rhythmus und sind zwischen
Mitternacht und frithem Morgen am hochsten. Man vermutet, dass die
pulsatile Sekretion damit wéhrend der nichtlichen Schlafenszeit das

Verlangen nach Nahrung unterdriickt [76].
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Allerdings weisen viele Modelle mit Adipositas assoziierter
Insulinresistenz bei Menschen und Miusen deutlich erhohte Leptinspiegel
im Blut und eine gesteigerte Leptinexpression im Fettgewebe auf, ohne
dass ein Gendefekt nachzuweisen ist [77]. Es handelt sich hierbei also nicht
um eine Leptindefizienz oder genetisch determinierte
Leptinrezeptordefizienz. Die Annahme einer Leptinresistenz liegt somit
nahe, wobei die Mechanismen, die bei Adipdsen und Typ-2-Diabetikern zu
erhohten Leptinleveln fiihren noch nicht geklért sind. Erklarungsansitze
ergeben sich zum einen da Leptin um zentral wirken zu konnen, die Blut-
Hirn-Schranke {iberwinden muss. Es zeigen sich dabei erniedrigte
Liquorkonzentrationen von Leptin bei Adipdsen im Vergleich zur
Leptinkonzentration im Plasma, so dass eventuell der Transport des
Proteins in den Liquorraum frithzeitig geséttigt ist [78].

Es wurde gezeigt, dass der Serumleptinwert positiv mit dem BMI [79] und
dem Alter bei Gesunden und Typ-2-Diabetikern [80] korreliert und die
Applikation von Leptin zu einem Abfall des Plasmainsulins und zu einem

Anstieg der Blutglukose fiihrt [81].

Die Rolle einer Leptinresistenz, neben einer genetisch determinierten
Leptinrezeptordefizienz, in der Entstehung der Insulinresistenz beim Typ-
2-Diabetiker bleibt noch weiter zu untersuchen. Zusammenfassend ldsst
sich  Leptin jedoch eine wichtige Regulationsfunktion bei der
Nahrungsaufnahme und Verstoffwechselung auf verschiedenen Ebenen

zuwelsen.

2.5. TNF-a
Der Tumor-Nekrose-Faktor-oo (TNF-o) ist ein proinflammatorisches

Cytokin und wurde 1988 identifiziert [82], [83]. Es ist ein 26 kD grof3es
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Protein und wird von Makrophagen und Monozyten produziert [84]. Zur
gleichen Zeit wurde in Zusammenhang mit der Untersuchung der Kachexie
auch Cachetin entdeckt [85]. Der Vergleich von TNF-o und Cachetin
ergab, dass sie identisch sind [86].

1993 konnte dann die Expression von TNF-o auch im Fettgewebe
nachgewiesen werden [101]. Seit der Entdeckung ist bekannt, dass TNF-o,
weit mehr als ein Tumor Nekrose Faktor ist und verschiedene Zielzellen
und —gewebe erreicht. TNF-a nimmt unterschiedliche Funktionen in der
Immun- und Entziindungsreaktion, der Synthese und Sekretion im
Fettgewebe und als Mediator der Insulinresistenz beim Typ-2-Diabetes ein
[87].

Verschiedene Theorien lassen vermuten, dass TNF-a in hohen
Konzentrationen in der Pathogenese des Typ-2-Diabetes involviert ist [88].
Bei adipdsen und insulinresistenten Patienten werden erhohte m-RNA
Expressionen von TNF-a im Fettgewebe und Skelettmuskel gemessen [89].
Dabei korreliert die Expression von TNF-o negativ. mit der
Insulinsensitivitat [90]. Ergdnzend zeigen verschiedene Polymorphismen
im TNF-a Locus eine positive Korrelation mit der Insulinresistenz [91] und
eine Inhibition der Insulinsignalkaskade [92].

Verschiedene in vitro Studien untersuchten, in welcher Weise TNF-a die
Insulinsignalkaskade beeinflusst. Dabei wirkt TNF-a hauptsidchlich iiber
zwel Rezeptoren: p75 und p55 [93]. AuBerdem stimuliert TNF-o die
Produktion von verschiedenen Molekiilen wie Leptin [94] und freien
Fettsduren [95] in Adipozyten und beeinflusst auf diesem Wege zuséitzlich

die Insulinresistenzentstehung.
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Eine direkte Applikation von TNF-a fiihrt zu einer Insulinresistenz [96].
Die Neutralisation von TNF-a bei insulinresistenten, adipésen Tieren

hingegen ergibt eine verbesserte periphere Glukoseaufnahme [101].

Im Gegensatz dazu konnte in einer anderen Studie durch Infusion eines
TNF-a-Antikorpers die Insulinresistenz bei Menschen und Nagern nicht
verbessert werden [97], [98]. Eine weitere Untersuchung ergab keinen
Effekt einer Behandlung mit TNF-o auf die Insulinkaskade im
Skelettmuskel [99]. Knockout-Experimente zeigen, dass adipdse Maiuse
ohne TNF-a-Produktion die gleichen Insulinlevel aufweisen wie die
Kontrollgruppen, adipdse Wildtypen allerdings weisen eine deutliche

Hyperinsulindmie auf [100].

Zusammenfassend sei deshalb darauf hingewiesen, dass sich in Bezug auf
Wirkung und Wichtigkeit von TNF-a in der Pathogenese der
Insulinresistenz viele Studien widersprechen. Bei Ratten kann schlielich
gezeigt werden, dass erhohte TNF-o Expression eine Insulinresistenz
bedingen, die Bedeutung beim Menschen bedarf aber noch der Aufklarung
[101] und viele Fragen iiber den Einfluss von TNF-a in der Pathogenese

des Typ-2-Diabetes bleiben noch offen.

