LIPOPROTEIN- UND APOLIPOPROTEIN E-STOFFWECHSEL IN
HUMANEN ADIPOZYTEN

DISSERTATION

Zur Erlangung der Wiirde des Doktors der Naturwissenschaften
des Departments Biologie
der Fakultat fur Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften
der Universitat Hamburg

vorgelegt von

DOROTHEE LASRICH
aus Rheda-Wiedenbriick

HAMBURG
2010



Genehmigt vom Department Biologie
der Fakultat fir Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften
an der Universitat Hamburg

auf Antrag von Frau Professor Dr. U. BEISIEGEL
Weiterer Gutachter der Dissertation;

Professor Dr. H.-P. MUHLBACH

Tag der Disputation; 22. Januar 2010

Hamburg, den 08. Januar 2010

! 'ffuf Wi | ‘I‘/‘wa'\n
!

Professor Dr. Jorg Ganzhom
Leiter des Departments Biologie



FUR MEINE ELTERN



INHALT

INHALT

7Y o1 U] = =T o TP 1
ZUSAMMENTFASSUNE ...ouiiiiiiiiiiernnenesissisieiinreennenssssssssessesssessssassssssssssssssssssssnnsnssssass 3
L EINI@IUNG ettt e ree e e s re s s e nnsesennsesenssssensssssnssssnnsssannnes 4
1.1 LipoproteinstoffwechSel .......eueveeeeeiiiiiiiieeeeee e, 4
1.1.1 Zusammensetzung und Funktion von Lipoproteinen.......cccccceecvveeeccciveeecccivee e e, 6
1.1.2 exogener LipoproteinstoffwechSel..........ccceieiiiieiiccceeececceeeeecee e 8
1.1.3 endogener Lipoproteinstoffwechsel ..........coovveieeeccieee e 9
1.2 Sekretion und Aufnahme von Lipoproteinen............cccccccoeeeieniiee e, 10
1.2.1 Synthese und Sekretion von Lipoproteinen .......ccccecvveeriiiieeeiciieee e eieee e 10
1.2.2 Lipoproteinrezeptor vermittelte Aufnahme ........ccccoccveieieiiie e, 14
1.3 Lipidstoffwechsel des Fettgewebes. ..., 15
1.3.1 Differenzierung und Funktion von AdipOozyten .......ccccevveceieeeecciieeeecieee e 15
1.3.2 Bedeutung von Lipiden und Lipoproteinen fiir den Stoffwechsel des................. 18
Vo [T oo yAY =T VO ESPRSTNS 18
1.3.3 ApoE-Funktion im Adipozytenstoffwechsel .........ccccoocveieieiiiie i, 21
LA FrageStellUNG ....uueveeeeiieeieeeieeeeeeee e e 22
2 Material und Methoden ............oiiiiiiiiiiiiiiii e 23
B 4= 1111 V=T o PSSP 23
2.2 Adipozytare DifferenzZierUnNg .......cuuvvivieuiiiiiiiiiiiieieeeeee e e e e e e e e e e e e e e e 23
2.2.1 Adipozytédre Differenzierung von hMSC-Tert Zellen........cccecveveeecieeeevcieeee e, 23

2.2.2 Praparation und adipozytare Differenzierung von primaren humanen
(= oo [T To 72 =Y o PP PPPPPRRPPPPPN: 24
2.3 MOleKUIarbDiolOZIe.......uuureiiiiiiiiiiiiiieie e e e e e e aa e e e e e e e e aeaeae e 26
2.3.1 Praparation VON RNA ...ttt e e eatrr e e e e e e e e e e e e naaanaeeas 26
2.3.2.Schreiben VON CDNA ... ..co ettt ettt ettt sae e st ee et e st e e saeeas 26
2.3.3 Quantitative Real-time PCR (TAGMAN) c..vuovrreeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeereeeeeseesseeeeneen. 27
2.4 Prot@INCREIMIE ...t ee e e e e e e e e e e aaeaaaaaaaaeeeeeaeaeees 29
2.4.1 Herstellung von Gesamtzelllysat .......cccuvieiiiiciiiiiiciiiiceiieccciee e 29
2.4.2 Herstellung von Membranproteinfraktionen..........ccccoccvveeiieeciie e, 30
2.4.4 Proteinbestimmung mittels SDS-LOWIY ...cccccvuiiiiecciiieeecieee e eeee e 30
24,5 SDS-PAGE ......couiietiieie ettt ettt ettt st sae et sht et s et sabe e be e beenbeens 31
2.4.6 WESTEIN BlOt... ettt sttt st e e 31
2.4.7 Fluoreszenzmarkierung von Chylomikronen-Remnants .........cccceevveeivcineesinneen. 32
2.4.8 IMMUNFIUOIESZENZ ...ttt sttt e 33
2.5 Funktionale Methoden .........coooiiiiiiiiiiiiieee e 33
B T A =Y o) B o= T4 o 1U V=TT 34
T 111 e) u -1 ¢ 10 V- S 34
2.5.3 TriglyzeridbeStimMmMUNE.....cccviii ettt ettt e e e aae e e eaneas 34
2.5.4 CholesterolbestimmMUNE ....ccuuei it e e e e s are e e s sanes 35



INHALT

2.5.5 PhospholipidbeStimmUNEG.......ccooviiiiiiiiiiiee e siie e s e e 35
2.5.6 Praparation von Chylomikronen aus humanem Plasma.......cccccceecvieeiicieee e v, 36
2.5.7 Praparation von Chylomikronen-Remnants........cccueeivivieeiiniiesessiiieeesniieee s 36
2.5.8 LipideXtraktion.......ccoccuvieeieiiiee ettt e ere e et ae e e erree e esnr e e e aae e e e nraas 37
2.5.9 LipoSOmMeENPraparation ..........ccccccueiieeeeeee e cceciiieee e e e e e e esserere e e e e e e e e aaaeaaareeeaaeeas 37
2.5.10 >H, ™ C LipOSOMENAUFNGNME ..ot 38
2.5.11 221-LipoproteinaUfNaNme..........c.cueviiceeeeee et 39
2.5.12 APOE-ELISA ...ttt et e e e ae s 39
2.5.13 Gelfiltrationschromatographie (FPLC)........ccceceeeeriiecieeeeeecee et 40

3 01 ¢ T4 1Y OO RON 42
3.1 Charakterisierung des verwendeten Zellsystems .........c.eevveeeieieiiiieeieeeeeneen... 42
3.1.1 hIMSC-Tert AdIPOZYLEN ..viiiiiiiee ittt sbae e e s saee e s e s sare e e e sanes 43
3.1.2 humane PraadipOzyLeNn ......cuueieiciiiieeciee ettt e s stae e e s eare e e e e e e e e ennes 47

3.2 Synthese und Sekretion von Lipoproteinen........ccccceeeeeeieiiiiiieiiicieee e, 49
K Y oY Y=Y =Y i o IO UPPPPPP 50
3.2.2 Regulation der APOE-SEKIretion .......ccccuiieiiiiiiiiiniiiee st e e 50
3.2.3 Charakterisierung der sekretierten Lipoproteine .......cccccceevevveeeecciveeeeccieee e s, 58

3.3 Aufnahme von ApoE-haltigen Lipoproteinen .........eeveeevevevieieieeeieieeeeeeeeeee, 61
3.3.1 Aufnahme von *H/*C-markierten Liposomen in hAMSC-Tert .....ovvvveveeeeeernnnnn. 61

7V 1o Yo YA =1 DU PSP PPRPPPPPRNE 61
3.3.2 Aufnahme von **I-Chylomikronen-Remnants in AMSC-Tert......ccoovveveeeerererernns. 66

FA¥e 1o Yo YA =1 DU PSP TOPPRPPPPPRNE 66
3.3.3 Aufnahme von Cy5-markierten Chylomikronen-Remnants..........ccccceveevveeeennneen. 70

3.4 Bedeutung des ApoE fir die Adipozytenfunktion...........eeeeveeeveeeeiieiiiennnnnnn.n. 74
3.4.1 Charakterisierung der ApoE-knockdown Zelllinie .........ccceeevecveeeeecieeeeccieee e, 74
3.4.2 Charakterisierung der adipogenen Differenzierung in den ApoE ...........c.c....... 75
KNOCKAOWN ZEIEN.....einiiiieie et st st s s s 75
3.4.3 APOE REKONSTIULION ....iiiiiiiiiiei ittt e e 78