16



3. Material und Methoden

3.1. verwendete Reagenzien, Antikorper und Geriite

3.1.1. Reagenzien

Na-Vanadat, Na-Pyrophosphat, Na-Fluoride, Glycin, Sodium-phosphat,
HCL, 2-Propanol, Methanol, Tris-HCL, Tris-Base, NaCl, Magermilch,
(Merk, Darmstadt, Deutschland); TWEEN 20, Mercaptoethanol (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA); ECL Western Blotting Detection Reagenz (Amershan
Life Sience, Buckinghamshire, Grossbritanien); Bench Mark™ Prestained
Protein Ladder (Gibco BRL-Life Technologies, MD, USA); Leupeptin,
Aprotinin, PMSF, HEPES, EDTA, Triton X-100 (Sigma; St.Louis, MO,
USA); BCA-Protein Assay (Pierce, IL, USA); DTT (Gibco, BRL-Life
Technologies, Gaithersburg, MD, USA); Glycin (ICN Biomedicals, Ohio,
USA); SDS (Bio-Rad, Hercules; CA, USA); BSA Fraktion V (Serva,
Heidelberg, Deutschland).

SDS-Gel:

40% Acrylamid/N,N°, Methylenbisacrylamid-37,5:1, Ammoniumpersulfat
(APS), N,N,N",N -Tetramethylethylen-diamin (Temed), Bromphenolblau,
SDS (Bio-Rad, Hercules, CA, USA); Tris-HCL (Merk, Darmstadt,
Deutschland); Glycerol (Sigma, St. Louis, MO, USA).

3.1.2. Antikorper

Adiponectin Antikorper 1251-adiponectin/  adiponectin  antibody,
Human Adiponectin RIA Kit,
Linco Research Inc.,

Missouri, USA.
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Resistin Antikorper rabbit polyclonal anti-human resistin
antibody,
Human Resistin ELISA,
BioVendor Laboratory Medicine Inc.,
Brno, Czech Republic.

Leptin Antikorper mouse anti-human leptin,
ELISA Development System human
Leptin,
R&D Systems,
Minneapolis, USA.

TNF-o Antikorper n-19,
anti human TNF-a,,

Santa Cruz Biotechnology,
California, USA.

3.1.3. Geriite

Reinraumwerkbank VBM 400 (The Baker Company, Inc., Stanford, Kent.,
USA);  Zentrifuge  Hettich-Universal  (Tuttlingen,  Deutschland);
Stickstofftank 35 VHC (TaylorWharton, IN, USA); -80°C Tietkiihlschrank
IUF 8520 (Romulus Holding, NY, USA); Kiihlschrank (Liebherr,
Ochsenhausen, Deutschland); Proteingelkammer (Bio-Rad, Herkules, CA,
USA); Vortexer, VF2 (Jahnke& Kunkel); Tisch-Kiihlzentrifuge Mikro
Rapid/K  (Hettich, Tuttlingen, Deutschland); Wasserbad Typ1002
(Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel, Deutschland); Thermomixer
5436 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland); Magnetriihrer/Heizplatte
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(Ikamag RCT, Steufen, Deutschland); Heizblock Tri-Block DB-3 (Techne,
Cambridge, England);  Uberkopfschiittler ~ (Heidolph,  Kelkheim,
Deutschland); Microcomputer Electrophoresis Power Supply E714
(Consort, Turnhout, Belgien); SemiDry-Blotgerdt (Biometra); Power
Supply Power Pac 300 (BioRad, Hercules, CA, USA);
Absorptionsspektrometer (Pharmacia Biotech, VA, USA); pH-Meter CG
820 (Schott Gerdte GmbH, Hofheim, Deutschland); Waage PM 4600
(Metter, GieBBen, Deutschland); Autoklav (Webeco); Eismaschine

(Scotsman).

Die sterilen KulturgefaBe und Kunststoff-Einmalartikel stammten von der
Firmen Costar (Cambridge, MA, USA), Falcon (Oxnard, CA, USA) und
Nunc (Roskilde, Dinemark); Pipettenspitzen (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland);  Filterpapier =~ (Whatmanpaper); Trans-Blot  pure
Nitrocellulose-Membran (Bio-Rad, Hercules, CA, USA); Hyperfilm-ECL

(Amersham Life Science, Buckinghamshire, GroB3britannien).

3.2. Proteinisolierung
Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C ausgefiihrt. Das Fettgewebe wurde
in Lysispuffer zerteilt. Nach fiinfzehnminiitiger Zentrifugation wurde dann

der Uberstand zur Proteinbestimmung verwendet.

3.2.1. Bestimmung des Gesamtproteingehaltes

Zur Bestimmung des Gesamtproteingehaltes der Lysate wurde der BCA
Protein Assay (Pierce, IL, USA) verwendet. Das Protein bildet mit Cu*"
Ionen in alkalischer Losung einen Komplex in Biuret-Reaktion. Dabei

. 2+ + . . . .. o« e os
werden die Cu™ Ionen zu Cu' Ionen reduziert, die mit Bicinchonininsdure
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(BCA) einen violetten Farbkomplex bilden. Bei den durchgefiihrten
Proteinbestimmungen wurde Rinderserumalbumin (BSA) als Standard
verwendet. 3ul der zu bestimmenden Proteinprobe wurden mit 7ul H,O auf
10ul und anschlieBend mit 200ul BCA Reagenz aufgefiillt und dann bei
37°C fir 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde die Extinktion der
Proben durch photometrische Messung bei 550nm bestimmt. Samtliche
Mallnahmen waren Mittelwerte aus Doppelbestimmungen. Die
Proteinkonzentrationen wurden nach der Methode der linearen Regression

berechnet.

3.3. Western Blot

3.3.1. Elektrophoretische Auftrennung im SDS-Polyacrylamid-Gel

Die Auftrennung der Proteine wurde mittels der SDS-PAGE durchgefiihrt.
Dabei wurde die elektrophoretische Beweglichkeit der Proteine unter
denaturierten Bedingungen genutzt, unter denen die negativ geladenen
SDS-Polypeptid-Komplexe, proportional dem Logarhythmus ihrer Masse
zur Anode wandern [102], [103]. Als Proteinstandard wurde der HPR
Proteinmarker von 6.5kD -165kD (HRP Protein Marker Detection
Reagents, BioLabs Inc., New England, USA) und der Bench Mark 11kD -
221kD (Bench Mark™ Prestained Protein Ladder, Gibco BRL-Life
Technologies, MD, USA) eingesetzt. Das SDS-Gel bestand aus einem
Trenngel, das mit einem Sammelgel iiberschichtet wurde. Sowohl Trenn-
als auch Sammelgel wurden aus einer 40%-igen Acrylamid/N,N'-
Methylenbisacrylamid (37, 5:1) -Stocklosung hergestellt. Dabei wurde die
Konzentration des Trenngels, entsprechend der Grofle der zu
analysierenden Proteine zwischen 10% und 12,5% Polyacrylamid gewahlt.

Das Sammelgel enthielt einen 4%-Acrylamid-Mix. Als Trenn- bzw.
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Sammelpuffer wurde Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base)
eingesetzt. Das Trenngel enthielt 1,5M Tris [pH 8,8]. Das Sammelgel
bestand aus 0,5M Tris [pH 6,8]. Die Polymerisation wurde durch Zusatz
von 10% Ammoniumpersulfat (APS) und 0,1% N,N,N',N'-
Tetramethylethalendiamin (TEMED) katalysiert. Der Elektrophorese
Puffer bestand aus 25mM Tris-Base [pH 8,3], 192mM Glycin und 0,1%
SDS. Die Proben wurden entweder sofort auf das Gel geladen oder bei -
20°C tiefgefroren und dann bevor sie auf das Gel geladen wurden,

nochmals bei 100°C fiir fiinf Minuten denaturiert.

3.3.2. Semi-Dry Western Blotting

Die im SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels Semi-Dry
Western Blotting auf eine Nitrocellulose—Membran transferiert. Dabei wird
ein elektrisches Feld senkrecht zur urspriinglichen Laufrichtung angelegt,
wodurch die Proteine aus der Gelmatrix auf die Membran laufen und dort
gebunden werden. Der Proteintransfer erfolgte in einer horizontalen
Blotting-Apparatur, in der zwei flache Elektroden-Platten angeordnet
waren, die mindestens die Grofle eines oder mehrerer Gele aufwiesen. Das
Gel wurde zuerst im Transfer-Puffer eingeweicht. Der Puffer enthielt
48mM Tris-Base, 1,3mM SDS und 20% Methanol. Das Methanol diente
dazu, das SDS aus den Protein-Detergens-Komplexen zu entfernen und die
Bindung der SDS-freien Proteine an die Membran zu erhéhen. Dann wurde
das Gel luftblasenfrei auf eine Nitrocellulose-Membran gelegt und
beidseitig mit Filterpapier (Whatmanpaper), das ebenfalls mit Pufferlosung
getrinkt wurde und so als Ionen-Reservoir diente, ummantelt. Dieses
»dandwich® wurde zwischen die beiden Elektrodenplatten gelegt, so dass
die Nitrocellulose-Membran sich auf der Anodenseite befand. Der

Proteintransfer erfolgte gekiihlt bei einer konstanten Stromstdrke von
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2,5mA/cm®  Nitrocellulose-Membran ~ fir ca. eine Stunde. Die
Vollstindigkeit des Protein-Blottings konnte mit Hilfe des vorgefarbten
Molekulargewicht-Standards tiberpriift werden.

3.3.3. Immunodetection und Chemilumineszenzmessung

Die im Western-Blotting immobilisierten Proteine wurden mit Hilfe
entsprechender Antikdrper und nachfolgender Markierung des Antikorper-
Antigen-Komplexes mittels zweitem Antikdrper und Enhanced
Chemilumineszenz bzw. Enhanced Chemilumineszenz Plus (ECL,
Amershan Life Science, Buckinghamshire, GroBbritanien) visualisiert. Zur
Absittigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Nitrocellulose-
Membran fiir mindestens zwei Stunden bei Raumtemperatur in TBS
(bestehend aus 25mM Tris-Base [pH 7,4] und 127mM NaCl) inklusive 5%
Magermilch geblockt. Die anschlieBende Inkubation der Membran mit dem
Primérantikorper wurde unter vorsichtigem Schiitteln in 1%-iger BSA/TBS
Losung fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C
durchgefiihrt. Zur Entfernung nicht gebundener Antikérper wurde der Blot
fiir jeweils finf Minuten mit TBS, TBS/T (bestehend aus TBS und 0,1%
TWEEN 20) und wieder mit TBS gewaschen. Es folgte die Inkubation mit
dem zweiten Antikorper als Kontrolle fiir eine Stunde in 1%-iger
BSA/TBS-Losung. Nachfolgend wurde der Blot dreimal fiir je fiinf
Minuten wie beim vorherigen Waschgang mit TBS bzw. TBS/T
gewaschen, um wiederum nicht gebundene Antikérper zu entfernen. Zur
Detektion der Banden wurde die Membran nach dem letzten Waschgang
entweder flir eine Minute mit ECL Reagenz oder fiir fiinf Minuten mit
ECL-Plus-Losung inkubiert. Wihrend dieses Vorganges kommt es zur

Oxidation von Luminol durch eine Peroxidase, wodurch eine
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Chemilumineszenzreaktion ausgeldst wird, bei der sich das Luminol in
einem angeregten Zustand befindet und beim Zuriickkehren in den
Grundzusatz Licht emittiert [104]. Unmittelbar nach der Inkubationszeit
wurde der Blot luftblasenfrei in eine Folie geschlagen und auf einen
Hyperfilm ECL  (Amershan Life  Science, Buckinghamshire,
GroBbritannien) in der Dunkelkammer unterschiedlich lange (zwischen
fiinf Sekunden bis zu fiinf Minuten) exponiert. Der Blot wurde zur weiteren

Verwendung bei 4°C aufbewahrt.