4 DiSKUSSION ...ciiiueeiiiiinneiiiiirnneisiiereesisirrsssisiienssseirmssssssssssssssssrsessssssssssssssssesnnes 85
4.1 Charakterisierung des adipozytaren Zellsystems..........ccouvieeieeeeeeeeieeeininnnnnnn. 85
4.2 Synthese und Sekretion von ApoE in hMSC-Tert Adipozyten..........ccceeeeeee..n. 87
4.3 Aufnahme von ApoE-haltigen Lipoproteinen in Adipozyten..........cccccuuuue...... 90
4.4 Bedeutung des ApoE fiir die Adipozyten-Funktion ..........ccceveeveveveeeieennnennn.n. 96
Abbildungsverzeichnis........ccccciiiiiiieiiiiiiiiiniiiii s e aees 99
=T Y 0 N 101
ANNANG .ot r e s e n e e s en s e e ne s s e e ns s e nnsesennnsanssenannans 115
DaANKSABUNE ....iieeiiieeiiiieiciiierieecreneerenseennsesenssssenssssenssessnssssnnssssnssssensssnensasnnn 119



ABKURZUNGEN

ABKURZUNGEN

2-APB
ABCA1l
ACAT
ACC
ADD
AK
AMPK
aP2
Apo
ATGL
BAPTA-AM
bp
BFA
BSA
cAMP
CE
C/EBP
CETP
cDNA
cGMP
(@)Y

CR
Ct-Wert
DAPI
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
ECL
EDTA
ELISA
ER

FAS
FFA
FATP
FCS
FPLC
G6P
GAPDH
GLUT
GSK
HDL
HMG-CoA
hMSC
HL
HRP
HSL
HSPG
HuH7
H89

2-Aminoethoxydiphenylborate

ATP Binding Cassette Transporter 1
Acyl-CoA: Cholesterol Acyltransferase
Acyl-CoA Carboxylase

Adipocyte Determination and Differentiation Factor
Antikoprer

5’-AMP aktivierte Proteinkinase

Adipocyte Lipid Binding Protein
Apolipoprotein

Adipose Triglyceride Lipase
1,2-bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N’-tetraacetate acetoxymethyl ester
Basenpaare

Brefeldin A

Bovines Serumalbumin
cyclo-Adenosinmonophosphat
Cholesterolester

CCAAT/Enhancer Binding Protein
Cholesterolester Transfer Protein

revers transkribierte DNA
cyclo-Guanosinmonophosphat

Chylomikron

Chylomikron-Remnant

Threshold Cycle

4’ 6-Diamidino-2-phenylindol

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxynukleinsdaure
Desoxynucleotid-5triphosphat

Enhanced Chemiluminescence
Ethylendiamintetraacetat

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Endoplasmatisches Retikulum
Fettsduresynthetase

Freie Fettsauren

Fatty Acid Transport Protein

Fotales Kadlberserum

Fast Performance Liquid Chromatography
Glukose-6-phosphat
Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase
Glukosetransporter

Glykogensynthase Kinase

High Density Lipoprotein
Hydroxymethylglutaryl-CoA

humane mesenchymale Stammzelle
Hepatische Lipase

Horseradish Peroxidase (Meerrettich Peroxidase)
Hormonsensitive Lipase
Heparansulfatproteoglykan

humane Hepatomazelllinie
N-[2-(p-Bromocinnamylamino)ethyl]-5--2HCI



ABKURZUNGEN

IBMX
IDL
IGF-I
IL

IR

IRS
kDa
LCAT
LDL
LDL-R
LpL
LRP
LXR
MAPK
MEK
MES
mRNA
NADPH
PAT
PBS
PCR
PDE
PDK
PI3K
PKA
PKC
PPAR
gPCR
RAP
RNA
RT-PCR
SDS
SDS-PAGE
shRNA
SiRNA
SRB1
SREBP
STAT
TBE
TBP
TBS
Tert
TG
TIP47
TNFa
Tris
TRL
VLDL
VLDL-R

Isobutylmethylxanthin

Intermediate Density Lipoprotein
Insulin-like Growth Factor-I

Interleukin

Insulinrezeptor

Insulinrezeptor Substrat

kilo Dalton

Lecithin: Cholesterol Acyltransferase
Low Density Lipoprotein

LDL-Rezeptor

Lipoprotein Lipase

LDLR-related Protein

Liver X Receptor

Mitogen-aktivierte Proteinkinase
MAPK Kinase

Morpholino Ethansulfonsaure
messenger RNA

Nicotinamid Adenindinukleotidphosphat
Perilipin, Adipophilin, TIP47

Phosphate Buffered Saline

Polymerase Kettenreaktion
Phosphodiesterase
Phosphatidylinositol-abhangige Kinase
Phosphatidylinositol-3-phosphat Kinase
Proteinkinase A

Proteinkinase C

Peroxisome Proliferator-activated Receptor
quantitative PCR

Receptor-associated Protein
Ribonukleinsdure

Reverse Transkriptase PCR
Natriumdodecylsulfat

SDS Polyacrylaid Gelelektrophorese
small hairpin RNA

small interfering RNA

Scavenger Receptor Class B Type 1
Sterol Regulatory Element Binding Protein
Signal Transducer and Activator of Transcription
Tris-Borat-EDTA Puffer

Tata Box Binding Protein

Tris Buffered Saline

Telomerase Reverse Transkriptase
Triglyzerid

Tail Interacting Protein of 47 kDa
Tumor Nekrose Faktor a
tris-(Hydroxymethyl)aminomethan
Triglyzeridreiche Lipoproteine

Very Low Density Lipoprotein
VLDL-Rezeptor



ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Das Fettgewebe nimmt eine zentrale Rolle im Energiestoffwechsel ein, da aufgenommene
Fettsduren zum Einen in Form von Triglyzeriden gespeichert, zum Anderen in katabolen
Stoffwechsellagen zur Energiegewinnung freigesetzt werden. Im Plasma werden Fettsduren in
Form von komplexen Triglyzerid-reichen Lipoproteinen transportiert. Das in mit diesen
Lipoproteinen assoziierte Apolipoprotein E (ApoE) wird in hohen Konzentrationen auch von
Adipozyten synthetisiert. Die Bedeutung dieses regulatorisch wichtigen Apolipoproteins fiir das
Fettgewebe war zu Beginn dieser Arbeit nicht bekannt. Ziel der vorliegenden Arbeit was es daher,
die ApoE-abhangige Aufnahme und Sekretion von Lipoproteinen in humanen Adipozyten, und
somit die Bedeutung des ApoE fiir den Lipoprotein- und Energiestoffwechsel des Adipozyten zu
untersuchen.

Dafir wurde ein humanes Adipozytenmodell verwendet, welches durch Differenzierung aus
immortalisierten mesenchymalen Stammzellen generiert werden kann. Nach erfolgreicher
Charakterisierung des verwendeten Zellsystems hinsichtlich der induzierten Expression
adipozytdarer Markergene auf mRNA-Ebene mittels quantitativer Real time PCR und auf
Proteinebene mittels Westernblot-Analytik und ELISA, konnte eine deutlich erhéhte Expression
ebenfalls fiir ApoE, die Lipoprotein Lipase sowie fiir die Lipoproteinrezeptoren VLDL-R, LDL-R und
LRP1 in den differenzierten Adipozyten nachgewiesen werden. Trotz der hohen Expression dieser
regulatorisch wichtigen Proteine wurde mit Hilfe von radioaktiv- und fluoreszenzmarkierten
Lipoproteinen gezeigt, dass die ApoE-abhangige Aufnahme von Lipoproteinen in Adipozyten nur
zu einem sehr geringen Anteil erfolgt.

Die ApoE-Sekretion der humanen Adipozyten erfolgt in einer nicht-lipidierten Form, was durch
Gelfiltrations-Analysen der Zellkulturiberstande der differenzierten Zellen gezeigt werden
konnte. Dabei wird das ApoE Uber einen konstitutiven Mechanismus sezerniert, der abhangig von
der intrazelluldren Proteinkinase A-Aktivitdt und Calcium-Signalkaskaden verlduft. ApoE wird
demzufolge in hoher Konzentration von Adipozyten synthetisiert und sezerniert, wobei diese
Prozesse weder die Lipoproteinaufnahme noch die Lipidfreisetzung maRgeblich beeinflussen.
Mittels einer stabilen, lentiviral-vermittelten siRNA-Expression gegen ApoE sowie durch die
Uberexpression der humanen ApoE3-Isoform in den hMSC-Tert Adipozyten, konnte jedoch eine
zentrale Bedeutung des endogenen ApoE fir die Differenzierung der Adipozyten gezeigt werden.
Die ApoE-depletierten Zellen zeigen im Vergleich zu entsprechenden Kontrollzellen eine stark
verringerte Triglyzerid-Akkumulation, was auf einer beeintrachtigten Differenzierung der Zellen
beruht. Die Supplementation von exogen zugefiihrtem humanem ApoE3 wahrend der
Differenzierung fuhrte zwar zu einer gesteigerten Akkumulation von Triglyzeriden, aber nicht zu
einer Rekonstitution der Differenzierung hinsichtlich der Expression adipozytdrer Markergene.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen folglich, dass der Lipidstoffwechsel humaner Adipozyten
nur zu einem geringen Anteil durch die Aufnahme und Sekretion von Lipoproteinen beeinflusst
wird. Dessen ungeachtet ist das in Adipozyten synthetisierte ApoE an der Regulation der
adipozytaren Differenzierung malgeblich beteiligt, wobei die genaue Funktion von ApoE in
diesem physiologisch und pathophysiologisch wichtigen Prozess noch nicht abschlieBend geklart

werden konnte.
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1 EINLEITUNG

1.1 LIPOPROTEINSTOFFWECHSEL

Nahrungslipide spielen fir den Koérper als Energielieferanten eine wichtige Rolle. Da
Lipide wasserunldslich sind, missen ihrem Transport im Blut spezifische Mechanismen
zugrunde liegen. Freie Fettsduren werden an Albumin als spezifisches Transportprotein
gebunden transportiert, wahrend Lipide mizellire Komplexe mit Proteinen bilden,
sogenannte Lipoproteine.