3.4. ELISA

Die Proben wurden in micro titer wells, die mit rabbit polyclonal anti-
human resistin antibody (Human Resistin ELISA, BioVendor Laboratory
Medicine Inc., Brno, Czech Republic) bzw. mouse anti-human leptin
(ELISA Development System human Leptin, R&D Systems, Minneapolis,
USA) beschichtet waren, eine Stunde lang inkubiert. Anschlieend wurden
die Proben gewaschen und mit zugefiigtem biotin-labeled polyclonal
antihuman resistin antibody/ biotinylated mouse anti-human leptin und
captured resistin/ leptin inkubiert. Nach wiederholtem Waschen wurde
streptavidin-horseradish peroxidase conjugate zugefiigt und wieder eine
Stunde lang inkubiert. Nun wurde zum iibriggebliebenen Konjugat H,O,-
tetramethylbenzidine hinzugegeben. Die Reaktion wurde mit der Zugabe
von acidic solution gestoppt und die Absorbance des resultierenden gelben
Produktes bei 450nm gemessen. Dabei war die Absorbance proportional zu

der Konzentration von Resistin/ Leptin in der Probe.
3.5.RIA

Die verdiinnten Proben wurden mit Assay Puffer, 125I-adiponectin und

adiponectin antibody (Human Adiponectin RIA Kit, Linco Research Inc.,
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Missouri, USA) inkubiert. Nach vortexen und Inkubation bei
Raumtemperatur iiber Nacht wurde am néchsten Tag rabbit carrier und
precipitating reagent hinzugefiigt. Die Proben wurden wiederholt
zentrifugiert, der Uberstand sofort dekantiert und fiir eine Minute im

gamma counter £Cmessen.

3.6. Genehmigung
Die Arbeit wurde vom Ethik Komitee genehmigt: (OB/12/2000).

3.7. Statistik und Auswertung

Die matched paired Analyse wurde in Berlicksichtigung von Alter und
Geschlecht durchgefiihrt. Die einzelnen Gruppen wurden nach dem BMI in
Normalgewichtige (BMI< 30) (n= 46), Adipése (BMI> 30) (n=23) und
zusdtzlich in Patienten mit Typ 2 Diabetes (n= 88) eingeteilt. Der BMI
wurde als Gewicht (Kilogramm) dividiert durch die KorpergroBBe (Meter)
zum Quadrat, berechnet. Die Blutproben wurden vor dem operativen
Eingriff entnommen. Standardlaborparameter wurden erhoben und nach

Zentrifugation gewonnenes Serum wurde in ELISA und RIA eingesetzt.

Zur Auswertung der Western Blots wurden die Banden mit Hilfe des
Durchlicht-Scanners (SnapScan 1236, Fa. AGFA) und der Software
FotoSnapShop® eingescannt. Die anschlieBende Bildverarbeitung der Blots
erfolgte mittels Adope Photoshop®. Die Banden wurden daraufhin mit
Hilfe des Software-Programmes NIH-Image® densitometrisch gemessen
und ausgewertet. Untersuchungen und Diagramme wurden mit dem
Programm EXEL® erstellt. Um reprisentative Daten zu erhalten, wurden

die Proben zweimal wiederholt.
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Alle gezeigten Werte stellen Durchschnittswerte /. der Standardfehler des
Mittelwertes  (Standard Error of the Mean, SEM) dar. Die
Signifikanzauswertung wurde mit Hilfe des Wilcoxon Tests fiir ungepaarte
Stichproben und die Korrelation mittels Spearman R aus dem Programm
nichtparametrischer Verfahren von STATISTICA® durchgefiihrt. Ein p-

Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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4. Ergebnisse

Es wurden Blut- und Fettgewebsproben von insgesamt 157 Patienten aus
der Abteilung fiir Orthopddie des Universititskrankenhauses Hamburg-
Eppendorf untersucht. Die Patienten gaben vorher ihr schriftliches
Einverstdndnis. Patienten mit entziindlichen Erkrankungen und malignen
Tumoren wurden von der Studie ausgeschossen. Alle 157 Patienten waren
Kaukasier.

Wihrend orthopddischer Operationen wurde subkutanes Fettgewebe
entnommen und sofort in fliissigem Stickstoff gelagert bis es anschlieend
bei —80°C bis zur weiteren Analyse aufbewahrt wurde. Die Expression von
Adiponectin wurde mittels RIA, Leptin- und Resistinkonzentrationen
mittels ELISA und die Expression von TNF-a mittels Western Blot

analysiert.

4.1. Adiponectin

Im folgenden sind die Untersuchungsergebnisse systemischer
Adiponectinspiegel im Serum und lokaler Adiponectinkonzentrationen im
Fettgewebe von Adiposen und Typ-2-Diabetikern im Vergleich zu
Kontrollpersonen dargestellt. Gemessen wurden die Konzentrationen

mittels RIA.

Es kann gezeigt werden, dass sowohl systemische als auch lokale
Adiponectinkonzentrationen bei Adipdsen und Typ-2-Diabetikern im
Vergleich zu Kontrollpersonen signifikant erniedrigt sind. Des weiteren
kann eine signifikant positive Korrelation zwischen lokalen und

systemischen Adiponectinkonzentrationen aufgezeigt werden.
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Abbildung 4.1.1. zeigt einen Mittelwert des systemischen Serumspiegels
von Adiponectin bei Kontrollpersonen (n=15) von 62,36pg/ml. Im Serum
der Adipdsen (n=12) ldsst sich eine signifikante Verminderung (p=0,0028)
des Adiponectinspiegels um 74% (16,09ug/ml) im Vergleich zu
Kontrollpersonen nachweisen. Des weiteren zeigt sich ein signifikant
(p=0,001) verminderter Adiponectinspiegel im Serum von Typ-2-
Diabetikern (n=69) um 89% (6,73ug/ml) im Vergleich zu

Kontrollpersonen.
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Abbildung 4.1.1. Adiponectinspiegel [ng/ml] im Serum von Kontrollpersonen,
Adiposen und Typ-2-Diabetikern.