Der Lipoproteinstoffwechsel lasst sich in drei Bereiche unterteilen: den
exogenen/postprandialen Weg, den endogenen Weg und den Stoffwechselweg der High-
density Lipoproteine (HDL), den sogenannten reversen Cholesteroltransport. Der exogene
Weg transportiert Nahrungslipide vom Darm zur Leber, sowie in pheriphere Gewebe wie
Muskel und Fettgewebe, der endogene Weg verteilt Lipide aus der Leber in
extrahepatische Organe. Der Stoffwechselweg der HDL ist vor allem fir den
Ricktransport von (iberschiissigem Cholesterol zur Leber verantwortlich, wo es zu
Gallensduren abgebaut und ausgeschieden werden kann. Der exogene/postprandiale
Weg und der endogene Stoffwechselweg verlaufen nach dem gleichen Prinzip,
unterscheiden sich aber in den agierenden Lipoproteinen. Wahrend im Darm die
Nahrungslipide in Triglyzerid-reiche Chylomikronen (CM) verpackt werden, synthetisiert
die Leber ebenfalls Triglyzerid-reiche VLDL fiir den endogenen Weg (Havel RJ and Kane
J.P.,, 2001). Chylomikronen und VLDL werden in Muskel und Fettgewebe durch die
endothelstandige Lipoprotein Lipase (LpL) hydrolysiert. Die dadurch aus den Triglyzeriden
des Lipidkerns freigesetzten Fettsdauren werden durch spezifische Fettsduretransporter in
Muskel- und Fettgewebe zur Energiegewinnung bzw. Speicherung aufgenommen
(Febbraio et al., 1999; Goldberg et al., 2009). Die Chylomikronen werden zu kleineren,
cholesterolreichen Chylomikronen-Remnants (CR), aus VLDL werden analog
Intermediate-density  Lipoproteine (IDL), die durch weitere Hydrolyse und
Transferreaktionen zu LDL werden. Diese werden schlieRlich Gber den LDL-Rezeptor (LDL-
R) in die Zellen aufgenommen (Brown and Goldstein, 1986). Dieser Schritt stellt einen
Unterschied zum exogenen/prostprandialen Weg dar, und beruht auf den strukturellen
Unterschieden der Apoproteine. Chylomikronen-Remnants tragen ApoB48 als
Strukturprotein, LDL ApoB100. Durch RNA-editing wird das ApoB-Gen beim Menschen im
Darm nur zur Halfte translatiert (Powell et al., 1987), wodurch dem ApoB48 der CR die C-
terminale LDL-Rezeptor-Bindungsdomane fehlt (Innerarity et al., 1996; Davidson and
Shelness, 2000). Die Chylomikronen konnen so nicht ApoB-abhdngig in die
extrahepatischen Gewebe aufgenommen werden, sondern werden (ber das LDL-
Receptor related protein 1 (LRP1) vorrangig von der Leber internalisiert (Beisiegel et al.,
1995; Rohlmann et al., 1998; Veniant et al., 1998).

Der HDL-Stoffwechsel ist wesentlich fiir den reversen Cholesteroltransport
verantwortlich. Dabei wird Uberschiissiges Cholesterol aus extrahepatischen Geweben
zuriick zur Leber transportiert. Die Leber ist das einzige Organ, welches Cholesterol durch
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1 EINLEITUNG

den Abbau zu Gallensduren ausscheiden kann (Russell and Setchell, 1992). HDL wird als
lipidarme Vorstufe von der Leber sezerniert, zentraler Bestandteil ist ApoAl, und
anschlielend im Plasma zu reifer HDL lipidiert. Der Transfer von Cholesterol aus den
Zellen zur HDL wird dabei von dem ATP Binding Cassette Transporter A1 (ABCA1)
vermittelt (Rust et al., 1999; Lawn et al.,, 1999; Young and Fielding, 1999; Oram and
Vaughan, 2000; Ragozin et al., 2005). Das auf die HDL (ibertragene Cholesterol wird nun
durch die Lecithin: Cholesterol-Acyltransferase (LCAT), die mit der HDL assoziiert ist, mit
einem Fettsdurerest aus Lecithin verestert (Zannis et al., 2006). Die so entstandenen
Cholesterolester werden (ber den Scavenger-Rezeptor Class B Type | (SR-BI) selektiv
wieder in Hepatozyten aufgenommen (Acton et al., 1996). Das Cholesterol Ester Transfer
Protein (CETP) Ubertragt Cholesterol auf LDL, welches so fiir eine Aufnahme in periphere
Gewebe zur Verfligung steht (Bruce et al., 1998). Da kein murines Analog zum humanen
CETP existiert, stellt dies einen entscheidenden Unterschied zwischen dem Menschen und
dem Modellorganismus Maus dar. Demnach liegt bei Mausen nahezu das gesamte
Plasmacholesterol in der HDL-Fraktion vor, beim Menschen hingegen findet man einen
GroRteil des Cholesterols in der LDL-Fraktion. In der folgenden Abbildung 1.1 sind die 3
beschriebenen Stoffwechselwege kurz zusammengefasst.

Exogener Weg Endogener Weg Reverser Cholesterol Transport
Apont|
@ v,
l T - - LDL-R
LDL-R
\ e Periphere Gewebe
ApoE * £
cMm 1 LDL-R
R <@ S ViDL T /
Apok Apok
\, ™ -/4 \ S
- \ VLDL /
pes _ -
D - tpt‘}’ ;
Pe,-,-pheﬂ_e ) / ) FFA
e

Pe’fpherie

Abb.1.1 Ubersicht iiber den Lipoproteinstoffwechsel. CM = Chylomikronen CR = Chylomikronen-Remnants,
VLDL = Very Low Densitiy Lipoprotein, IDL = Intermediate Density Lipoprotein, HDL= High Density
Lipoprotein, LpL = Lipoprotein Lipase, FFA = Free Fatty Acid, LRP1 = LDL-Rezeptor Related Protein 1, LDL-R =
Low Density Lipoprotein Rezeptor. Erlauterungen im Text.



1 EINLEITUNG

1.1.1 ZUSAMMENSETZUNG UND FUNKTION VON LIPOPROTEINEN

Lipoproteine enthalten Fettsduren in Form von Triglyzeriden (TG) und Cholesterolestern
(CE), der Transportform des Cholesterols, sowie Phospholipide (PL) und lipophile
Vitamine. Die Lipoproteine bestehen aus einem hydrophoben Lipidkern aus
Triacylglyzeriden und Cholesterolestern, sowie einer amphiphatischen Oberflache aus
Phospholipiden, durch deren polare Kopfgruppen die Loslichkeit in wassrigem Milieu
Oberflache
Apolipoproteine, die zum Einen eine stabilisierende Funktion ausiiben, und zum Anderen

durch Interaktion mit Enzymen und Membranrezeptoren fir die Verstoffwechselung des

vermittelt wird. In die eingelagert befinden sich verschiedene

Lipoproteins sorgen. In Abbildung 1.2 ist die Zusammensetzung eines Lipoproteins
schematisch dargestellt.

Polare Oberflache
OOO0) Apolipoproteine

[ ] Freies Cholesterol
(D)= Phospholipide

Hydrophober Lipidkern

%
C=

Cholesterolester
Triacylglyzeride

Abb.1.2 Schematische Darstellung eines Lipoproteins. Bestehend aus einem hydrophoben Kern mit
Cholesterolestern und Triacylglyzeriden sowie einer amphiphatischen Oberflache, die von Phospholipiden
gebildet wird, und in die die strukturgebenden Apolipoproteine eingelagert sind. Abbildung adaptiert aus
dem World Wide Web, Homepage der Université Laval.