In Abbildung 4.1.2. wird die gleiche Tendenz in lokalen
Adiponectinkonzentrationen im Fettgewebe von Adipdsen und Typ-2-
Diabetikern im Vergleich zu Kontrollpersonen dargestellt.

Bei Kontrollpersonen (n=14) wird ein Mittelwert von 480,08ng
Adiponectin/  mg Fettgewebe gemessen. Im Vergleich zu den
Kontrollpersonen zeigt sich bei Adiposen (n=12) eine signifikante (p=0,04)
Konzentrationsminderung von Adiponectin im Fettgewebe um 63%
(177,85ng/mg). Des weiteren kann auch bei Typ-2-Diabetikern (n=11) eine
signifikante (p=0,01) Abnahme der Adiponectinkonzentration um 77% im
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Fettgewebe (111,02ng/mg) 1m  Vergleich zu Kontrollpersonen

nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.1.2. Adiponectinkonzentration [ng/mg] im Fettgewebe von
Kontrollpersonen, Adiposen und Typ-2-Diabetikern.

In der folgenden Abbildung 4.1.3. wird zusammengefasst dargestellt, dass
die systemischen Adiponectinspiegel im Serum von Kontrollpersonen,
Adipdsen und Typ-2-Diabetikern signifikant positiv (p=0,01) mit den
lokalen Adiponectinkonzentrationen im Fettgewebe der gleichen Patienten

korrelieren.
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Abbildung 4.1.3. Adiponectinexpression im Serum [pg/ml] und im Fettgewebe
[ng/mg] von Kontrollpersonen, Adiposen und Typ-2-Diabetikern.

In Erginzung zeigt Abbildung 4.1.4. bei Kontrollpersonen, Adiposen und
Typ-2-Diabetikern eine signifikant negative Korrelation (p=0,004)

zwischen dem BMI und den Adiponectinspiegeln im Serum.
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Abbildung 4.1.4. Korrelation der Adiponectinspiegel im Serum [pg/ml] mit dem
BMI [kg/mz] von Kontrollpersonen, Adiposen und Typ-2-Diabetikern.

Abbildung 4.1.5. demonstriert bei Kontrollpersonen, Adiposen und Typ-2-
Diabetikern eine signifikant negative Korrelation (p=0,05) zwischen dem

BMI und den Adiponectinkonzentrationen im Fettgewebe.
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Abbildung 4.1.5. Korrelation der Adiponectinkonzentrationen im Fettgewebe
[ng/mg] mit dem BMI [kg/mz] von Kontrollpersonen, Adiposen und Typ-2-
Diabetikern.

4.2. Resistin

Die Untersuchungsergebnisse systemischer Resistinspiegel im Serum und
lokaler Resistinkonzentrationen im Fettgewebe von Adipdsen und Typ-2-
Diabetikern im Vergleich zu Kontrollpersonen sind mittels ELISA erhoben
worden.

Es konnen verminderte systemische Resistinspiegeln im Serum und eine
verminderte lokale Resistinkonzentration im Fettgewebe von Adipdsen im
Vergleich zu Kontrollen aufgezeigt werden. Bei Typ-2-Diabetikern
hingegen zeigen sich erhOhte systemische Resistinspiegel im Serum und
erhohte lokale Resistinkonzentrationen im Fettgewebe im Vergleich zu
Kontrollen. Es konnen hierbei keine signifikanten Unterschiede zwischen
Adiposen und Typ-2-Diabetikern im Vergleich zu Kontrollpersonen
nachgewiesen werden. Des weiteren kann keine Korrelation zwischen der
lokalen und der systemischen Resistinexpression bei Adipdsen, Typ-2-

Diabetikern und Kontrollpersonen erhoben werden.

Abbildung 4.2.1. zeigt einen durchschnittlichen systemischen
Resistinspiegel von 129,53ng/ml im Serum der Kontrollpersonen (n=11).
Bei Adiposen (n=5) ist der systemische Serumspiegel von Resistin im
Vergleich zu Kontrollpersonen um 10% (117,09ng/ml) vermindert. Bei
Typ-2-Diabetikern (n=53) l4sst sich hingegen ein erhohter systemischer
Resistinspiegel (15%, 149,56ng/ml) im Vergleich zu Kontrollpersonen

nachweisen. Es zeigen sich hier jedoch keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 4.2.1. Resistinspiegel im Serum [ng/ml] von Kontrollpersonen,

Adipdsen und Typ-2-Diabetikern.

Die Ergebnisse aus dem Fettgewebe sind in Abbildung 4.2.2 dargestellt.
Bei Kontrollpersonen (n=6) zeigt sich ein Mittelwerte von 3,37ng Resistin/
mg Fettgewebe. Im Vergleich dazu ldsst sich bei Adipdsen (n=5) eine
Abnahme der Resistinkonzentration um 37% (2,13ng/ml) im Fettgewebe
nachweisen. Bei Typ-2-Diabetikern (n=7) zeigt sich hingegen eine
Zunahme der Resistinkonzentration von 32% (4,47ng/ml) im Fettgewebe

verglichen mit Kontrollpersonen.

10 7
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Abbildung 4.2.2. Resistinkonzentrationen im Fettgewebe [ng/mg|] von

Kontrollpersonen, Adiposen und Typ-2-Diabetikern.
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Daraus ergibt sich keine Korrelation (p=0,4) zwischen systemischen
Resistinspiegeln im Serum und lokalen Resistinkonzentrationen im
Fettgewebe von Kontrollpersonen, Adiposen und Typ-2-Diabetikern, wie

in Abbildung 4.2.3. dargestellt.
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Abbildung 4.2.3. Resistinexpression im Serum [ng/ml] und im Fettgewebe [ng/mg]

von Kontrollpersonen, Adiposen und Typ-2-Diabetikern.