Lipoproteine werden in verschiedene Klassen eingeteilt, die sich durch ihre GréRe, Lipid-
und Apolipoprotein-Zusammensetzung unterscheiden. Die GréRe, d.h. der Lipidgehalt der
Lipoproteine korreliert dabei invers mit ihrer Dichte (siehe Tabelle 1.1).

Dichte GroRe Apolipoprotein TG CE PL Chol Apoprotein
[g/mL] [nm] [%] [%] [%]  [%] [%]
Cyhlomikronen 0,93 75-1200 B48, E 86 3 7 2 2
VLDL 0,93-1,006 30-80 B100, C, E 55 12 18 7 8
IDL 1,006-1,019 25-35 B100, C, E 23 29 19 9 19
LDL 1,019-1,063 18-25 B100 6 42 22 8 22
HDL 1,063-1,3 5-12 A,CE 0-5 0-17 5-33 5 40-90

Tabelle 1.1 Wichtige Lipoproteinklassen und ihre Eigenschaften. Nach Havel und Kane 2001.

Ein GroRteil der Apolipoproteine, vor allem A, C und E, weisen als charakteristisches
Strukturelement eine sogenannte amphiphatische a-Helixstruktur auf. Dabei sind die

6



1 EINLEITUNG

hydrophilen Bereiche der wassrigen Umgebung, die hydrophoben dem Lipidkern der
Lipoproteinpartikel zugewandt. Diese Apolipoproteine sind in der Lage, intravaskular
zwischen einzelnen Lipoproteinpartikeln auszutauschen (Gursky, 2005).

ApoAl fungiert als Strukturprotein der HDL, aktiviert die LCAT und vermittelt die
Bindung der HDL an die HDL-Rezeptoren (Matsunaga et al., 1991; Williamson et al., 1992).
ApoAll wirkt als Kofaktor bei der zellularen Aufnahme von Cholesterol und aktiviert die
Hepatische Lipase (HL) (Kostner et al., 2007). ApoAlV vermittelt die Absorption von
Nahrungslipiden und die Synthese der Chylomikronen. Es moduliert auferdem die
Aktivierung der LpL lber ApoCll und aktiviert die LCAT (Lopez-Miranda et al., 2006).
ApoAV reguliert die Triglyzeridkonzentration im Plasma durch Aktivierung der LplL
(Pennacchio et al., 2001; Merkel et al., 2005).

Die Apolipoproteine C modulieren die Aktivitdt der Lipoprotein Lipase. Die LplL ist in
Abwesenheit ihres Kofaktors ApoCll inaktiv, was bei einem Mangel zu einer Typ-I-
Hyperlipidamie flihrt (Breckenridge et al., 1978). ApoClll hingegen hemmt die Aktivitat
der LpL (Wang et al., 1985) und inhibiert gleichzeitig die Bindung triglyzeridreicher
Lipoproteine an den LDL-R der Leber (Windler et al., 1980; Quarfordt et al., 1982; Windler
and Havel, 1985). Dadurch wird gewahrleistet, dass nur Lipoproteine nach
entsprechender Prozessierung durch die LpL wieder in die Leber aufgenommen werden
(Shelburne et al., 1980; Windler et al., 1980). Das ApoCl erfillt eine dhnliche Funktion,
hinzu kommt aber noch eine aktivierende Wirkung auf die LCAT (Windler et al., 1980;
Sehayek and Eisenberg, 1991).

Das Apolipoprotein E kommt in drei Hauptisoformen vor: E2, E3 und E4 (Weisgraber et
al., 1981). Es ist vor allem in Chylomikronen-Remnants, VLDL, IDL und HDL zu finden und
vermittelt die Bindung der Lipoproteine an die Rezeptoren der LDL-Rezeptor-Familie. Es
vermittelt vor allem die Insulin-abhiangige Aufnahme von Chylomikronen-Remnants (iber
LRP1 in die Leber (Beisiegel et al.,, 1989). Neben seiner Funktion als bedeutender
Regulator des Lipoproteinstoffwechsels im Plasma (Mahley and Ji, 1999) kommt dem
ApoE im zelluldren Lipidstoffwechsel des Fettgewebes eine besondere Bedeutung zu, auf
die in 1.3.3 ausfihrlicher eingegangen wird.

Im Gegensatz zu den gerade beschriebenen Apolipoproteinen stehen ApoB48 und
ApoB100. Sie bestehen (iberwiegend aus groRflachigen, amphiphatischen -
Faltblattstrukturen, die fiir eine feste Assoziation mit dem Lipidkern verantwortlich sind,
so dass ApoB48 und ApoB100 nicht in der Lage sind, zwischen einzelnen Lipoproteinen
auszutauschen (Gursky, 2005). Beide Proteine werden, wie bereits erwahnt, von
demselben Gen transkribiert, wobei das ApoB48 beim Menschen ausschlielllich im
Diinndarm synthetisiert wird. Mittels RNA-Editing wird durch die Desaminierung eines
spezifischen Cytosylrestes zu einem Uracylrest ein Stopcodon in die ApoB100-mRNA
eingefligt (Anant and Davidson, 2001), wodurch beim ApoB48 nur die N-terminalen 48%
des Gens translatiert werden und diesem so die C-terminale LDL-Rezeptor-
Bindungsdomane fehlt.
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1.1.2 EXOGENER LIPOPROTEINSTOFFWECHSEL

Nach der Resorption werden die Nahrungslipide in den Mucosazellen des Diinndarms mit
amphiphatischen Phospholipiden und Apolipoproteinen zu Chylomikronen komplexiert.
Aufgrund ihrer GroRRe von 100 nm - 1 um konnen diese nicht direkt in die Blutbahn
gelangen, sondern werden Uber das Lymphsystem transportiert. AnschlieRend gelangen
sie Uber den Ductus thoraticus zum Angulus venosus, wo der Ubergang in den
Blutkreislauf stattfindet. Dort werden primar die Triglyzeride der Chylomikronen durch
die endothelstindige Lipoprotein Lipase hydrolysiert, welche durch Insulin in ihrer
Expression und Sekretion stimuliert wird (Spooner et al., 1979). Die LpL liegt in den sie
exprimierenden Geweben Herz, Muskel, braunes und weiRes Fettgewebe an die
Heparansulfatproteoglykane (HSPG) der extrazelluldren Matrix der Endothelzellen und
das Glycosylphosphatidylinositol-anchored high density lipoprotein-binding protein 1
(GPIHBP1) gebunden vor (Spooner et al., 1979; Merkel et al., 2002a; Beigneux et al., 2007;
Gin et al., 2008). Im Rahmen dieser LpL-katalysierten Lipolyse, die ApoCIl und ApoAV als
Kofaktoren bendtigt (Olivecrona and Beisiegel, 1997; Merkel et al., 2005), werden die
Triglyacylglyzeride der Chylomikronen gespalten und die entstehenden freien Fettsduren
(FFA) in die umliegenden Gewebe aufgenommen. Das CETP vermittelt den Austausch von
Triacylglyzeriden gegen Cholesterolester mit der HDL (Bruce et al., 1998). Weitere
Veranderungen der Lipidzusammensetzung werden durch das Phospholipid Transfer
Protein (PLTP) vorgenommen, welches den Anteil der Phospholipide in den
Chylomikronen reduziert (Tzotzas et al., 2009). Am Ende dieses Modifizierungsprozesses
stehen CR, die ApoE aus der HDL aufgenommen haben (Imaizumi et al., 1978; van't Hooft
and Havel, 1981). Als weitere Proteine enthalten die CR ApoCll, ApoClll, ApoAV sowie LpL,
die nach der Hydrolyse in inaktiver Form an die CR assoziiert verbleibt (Zambon et al.,
1996; Heeren et al., 2002). ApoE und LpL vermitteln als Liganden unmittelbar die Bindung
an die HSPGs im Disse-Raum, wodurch die sehr kurze Halbwertszeit der CR im Plasma
begriindet wird (Ishibashi et al., 1996).

MacArthur et al. konnten eine wichtige Rolle fiir die HSPGs bei der Bindung der TRL
durch einen leberspezifischen Knockout der N-Acetyl-D-Glucosamin (GIcNAC)-N-
Deacetylase/N-Sulfotransferase 1 (Ndst1) zeigen. Wahrend der Polymerisation der HSPGs
im Golgi-Apparat unterliegen diese einer Reihe von Modifikationen. Dabei entfernen die
Ndsts die Acetylgruppen der GIcNAC-Reste und Sulfatreste werden an die freien
Aminogruppen angefligt. Die so modifizierten Zuckerketten sind hochspezifische
Bindestellen fiir verschiedene Proteine (Lindahl and Li, 2009). Ein leberspezifischer Ndst1-
Knockout fiihrt so zu einer beeintrachtigten CR-Bindung und folglich zu einem erhohten
Plasmatriglyzeridspiegel sowohl unter pre- als auch postprandialen Bedingungen.
Desweiteren wurde auch eine aktive Beteiligung der HSPGs am Endozytoseprozess
postuliert (MacArthur et al., 2007).

Die CR werden im Disse-Raum durch die Hepatische Lipase (HL) weiter hydrolysiert, die
bei anschlieBender Aufnahme der CR zusammen mit ApoE und LpL als Liganden fiir die
Membranrezeptoren LRP1 und LDL-R fungiert (Beisiegel et al., 1989; Ishibashi et al., 1994;
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de Faria et al., 1996; Rohlmann et al., 1998). Stérungen der Aufnahme postprandialer
Lipoproteine koénnen zu einer Akkumulation von Remnant-Lipoproteinen im Plasma
fliihren, welche mit der Entwicklung friihzeitiger Atherosklerose und Herzinfarkt assoziiert
ist. Die am Besten untersuchte Stérung der Remnant-Aufnahme ist die sogenannte Typ llI-
Hyperlipoproteindmie. Betroffene Patienten sind homozygot fir die ApoE2-lsoform,
welche nicht in der Lage ist die Bindung der CR an den LDL-R zu vermitteln. Laatsch et al.
konnten, wie bereits fiir Adipozyten von (Corvera et al., 1989; Descamps et al., 1993)
beschrieben, auch fir Leberzellen sowohl in vitro als auch in vivo zeigen, dass in der
postprandialen Phase LRP1 durch den Insulinstimulus zur Plasmamembran transloziert
wird, und so fiir die Aufnahme der CR zur Verfligung steht (Laatsch et al., 2009). Es wird
daher vermutet, dass eine z.B. durch Ubergewicht verursachte Insulin-Resistenz bei ApoE
2/2-Tragern zu einer Typ lll-Hyperlipoproteinamie fihrt. Die Aufnahme Uber LRP1 wird
dabei Uber dessen intrazelluldre NPxYxxL-Doméane vermittelt (Li et al., 2000). LDL-R
defiziente Mause mit einer Knock-In Mutation in der endogenen NPxYxxL-Domane zeigen,
dass ein Funktionsverlust dieser Domane zu einer beeintrachtigten Internalisation von
Remnant-Partikeln und somit unter anderem zu einer Anreicherung ApoE-haltiger
Lipoproteine und dem proinflammatorischen Cytokin Tumor Nekrose Faktor a (TNFa)
flihren, was in einer erhdhten Atherosklerose-Entwicklung resultiert (Gordts et al., 2009).

Die intrazelluldre Prozessierung der Chylomikronen-Remnants unterscheidet sich vom
klassischen lysosomalen Abbau der LDL (Brown and Goldstein, 1986). Nur der Lipidkern
und das ApoB48 werden dabei lysosomal degradiert, ApoE ApoCll, ApoClll und LpL
werden in den peripheren Endosomen vom Lipidkern getrennt und in sogenannte Surface
Remants zurlick zur Plasmamembran transportiert und recycelt (Heeren et al., 1999; Fazio
et al., 1999; Rensen et al., 2000).

1.1.3 ENDOGENER LIPOPROTEINSTOFFWECHSEL

Der endogene Stoffwechselweg beginnt mit der Synthese der VLDL in der Leber (1.2.1).
Naszierende VLDL enthalten ApoB100, ApoE und geringe Mengen ApoC. Wahrend der
Hydrolyse werden ein grofRer Teil der ApoCs und das freie Cholesterol auf die HDL
zuriicktransferiert (Havel RJ and Kane J.P.,, 2001). Das Cholesterol wird anschlieRend
durch die LCAT verestert und kann durch das CETP wieder auf ApoB-enthaltende
Lipoproteine ibertragen werden (Barter et al., 2003). Wahrend der sukzessiven Hydrolyse
werden aus relativ groRen Triglyzerid-reichen VLDL; kleinere, dichtere VLDL, die tber
ApoE entweder direkt Gber den LDL-R in die Zellen aufgenommen werden, oder (iber IDL
in LDL Gberfihrt werden. Bei der Umwandlung in LDL verlieren die VLDL-Remnants ihren
ApoE-Anteil und nehmen lGber CETP Cholesterolester aus den HDL auf (Bruce et al., 1998).
Sie enthalten ein einziges Molekil ApoB100. LDL macht bei gesunden Menschen etwa
zweidrittel des Plasma-Cholesterols aus. Der grofite Teil davon wird (ber den LDL-
Rezeptor in die Leber, ein geringerer Teil in periphere Gewebe aufgenommen, wo das
Cholesterol als Membranbaustein und als Prakursor fiir die Synthese von
Steroidhormonen und Vitamin D dient (Daniels et al., 2009).
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Ab einer LDL-Konzentration von etwa 200 mg/dL, ist die Kapazitdt der LDL-Rezeptoren
erschopft, was dazu fuhrt, dass die LDL nicht mehr Gber die LDL-Rezeptoren, sondern lber
die sogenannten Scavenger-Rezeptoren verstoffwechselt werden (Kostner et al., 2007).
Die Scavenger-Rezeptoren wurden zum ersten Mal 1979 von Goldstein und Brown als
hochaffine Bindungsstellen fiir acetylierte LDL beschrieben (Brown et al., 1979; Goldstein
et al., 1979). Sie kommen vor allem in Makrophagen und Zellen des Retikulohistiozytaren
Systems (RHS) vor und nehmen chemisch modifizierte LDL auf. Speziell Oxidation im
subendothelialen Raum durch z.B. proinflammatorische Cytokine oder oxidativen Stress
fihrt in vivo zu modifizierter LDL die als Ligand (ber die Scavenger-Rezeptoren
aufgenommen werden (Henriksen et al., 1981; Quinn et al., 1987; Khan et al., 2003). Eine
besondere Bedeutung fiir den Lipoproteinstoffwechsel hat der SR-BI, fiir den erstmals die
Aufnahme von Lipiden aus Lipoproteinpartikeln gezeigt werden konnte (Acton et al.,
1996). Er bindet als Liganden u.a. modifizierte und native LDL, VLDL sowie HDL. Aufgrund
seiner hohen Bindungsaffinitdt zu HDL wird er auch als HDL-Rezeptor bezeichnet (Krieger,
2001). Der SR-BI vermittelt die selektive Aufnahme von Cholesterol und Cholesterolestern
aus gebundenen HDL in die Zellen, die HDL-assoziierten Apolipoproteine werden dabei
nicht internalisiert (Swarnakar et al., 1999; Ji et al., 1999). Weiterhin scheint der SR-BI
aber auch den Efflux von Cholesterol zu erméglichen (Llera-Moya et al., 1999).

Im Gegensatz zum LDL-R wird die Expression der Scavenger-Rezeptoren nicht vom
Cholesterolgehalt der Zelle reguliert, wodurch Makrophagen uneingeschrdankt LDL
aufnehmen kdnnen. Bei exzessiver LDL-Aufnahme ist die Aufnahmekapazitat der HDL fir
den reversen Transport nicht ausreichend, die Makrophagen werden dadurch in
Schaumzellen umgewandelt und es entsteht ein atherosklerotischer Plaque (Li and Glass,
2002).

1.2 SEKRETION UND AUFNAHME VON LIPOPROTEINEN

Dieser Abschnitt beschreibt zunichst die Synthese und Sekretion von Lipoproteinen,
wobei im Einzelnen auf die VLDL (1.2.1.1) und ApoE (1.2.1.2) eingegangen wird. In
Abschnitt 1.2.2 wird die Bedeutung des Apolipoprotein E fiir die Aufnahme von
Lipoproteinen beschrieben.