Abbildung 4.2.4. stellt die signifikant negative Korrelation (p=0,03)
systemischer Resistinspiegel im Serum von Kontrollpersonen, Adipdsen

und Typ-2-Diabetikern zum BMI dar.
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Abbildung 4.2.4. Korrelation der Resistinkonzentrationen im Serum [ng/ml] mit

dem BMI [kg/mz] von Kontrollpersonen, Adiposen und Typ-2-Diabetikern.

4.3. Leptin

In diesem Patientenkollektiv ergeben sich im Serum sowohl bei Adipdsen
als auch bei Typ-2-Diabetikern signifikant erhohte Leptinspiegel im
Vergleich zu Kontrollpersonen Die Ergebnisse wurden mittels ELISA
erhoben.

Im Fettgewebe kann jedoch keine signifikante Konzentrationserhhung von
Leptin zwischen Adiposen und Typ-2-Diabetikern im Vergleich zu
Kontrollpersonen gezeigt werden. Im Vergleich zu den Kontrollpersonen
sind die Leptinkonzentrationen im Fettgewebe von Typ-2-Diabetikern
geringer erhoht als bei Adiposen im Vergleich zu den Kontrollen.

Es ergab sich daraus folgend keine Korrelation zwischen der systemischen
und der lokalen Leptinexpression.

Wie zu erwarten war, zeigt Leptin in dieser Untersuchung eine signifikant
positive Korrelation der systemischen Serumspiegel und der lokalen
Konzentrationen im Fettgewebe von Kontrollpersonen, Adipdsen und Typ-

2-Diabetikern mit dem BMI.

Abbildung 4.3.1. zeigt, dass im Serum von Adipdsen (n=6) um 333%
signifikant (p=0,028) erhohte Leptinspiegel (19,26pug/ml) im Vergleich zu
den Kontrollpersonen (n=26) (5,78ug/ml) erhoben wurden. Bei Typ-2-
Diabetikern (n=8) zeigen sich um 477% signifikant (p=0,012) hohere
Leptinspiegel (27,59ug/ml) als bei Kontrollpersonen.
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Abbildung 4.3.1. Leptinspiegel im Serum [pg/ml] von Kontrollpersonen, Adiposen
und Typ-2-Diabetikern.

Im Fettgewebe zeigen sich bei Adipdsen (n=8) um 247% erhohte
Leptinkonzentrationen  (59,75ng/mg) im  Vergleich zu  den
Kontrollpersonen (n=6) (24,20ng/mg). Bei Typ-2-Diabetikern (n=6) sind
die Leptinkonzentrationen im Fettgewebe um 42% (34,48ng/mg) im

Gegensatz zu den Kontrollpersonen erhoht.
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Abbildung 4.3.2. Leptinkonzentrationen im Fettgewebe [ng/ml] von
Kontrollpersonen, Adiposen und Typ-2-Diabetikern.

Abbildung 4.3.3. zeigt, dass keine Korrelation (p=0,85) zwischen

systemischen Leptinspiegeln im Serum und lokalen Leptinkonzentrationen
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im Fettgewebe bei Kontrollpersonen, Adiposen und Typ-2-Diabetikern

aufgezeigt werden kann.

100 ~
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ng Leptin/ mg Fettgewebe
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Fettgewebe Kontrollen Adipose Typ 2 Diabetiker

Abbildung 4.3.3. Leptinexpression im Plasma [pg/ml] und im Fettgewebe [ng/ml]

von Kontrollpersonen, Adiposen und Typ-2-Diabetikern.

Wie zu erwarten war, wird in Abbildung 4.3.4. dargestellt, dass der BMI
mit den systemischen Leptinspiegeln im Serum (p=0,05) von
Kontrollpersonen, Adiposen und Typ-2-Diabetikern signifikant positiv

korreliert.
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Abbildung 4.3.4. Korrelationen der Leptinspiegel im Serum [ng/ml] von
Kontrollpersonen, Adiposen und Typ-2-Diabetikern mit dem BMI [kg/mz].
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Des weiteren korrelieren auch die lokalen Leptinkonzentrationen im
Fettgewebe bei Kontrollpersonen, Adipdsen und Typ-2-Diabetikern
signifikant positiv (p=0,05) mit dem BMI, dargestellt in Abbildung 4.3.5.
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Abbildung 4.3.5. Korrelationen der Leptinkonzentrationen im Fettgewebe [ng/ml]
von Kontrollpersonen, Adiposen und Typ-2-Diabetikern mit dem BMI [kg/mz].

4.4. TNF-a

In Bezug auf TNF-a wurden in dieser Studie die lokalen Konzentrationen
im Fettgewebe von Adipdsen, Typ-2-Diabetikern und Kontrollpersonen
mittels Western Blot bestimmt.

Hierbei konnen signifikant erhohte lokale TNF-a Konzentrationen im
Fettgewebe von Adiposen und Typ-2-Diabetikern im Vergleich zu
Kontrollpersonen gemessen werden. Des weiteren wird eine signifikant
positive Korrelation zwischen TNF-a und dem BMI aufgezeigt.

Im folgenden stellt die Abbildung 4.4.1. die signifikant (p=0,01) erhohte
Konzentration von TNF-a (94%) im Fettgewebe von Adipdsen (n=S8,
relative Proteinkonzentration 1,97) im Vergleich zu den Kontrollpersonen
(n=9, relative Proteinkonzentration 1,02) dar. Bei Typ-2-Diabetikern (n=9)
(relative Proteinkonzentration 1,49) wird eine signifikante (p=0,05)

Erhohung um 46% gegeniiber den Kontrollpersonen nachgewiesen.
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Abbildung 4.4.1. relative Proteinkonzentration von TNF-a im Fettgewebe von

Kontrollpersonen, Adiposen und Typ-2-Diabetikern.