1.2.1 SYNTHESE UND SEKRETION VON LIPOPROTEINEN

1.2.1.1 VLDL

Wie bereits in 1.1.3 erwdhnt beginnt der endogene Stoffwechselweg in der Leber mit der
Synthese der VLDL. Die Synthese der VLDL erfolgt in zwei Schritten. Der erste Schritt
beinhaltet die Synthese des ApoB an den Ribosomen und die anschlieende Translokation
in das Lumen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) (Boren et al., 1992; Olofsson et al.,
1999). Durch seine hydrophilen Eigenschaften bleibt es dort zunachst mit der Membran
assoziiert (Chuck et al., 1990). Der initiale Schritt zur Lipidierung des ApoB erfolgt durch
das Microsomal Triglyceride Transfer Protein (MTP) am rauen Endoplasmatischen
Retikulum (Boren et al., 1992; Rustaeus et al., 1998). MTP ist essentiell fir die Bildung der
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VLDL-Partikel. Der Verlust des Proteins fihrt zu einer Abeta-Lipoproteindmie, einem
kompletten Verlust von ApoB-haltigen Lipoproteinen (Sharp et al., 1993). MTP bindet an
die Membran des ER und bildet ein Heterodimer mit Proteindisulfid-Isomerasen (PDI), die
an der Ausbildung von Disulfidbriicken im ApoB beteiligt sind (Shoulders et al., 1994; Wu
et al., 1996a; Bradbury et al., 1999), wodurch Triglyzeride auf das ApoB libertragen
werden kénnen. Es entsteht ein pra-VLDL-Partikel der durch weitere Lipidierung zu einem
triglyzerid-armen VLDL-Partikel konvertiert wird. Diese Lipidierung ist abhangig von dem
GTP-binding protein ADP-ribosylation factor 1 (ARF-1), welches auRerdem fir die
Translokation der VLDL in den Golgi-Apparat verantwortlich ist (Stillemark et al., 2000;
Tran et al., 2002). Im Golgi-Apparat wird der Proteinanteil der VLDL weiter modifiziert
(Gusarova et al., 2007) und weiterhin Phospholipide in die VLDL eingebaut. Die reifen
VLDL werden schlieflich in COPI-sekretorische Vesikel verpackt (siehe auch 1.1.2.2) und in
den Disse-Raum entlassen.

Die VLDL-Synthese und Sekretion unterliegt einer strengen Regulation durch Insulin,
wobei in der postprandialen Phase die VLDL-Synthese als Antwort auf den Insulin-
Stimulus reduziert ist (Sparks and Sparks, 1994; Lewis et al., 1995). Eine schnelle Adaption
der Leber an metabolische Anderungen zwischen pri- und postprandialer Phase ist
notwendig, um eine physiologische Konzentration der Lipide im Plasma
aufrechtzuerhalten. Diese Regulation wird durch den Transkriptionsfaktor Fork-head Box
01 (Fox01), der ein Insulin responsive element (IRE) in seinem Promotor tragt, vermittelt
(Sparks and Sparks, 1994; Brunet et al., 1999; Nakae et al., 2001; Barthel et al., 2005). In
Abwesenheit von Insulin verbleibt FoxO1 im Nukleus und bindet als Transaktivator an den
Promotor. In Anwesenheit von Insulin wird FoxO1 durch den PI3K-abhdngige Wege
phosphoryliert, was zu einer Translokation aus dem Nukleus und so zur Inhibition der
Target-Gene fiihrt (Biggs, lll et al., 1999; Nakae et al., 2001; Altomonte et al., 2003). Die
hepatische MTP-Synthese wird ebenfalls negativ durch Insulin beeinflusst, was zusatzlich
zu einer Reduktion der VLDL-Partikel fihrt (Hagan et al., 1994; Kuriyama et al., 1998;
Phillips et al., 2002).

Auch fir ApoE wird eine Rolle in der Regulation der VLDL-Sekretion beschrieben.
Hamilton et al. konnten ApoE in naszierenden VLDL-Partikeln nachweisen und postulieren
eine Rolle wahrend der VLDL-Sekretion in der Bildung sekretorischer Vesikel im Golgi-
Apparat (Hamilton et al., 1991). ApoE-defiziente Mdause zeigen eine starke Triglyzerid-
Akkumulation in der Leber, was ebenfalls auf eine beeintrachtigte VLDL-Sekretion der
Leber hindeutet (Kuipers et al., 1996). In vitro ist die TG-Synthese in ApoE-defizienten
Hepatozyten hingegen nicht beeinflusst (Gusarova et al., 2007).
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1.1.2.2 ApoE

Das Apolipoprotein E wurde 1973 zum ersten Mal als argininreiches Protein mit einer
Molmasse von 34 kDa in Lipoproteinen beschrieben (Shore and Shore, 1973). Es ist in
Chylomikronen-Remnants, VLDL, IDL und HDL zu finden und liegt im humanen Plasma in
einer mittleren Konzentration von 30-50 mg/L vor. Syntheseorte sind vor allem die Leber,
Makrophagen, das Gehirn aber auch das Fettgewebe. Das ApoE-Gen ist beim Menschen
auf dem Chromosom 19 lokalisiert (Olaisen et al., 1982), es weist vier extrinsische (44, 66,
193 und 860bp) sowie drei intrinsische Bereiche auf und hat eine Gesamtlange von 3591
bp.

ApoE wird zunachst als 317-Aminosduren umfassendes Pra-ApoE gebildet, wobei die
ersten 18 Aminosauren das Signalpeptid bilden. Nach dem Transport in das ER wird ApoE
im Golgi-Apparat an Position 194 (Threonin) glykosyliert (Wernette-Hammond et al.,
1989). Dabei werden anfangs Oligosaccharide (N-Acetyl-D-Glukosamin) angekniipft, von
denen im weiteren Verlauf der Glykosylierung Zuckerreste abgespalten und wieder
angefigt werden. AbschlieBend werden bis zu sechs N-Acetylneuraminsdurereste
angefiigt. Nach der Sekretion ins Plasma und dem Einbau in Lipoproteine, werden die
Acetylneuraminsadurereste durch eine Neuraminidase des Endothels abgebaut. Dem
Sialysierungsgrad des ApoE kommt eine regulatorische Bedeutung fiir den VLDL
Katabolismus zu, da Partikel mit zunehmender Sialysierung schneller aus dem Plasma
aufgenommen werden (Ghiselli et al., 1986). Die LDL-R-Bindedomiane befindet sich
zwischen Aminosduren 126 bis 191, wobei die Bindung durch die positiv geladenen
Aminosdurereste zwischen den Aminosdauren 140 bis 160 vermittelt wird, welche
komplementar zu den negativ geladenen Bindungsstellen des LDL-R sind (Weisgraber et
al., 1985). Die lipidbindende Domane befindet sich am C-Terminus des Proteins, wobei die
Bindung hier durch eine amphiphatische a-Helix vermittelt wird (Hasty et al., 2005).

Fir das ApoE-Gen sind zahlreiche Allel-Varianten beschrieben, die drei wichtigsten sind
€2, €3 und €4. Das €3 kommt mit einer Allelfrequenz ca. 70% am haufigsten vor und gilt
daher als ,Wildtyp” (Utermann, 1987). Diese genetischen Polymorphismen duBern sich
phanotypisch in den Isoproteinen ApoE2, ApoE3 und ApoE4. Ursache hierfir ist ein
Austausch der Aminosauren 122 und 158, die zu einer Substitution von Cystein-112 durch
Arginin (ApoE4) bzw. Arginin-158 durch Cystein (ApoE2) fiihren (Weisgraber et al., 1981).
Durch diesen Austausch tragt ApoE2 im Vergleich zu ApoE3 eine positive Ladung weniger,
ApoE4 tragt eine mehr. Diese Ladungsunterschiede fiihren durch eine verdnderte
rdumliche Struktur der Proteine zu einer verdnderten Bindungsaffinitdit zu den
Lipoprotein-Rezeptoren, wobei ApoE2 praktisch nicht an den LDL-R bindet, ApoE4
hingegen eine leicht erhohte Affinitdt zum LDL-R aufweist (Weisgraber et al., 1985;
Weisgraber, 1990). Abbildung 1.3 zeigt eine schematische Darstellung der ApoE-
Primarstruktur der verschiedenen Isoformen.
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Cys Cys

ApoE2 NH2 f } COOH
112 158
Cys Arg

ApoE3 NH2 f } COOH
112 158
Arg Arg

ApoE4 NH2 | f COOH
112 158

NH2 —— COOH

Singalpeptid Rezeptorbindedomane Lipidbindedomane
(1-18}) (140-160) (202-299)

Abb.1.3 Schematische Darstellung der Primérstruktur der ApoE-Isoformen. Weitere Erlduterungen im Text.

Die ApoE-Expression wird durch die Transkriptionsfaktoren PPARy und LXR reguliert
(Laffitte et al., 2001; Yue et al., 2004; Yue and Mazzone, 2009). Weiterhin kann sie durch
den Cholesterolgehalt der Zellen und Cytokine, z.B. TNFa beeinflusst werden (Mazzone et
al., 1987; Ye et al.,, 1992; Laffitte et al., 2001; Espiritu and Mazzone, 2008; Yue and
Mazzone, 2009). ApoE wird in den meisten Geweben konstitutiv sekretiert. Dabei
verlauft der Weg vom Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat und von dort in
Transport-Vesikeln zur Plasmamembran. Fiir Cholesterol-Akzeptoren wie ApoAl, HDL und
Phospholipidvesikel konnte ebenfalls eine direkte Stimulation der endogenen ApoE-
Sekretion gezeigt werden (Dory, 1991; Mazzone et al., 1992; Kockx et al., 2004).

Aufgrund der Bedeutung von Makrophagen fiir den reversen Cholesteroltransport und
der hohen ApoE-Expression in diesen Zellen, sind viele Studien zur Bedeutung des ApoE
im Zusammenhang mit dem reversen Cholesteroltransport in Makrophagen durchgefihrt
worden. Die ApoE-Sekretioniegt unterliegt dabei einer komplexen Regulation. Die basale
ApoE-Sekretion ist abhadngig von ABCA1, wie in Patienten mit der Tangier-Krankheit, die
einen Defekt im ABCA1-Transporter aufweisen, und in Makrophagen mit inhibierter
ABCA1-Aktivitat gezeigt werden konnte (Von Eckardstein et al., 2001). Die Stimulation der
ApoE-Sekretion durch ApoAl oder HDL ist ABCAl-unabhdngig, was auf zwei
unterschiedliche Wege fiir die ApoE-Sekretion hindeutet (Kockx et al., 2004). Die ApoE-
Sekretion der Makrophagen wird durch die Proteinkinase A (PKA) und intrazellulares
Calcium-Signaling reguliert. Unter basalen Bedingungen fihrt die Inhibition der PKA zu
einer Akkumulation von ApoE-haltigen Vesikeln in der Zelle, aber nicht zu ihrer
Degradation (Muniz et al.,, 1996; Kockx et al.,, 2007). Die Komplexierung des
intrazelluldren Calciums und eine Inhibition der Phospholipase C und des IP3-Rezeptors
fihren ebenfalls zu einer verminderten ApoE-Sekretion in Makrophagen (Kockx et al.,
2007).

Sowohl fiir Makrophagen als auch fiir Hepatozyten wurde beschrieben, dass das
aufgenommene ApoE nicht vollstandig degradiert sondern auch recycelt wird. Die ApoE-
haltigen TRL-Partikel desintegrieren dabei in peripheren Sorting-Endosomen und das
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freigesetzte ApoE gelangt in Recycling-Endosomen, von wo aus es wieder resekretiert
werden kann (Heeren et al., 1999; Fazio et al., 1999; Rensen et al., 2000). Das ApoE kann
dabei wiederholte Zyklen von Internalisation und Sekretion durchlaufen, wobei ca. 60%
recycelt und wieder sekretiert werden (Heeren et al., 2001; Hasty et al., 2005). Bei der
Stimulation der Sekretion wurde in dieser Studie allerdings nicht zwischen de-novo
synthetisiertem oder reinternalisiertem ApoE unterschieden.

Das ApoE-Recycling kann in vitro und in vivo durch HDL induziert werden (Heeren et
al., 2003). Das resekretierte ApoE liegt dabei anschlieBend an extrazellulare HDL
gebunden vor, wodurch die Anreicherung der CR mit ApoE sowie die hepatische
Clearance der CR aus dem Plasma beschleunigt werden. Fiir ApoE4 wurde dagegen ein
beeintrachtigter HDL-induzierter Recycling-Prozess beschrieben, der ebenfalls mit einem
reduzierten Cholesterolefflux einhergeht (Heeren et al.,, 2004). Dies impliziert eine
Beeinflussung des intrazelluldren Cholesteroltransports durch ein beeintrachtigtes ApoE4-
Recycling und stimmt {berein mit dem pathophysiologischen Lipoproteinprofil
homozygoter ApoE4-Tréager (Davignon et al., 1988).

Die Funktion der ApoE-Sekretion fiir den Adipozyten ist bisher wenig untersucht, es
wird eine Rolle des ApoE im Cholesterol-Efflux postuliert (Vassiliou and McPherson,
2004b).

1.2.2 LIPOPROTEINREZEPTOR VERMITTELTE AUFNAHME

Fiir die Regulation der Lipoproteinkonzentration im Plasma spielt die rezeptorvermittelte
Aufnahme von Lipoproteinen eine entscheidende Rolle. Der LDL-Rezeptor ist ein im
menschlichen Korper in vielen Geweben exprimiertes Glykoprotein. Er ist einer der ersten
Zelloberflachenrezeptoren fir den gezeigt werden konnte, dass nach Bindung eines
Liganden, in diesem Fall LDL, die Endozytose des gesamten Rezeptor-Liganden-Komplexes
erfolgt, wobei der Ligand in lysosomale Kompartimente dirigiert wird (Brown and
Goldstein, 1986). Liganden des LDL-R sind aufRer LDL auch VLDL und IDL. Von der Leber
sezernierte VLDL tragt eine einzige Kopie ApoB100 und eine Vielzahl von ApoE Molekilen,
die zusammen die Bindung an den LDL-R vermitteln (Shelness and Sellers, 2001). Die
Interaktion zwischen ApoE und dem LDL-R ist abhangig von der Lipidierung des ApoE,
welche zu einer Konformationsdnderung und somit zu eine vermehrten Darlegung
alkalischer Aminosaurereste zur fiihrt (Sehayek and Eisenberg, 1991). Weiterhin fiihrt die
LpL mediierte Transformation von VLDL zu IDL zu einem erhéhten ApoE-Anteil in den IDL-
Partikeln, was in einer hoheren Bindungsaffinitat der IDL, im Vergleich zur VLDL, zum LDL-
R resultiert.

In der Leber werden die Triglyzerid-reichen Lipoproteine im Disse-Raum zunachst an
der Zelloberflache von den HSPG gebunden (Bishop et al., 2008). Im Anschluss daran
werden die Remnants durch rezeptorvermittelte Endozytose, wie unter 1.1.2
beschrieben, liber den LDL-R und LRP1 in die Leber aufgenommen.

Die Aufnahme wird auf der cytosolischen Membranseite durch die Anlagerung des
Adaptor-related protein complex AP2 initiiert, der die Rezeptoren in die ‘coated pits’
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dirigiert und die Anlagerung von Clathrin-Molekiilen bewirkt, welche eine netzartige
Struktur unterhalb der Plasmamembran bilden. Der Membranbereich stiilpt sich ein, und
es bildet sich ein mit Clathrin umhillter Vesikel, der schlieRlich durch Dynamin von der
Plasmamembran getrennt wird. Die Clathrin-Hille zerfallt anschlielend wieder in
Clathrin-Monomere und l6st sich von den Vesikeln ab, die mit frihen Endosomen
verschmelzen (Kirchhausen, 2002). In den Endosomen sinkt der pH-Wert durch den
Protonentransport der vesikuldaren ATPase, was im Falle der LDL zu einer Dissoziation des
LDL-Rezeptors und der Bindung zu ApoB100 aus der aufgenommenen LDL fihrt, wobei
der Rezeptor aus dem Vesikel zur Plasmamembran zurlick recycelt wird. Das frihe
Endosom reift Uber eine weitere Ansduerung zu einem spaten Endosom und fusioniert
schlieflich mit Prilysosomen zu einem Lysosom, in dem der Vesikelinhalt degradiert wird.
LDL-R-Knockout Mause akkumulieren daher im Plasma LDL-Partikel (Ishibashi et al.,
1993), wohingegen bei einem leberspezifischem LRP1-Knockout kein Effekt auf das
Lipoproteinprofil zu beobachten ist. In Tieren mit aktivem LDL-Rezeptor kann der Effekt
durch eine Aufnahme (iber LDL-R, welcher ebenfalls ApoE binden kann, teilweise
kompensiert werden. Eine Erhéhung der TG und des Cholesterols in ApoB48-haltigen
Lipoproteinen konnte aber bei LRP1-defizienten Madusen beobachtet werden (Willnow et
al., 1994; Rohlmann et al., 1998).

1.3 LIPIDSTOFFWECHSEL DES FETTGEWEBES

1.3.1 DIFFERENZIERUNG UND FUNKTION VON ADIPOZYTEN

Adipozyten entstehen durch Differenzierung aus multipotenten Stammzellen
mesodermalen Ursprungs, welche die Fahigkeit besitzen sich aulRerdem in Muskel-,
Knochen-, Knorpel- und Endothelzellen zu entwickeln (Lefterova and Lazar, 2009). Der
erste Schritt der adipogenen Differenzierung verlauft tber die Bildung einer friihen
Vorlauferzelle, dem Adipoblast, hin zu einem determinierten Praadipozyten. Dieser
exprimiert ein spezielles Muster an Transkriptionsfaktoren, die die weitere Expression
adipozytenspezifischer Gene steuern. Die Zelle bildet nachfolgend einen
charakteristischen adipozytaren Stoffwechsel aus, der zu einer sukzessiven Akkumulation
von Lipiden flihrt. Dabei bildet sich die typische monolokuldre Morphologie des
Adipozyten, wobei das Cytoplasma fast vollstdindig von einer einzigen groRRen
Lipidvakuole eingenommen und der Zellkern in die Peripherie gedringt wird (Gesta et al.,
2007).