Die lokale TNF-a Konzentration im Fettgewebe von Adipdsen, Typ-2-
Diabetikern und Kontrollpersonen korreliert dabei signifikant positiv

(p=0,0004) mit dem BMI, wie in Abbildung 4.4.2. dargestellt.

p=0,0004

TNF-o, im Fettgewebe
N

relative Proteinkonzentration von
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Abbildung 4.4.2. Korrelation der relativen Proteinkonzentration von TNF-a im
Fettgewebe von Kontrollpersonen, Adiposen und Typ-2-Diabetikern mit dem BMI
[kg/m?].
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5. Diskussion

Die Analyse der systemischen und lokalen Proteinexpression der
verschiedenen Adipozytokine ergab einen Einblick in die Rolle der
Adipozytokine in der komplexen Pathogenese der Adipositas, der
Insulinresistenz und des Typ-2-Diabetes. Aus den erhobenen Korrelationen
zwischen den lokalen und systemischen Proteinexpressionen ergibt sich die
Moglichkeit bei Bestimmung des Serumspiegels eines Faktors auf die
direkte lokale metabolische Situation im Fettgewebe zu schlieBen. Daraus
resultiert ein klinisch einsetzbarer Parameter zur Verlaufs- und

Therapiekontrolle.

In Bezug auf Adiponectin wurde schon aufgrund der negativen Korrelation
zwischen Adiponectin und dem BMI gefolgert, dass Adiponectin einen
passenden Biomarker fiir die Progression des metabolischen Syndroms
darstellen konnte [105]. Hypoadiponectindmie ist eng verkniipft mit der
Glucoseaufnahme, dem Grad der Insulinresistenz, der Hyperinsulinimie
und mit Adipositas [106].

In Ergédnzung dazu kann diese Studie demonstrieren das die lokale und
systemische Adiponectinexpression bei Adiposen und Typ-2-Diabetikern
signifikant erniedrigt sind und damit kann die Verkniipfung der
Hypoadiponectimie mit Adipositas und Typ-2-Diabetes noch unterstrichen
werden. Zusétzlich kann eine signifikant positive Korrelation zwischen der
lokalen und systemischen Adiponectinexpression aufgezeigt werden.

Die systemischen Adiponectinspiegel im Serum eignen sich somit direkt
die lokale metabolische Situation im Fettgewebe zu repriasentieren und die
Funktion von Adiponectin als Progressionsparameter des metabolischen

Syndroms kann weiter unterstiitzt werden.
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Die Bedeutung von Resistin in der Pathogenese des Typ-2-Diabetes ist
bisher umstritten. Im Tierversuch kdnnen sowohl bei didtetisch induzierter
Adipositas, als auch in genetischen Adipositasmodellen, im Fettgewebe
von Méusen erhohte Resistinlevel gemessen werden, die unter Therapie mit
TZD's supprimiert werden [52]. In Erginzung dazu zeigt eine andere
Studie eine signifikant hohere Resistinexpression in humanem Fettgewebe
von Adipdsen im Vergleich zu Kontrollen und eine positive Korrelation
mit dem BMI. Verdnderungen der Serumresistinlevel ergeben eine positive
Korrelation zu Verdnderungen des BMI [53]. Die Erkenntnis das Resistin
vom Fettgewebe sezerniert wird, wird als weiterer Hinweis auf die
Verkniipfung mit der Pathogenese des Typ-2-Diabetes gewertet [107].

Im Gegensatz dazu zeigen andere experimentelle Adipositasmodelle eine
Suppression der Resistinexpression [56]. Adipose Ratten weisen signifikant
niedrigere Resistinkonzentrationen als Kontrollen auf und das Vorkommen
von Resistin in immunokompetenten Zellen bei Ratten und Menschen
wurde detektiert [108]. Eine aktuelle Studie zeigt, dass Resistin und
Resistin-like-molecule-B  eine  schwere hepatische Insulinresistenz
induzieren, ohne dass Hinweise auf eine periphere Insulinresistenz gegeben
sind [55]. Zusammenfassend wird somit die Rolle von Resistin bisher
kontrovers diskutiert und andere FEinflussgebiete, zum Beispiel im
Immunsystem angedeutet.

Diese Studie zeigt verminderte systemische Resistinspiegel im Serum,
sowie reduzierte lokale Resistinkonzentrationen im Fettgewebe von
Adiposen im Vergleich zu Kontrollpersonen. Bei Typ-2-Diabetikern ist
eine Erhohung der Resistinspiegel im Serum und im Fettgewebe von
Adiposen und Typ-2-Diabetikern im Vergleich zu Kontrollen gemessen

worden. Es konnen jeweils keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen
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werden und es kann keine Korrelation zwischen der systemischen und der
lokalen und Resistinexpression erhoben werden.

Ein direkter Zusammenhang von Resistin in der Pathogenese der
Insulinresistenz in Verbindung mit dem metabolischen Syndrom und einem
erhohtem BMI kann damit nicht bestitigt werden. Eine kausale Funktion
lasst sich nicht vermuten. Des weiteren ist Resistin nicht qualifiziert als
Parameter die lokale metabolische Situation im Fettgewebe anhand der

systemischen Serumspiegel zu reprisentieren.

Seitdem Leptin 1994 entdeckt wurde [60], haben viele Studien die
auBBerordentliche Bedeutung von Leptin in der Regulation des
Korpergewichtes und im Energiehaushalt beschrieben [109].

Wie bereits bekannt [79] zeigt Leptin auch in dieser Untersuchung eine
signifikant positive Korrelation der systemischen Spiegel im Serum und der
lokalen Konzentrationen im Fettgewebe mit dem BMI. In diesem
Patientenkollektiv ergibt sich jedoch im Fettgewebe keine signifikante
Verdanderung von Leptin zwischen Adiposen, Typ-2-Diabetikern und
Kontrollpersonen. Im Vergleich zu den Kontrollpersonen sind die
Leptinkonzentrationen im Fettgewebe von Typ-2-Diabetikern geringer
erhoht als bei Adiposen im Vergleich zu den Kontrollen. Im Serum
hingegen kann sowohl bei Adipdsen als auch bei Typ-2-Diabetikern eine
signifikante Erhdhung der Leptinspiegel im Vergleich zu den
Kontrollpersonen erhoben werden. Allerdings ergibt sich daraus keine
Korrelation zwischen den systemische Leptinspiegeln im Serum und den
lokalen Konzentrationen im Fettgewebe bei Adipdsen, Typ-2-Diabetikern
und Kontrollpersonen.

Die Ergebnisse aus dem Fettgewebe und die positive Korrelation zum BMI

unterstreichen die Regulationsfunktion von Leptin im Energiehaushalt und
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die primire Bedeutung bei der Entstehung der Adipositas. In Hinsicht auf
die Pathogenese des Typ-2-Diabetes zeigten bereits andere Studien, dass
die Plasmakonzentration von Leptin unabhéngig vom Plasmainsulin und
der Insulinresistenz ist [110]. In Ergédnzung dazu weisen auch diese Daten
darauthin, dass Leptin in Bezug auf den Typ-2-Diabetes eher eine
untergeordnete Rolle spielt. Bei fehlender Korrelation zwischen
systemischen Leptinspiegeln im Serum und lokalen Leptinkonzentrationen
im Fettgewebe eignen sich die Serumspiegel nicht als repridsentativer

Parameter der lokalen metabolischen Situation im Fettgewebe.

Die Bedeutung von TNF-a in der Entstehung und Manifestation der
Insulinresistenz wird kontrovers diskutiert. Bei adipdsen Frauen wurden
erhohte TNF-a Level im Fettgewebe detektiert [89]. Allerdings konnen
keine Effekte auf die Insulinsignalkaskade unter der Behandlung mit TNF-
o im Skelettmuskel nachgewiesen werden [99]. TNF-a Knockout-Miuse
mit didtinduzierter Adipositas zeigen die gleichen reduzierten Insulinlevel
wie die Kontrollgruppe. Im Gegensatz dazu kann beim adipésen Wildtyp
eine signifikante Hyperinsulinimie nachgewiesen werden [87]. Bei Ratten
konnte klar aufgezeigt werden, dass erhohte TNF-oo Level eine
Insulinresistenz hervorrufen.

In dieser Studie konnen ebenfalls signifikant erhohte TNF-o Spiegel im
Fettgewebe von Adipdsen und Typ-2-Diabetikern im Vergleich zu
Kontrollpersonen gemessen werden. Es wird eine signifikant positive
Korrelation zwischen TNF-o und dem BMI aufgezeigt.

Die Korrelation zwischen TNF-a und dem BMI kann bestitigt werden. Es
konnen jedoch hohere TNF-a Konzentrationen im Fettgewebe von

Adiposen als bei Typ-2-Diabetikern nachgewiesen werden, sodass die
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Funktion von TNF-o in der Pathogenese der Insulinresistenz ungeklart

bleibt.

Zusammengefasst kann in dieser Studie dargestellt werden, dass die
systemischen Serumspiegel von Adiponectin, Resistin und Leptin nicht alle
geeignet sind auf die lokale metabolische Situation im Fettgewebe zu
schlief3en.

Insbesondere in Bezug auf Adiponectin konnen unsere Daten die
Bedeutung in der Pathogenese des Typ-2-Diabetes unterstreichen und
Adiponectin als moglichen Indikator der Insulinresistenzentstehung
auszeichnen. Die systemischen Adiponectinkonzentrationen im Serum von
Adiposen, Typ-2-Diabetikern und Kontrollpersonen sind geeignet die

lokale metabolische Situation im Fettgewebe zu reprisentieren.
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6. Zusammenfassung

Das metabolische Syndrom, Adipositas und Typ-2-Diabetes gewinnen
zunehmend an bevdlkerungsmedizinischer Bedeutung. Adipositas stellt
einen der groBten Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines Typ-2-Diabetes
dar.

Ziel dieser Studie war es, die Proteinexpression von Adiponectin, Resistin,
und Leptin sowohl systemisch im Serum als auch lokal im Fettgewebe von
Adiposen, Typ-2-Diabetikern und Kontrollpersonen mittels RIA und
ELISA zu analysieren. Des weiteren wurden mittels Western Blot die
Proteinexpression von TNF-o im Fettgewebe von Adiposen und Typ-2-
Diabetikern untersucht.

Eine kausale Bedeutung von TNF-o in der Pathogenese des Typ-2-
Diabetes kann in dieser Studie nicht nachvollzogen werden. Die
systemischen Serumspiegel von Leptin und Resistin repréisentieren die
lokale metabolische Situation im Fettgewebe nicht. Der Zusammenhang
zwischen erhohter Leptinexpression und Adipositas kann weiter betont
werden. Adiponectin weist eine signifikant positive Korrelation zwischen
systemischen Spiegeln im Serum und Ilokalen Konzentrationen im
Fettgewebe auf.

Damit unterstreichen diese Daten die Bedeutung von Adiponectin in der
Pathogenese des Typ-2-Diabetes. Der Serumspiegel von Adiponectin
eignet sich aufgrund der strengen Korrelation die metabolische Situation im
Fettgewebe zu reprasentieren.

In Zukunft lieBe sich nun moglicherweise die systemische
Adiponectinexpression im Serum als klinischer Verlaufsparameter
einsetzen und dariiber hinaus konnten sich neue kausale Therapieoptionen

ergeben.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celcius

APS Ammoniumpersulfat
BMI Body Mass Index

BSA Bovines Serumalbumin
ca. circa

DTT Dipropyltrytamin

EDTA Ethylendiamentetraacetat
ELISA Enzyme Linked Immunosorbant Assay
HRPO Horse Raddish Peroxidase

IB Immunoblot

IRS Insulin Rezeptor Substrat
kDa Kilodalton

1 Liter

ug mikrogramm

ng nanogramm

PBS Phosphate Buffered Saline
pg Picogramm

PMFS Polymethylsulfonylfluorid
SEM Standard Error of the Mean

SDS-Page Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
TBS Tris Buffered Saline
TEMED N, N, N, N' Tetramethylethylendiamin

TNF-a Tumor Necrose Faktor-alpha

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
\Y Volt
z.B. zum Beispiel
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