Die adipozytdre Differenzierung wird auf molekularer Ebene durch spezifische
Transkriptionsfaktoren streng reguliert und durch eine kaskadenartige Anderung der
Aktivitat und Expression dieser Transkriptionsfaktoren bestimmt (Rosen and Spiegelman,
2000; Rosen, 2002), was eine Verschiebung des Genexpressionsmusters zu Folge hat.

Der Peroxisome Proliferator-activated Receptor y (PPARy) ist ein Mitglied der Nuklear
Rezeptor Super-Familie und wird als Hauptregulator der Adipogenese angesehen. PPARy
wird durch die CCAAT/Enhancer Binding Proteine C/EBPB und C/EBP& induziert, wobei
ein direkter transkriptioneller Effekt durch die C/EBP-Bindungsstellen an den PPARy
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Promotor postuliert wird. C/EBPB und C/EBPS werden im praadipozytdren Stadium nur
fur einen begrenzten Zeitraum exprimiert. Die Expression von C/EBPB kann dabei durch
einen hohen cAMP-Spiegel in der Zelle induziert werden, welcher ein cAMP Response
Elemtent in seinem Promotor tragt. PPARYy liegt als Protein in zwei Isoformen vor, PPARy1
und PPARy2, die durch alternatives Splicen und durch unterschiedliche Promotoren
entstehen (Elbrecht et al.,, 1996). Beide werden wahrend der Adipogenese induziert,
wobei PPARy2 adipozytenspezifisch ist.

Wahrend der Adipogenese aktiviert PPARy die Expression von C/EBPa. Dieser
Transkriptionsfaktor trégt ein C/EBP Response Element und wird so, zusatzlich zu der
Aktivierung durch PPARy, autokrin stimuliert. Er wirkt seinerseits ebenfalls aktivierend auf
die PPARy-Expression zuriick, so dass die beiden Transkriptionsfaktoren ihre Expression
gegenseitig verstarken, wodurch der terminal differenzierte Zustand der Adipozyten
gewahrleistet bleibt.

Die Expression von PPARy wird durch einen weiteren Transkriptionsfaktor, den
Adipocyte Determination and Differentiation Factor 1 (ADD1), auch als Sterol Element
Binding Protein 1c (SREBP1c) bezeichnet, stimuliert (Fajas et al., 1999). SREBP1c induziert
vor allem lipogene Enzyme wie die Fatty Acid Synthase (FAS), Acetyl-CoA Carboxylase
(ACC) und Glycerophosphat Acetyltransferase 1 und 2, und sorgt so eventuell auch durch
die Bereitstellung von Liganden fiir die Aktivierung von PPARy (Kim et al., 1998). Die
Expression von SREBP1c wird im Fettgewebe und in der Leber durch Insulin reguliert
(Shimano et al., 1999), weshalb fiir SREBP1c eine Schliisselposition zwischen dem
Erndhrungszustand der Zellen und der Lipogenese angenommen wird. Ein weiterer
Effektor der PPARy-Expression ist der nukledre Hormonrezeptor Liver X Receptor (LXR),
der sowohl die Expression von PPARy als auch von SREBP1c stimuliert (Seo et al., 2004).

Eine Aktivierung von SREBP1c ist fir die Lipogenese notwendig, der
Transkriptionsfaktor kann aber allein, im Gegensatz zu PPARy, dessen Aktivierung zur
Induktion der Adipogenese ausreicht, keine starke adipogene Wirkung (Rosen et al.,
2002). Die beiden entscheideden Transkriptionsfaktoren sind PPARy und C/EBPa, da die
meisten adipozytdren Gene entweder ein PPAR oder C/EBP Response Element in ihrem
Promotor tragen. PPARy gilt dabei als der Hauptregulator der Adipogenese, wahrend
C/EBPa hauptsachlich unterstitzend auf die PPARy-Expression wirkt und fiir eine volle
Auspragung der Insulin-Sensitivitdt der Zellen notwendig ist (Hu et al., 1995; Rosen,
2002). C/EBPa defiziente Adipozyten zeigen keinen Insulin-abhingigen Glukosetransport,
eine reduzierte Expression des Insulinrezeptors und des Insulinrezeptor Substrat 1 (IRS1)
sowie deren verminderte Aktivierung (Hu et al., 1995; Wu et al., 1996b). Durch eine
Koexpression von PPARy und C/EBPa kann in vitro dagegen eine Transdifferenzierung von
Myoblasten zu Adipozyten erreicht werden (Hu et al., 1995).

Das Zusammenwirken der verschiedenen Transkriptionsfaktoren wahrend der
Differenzierung ist in Abb. 1.4 schematisch dargestellt.
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Abbildung 1.4: Regulation der adipozytdren Differenzierung. Erlduterungen im Text. Die Abbildung wurde
adaptiert nach Seo et al. 2004 und Rosen et al. 2006.

Die physiologischen Liganden von PPARy im Fettgewebe sind bislang unbekannt. Jedoch
konnten viele Studien mehrfach ungesattigte Fettsduren und verwandte Derivate als
Liganden fur PPARy bestidtigen. Im Gegensatz zu anderen PPAR reagiert PPARy nur
schwach auf native Fettsauren, weshalb (iber oxidierte Fettsdauren als mogliche
biologische Liganden spekuliert wird (Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995; Nagy et al.,
1998; Tontonoz and Spiegelman, 2008). Oxidierte Fettsduren wie 9- und 13-
Hydroxyoktadekadiensdure aktvieren PPARy mit héherer Effizienz als native Fettsduren.
Diese konnten in oxidierter LDL nachgewiesen werden und sind in signifikanten
Konzentrationen in atherosklerotischen Plaques zu finden (Nagy et al., 1998; Zhang et al.,
2004b). Thiazolidinedione, z. B. das Rosiglitazon, sind pharmakologische PPARy-Agonisten
und werden als Insulin-sensitivierende Substanzen in der Therapie von Diabetes mellitus
Typ Il eingesetzt (Lehmann et al., 1995).

Die Adipogenese unterliegt vielen weiteren exogenen Einfliissen, auf die nicht alle im
Detail eingegangen werden kann. Einen wichtigen Inhibitor der Adipogenese stellen die
Molekile der Wingless-type MMTV Intergration Site (Wnt)-Familie dar. Diese Familie von
Glykoproteinen sind bedeutende Regulatoren in der Differenzierung mesenchymaler
Zellen (Logan and Nusse, 2004). Die Wnt-Signalkaskade verlduft hierbei Uber den
transkriptionellen Regulator B-Catenin. In Abwesenheit von Wnt wird B-Catenin durch
Axin und die Glykogen Synthase Kinase 3-p (Gsk3B) phosphoryliert und infolgedessen
ubiquitinyliert und proteasomal degradiert. Dies fiihrt zur Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren C/EBPa und PPARy und der adipozytiren Target-Gene. In
Anwesenheit von Wnt bindet dies an einen Rezeptorkomplex aus Frizzled und den
Korezeptoren LRP5 und LRP6, die als Singalrezeptoren zur Inaktivierung des
Degradationskomplexes flihren. Die Bindung des B-Catenins an den TCF/LEF-Komplex,
flhrt einerseits zu der Aktivierung der osteblastdren Downstream-Gene, gleichzeitig fihrt
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dies zu einer Blockade von PPARy und C/EBPa was in einer Inhibiton der Adipogenese
resultiert (Ross et al., 2000). Im Gegensatz dazu fuhrt eine Blockade des Wnt-Signalweges
zu spontaner Adipogenese in mesenchymalen Prakursorzellen (Ross et al., 2000). Durch
diese Beobachtungen wird dem kanonischen Wnt-Signalweg eine Schalterfunktion
zugeschrieben, die falls aktiviert, die Adipogenese hemmt und somit die Osteogenese
aktiviert (Zhou et al., 2008).

1.3.2 BEDEUTUNG VON LIPIDEN UND LIPOPROTEINEN FUR DEN STOFFWECHSEL DES
ADIPOZYTEN

Das Fettgewebe ist der groRte Energiespeicher des Korpers. Adipozyten nehmen
Nahrungslipide in Form von freien Fettsduren und C,-Monoacylglycerolen aus dem
Blutstrom auf. Fettsduren gelangen als Albumin-gebundene, nicht veresterte Fettsduren
(NEFAs) oder in triglyzeridreichen Lipoproteinen ins Fettgewebe (Large et al., 2004). Die
endothelstindige Lipoprotein Lipase spaltet die triglyzeridreichen Lipoproteine wie VLDL
und Chylomikronen nach ihrer initialen Bindung an die HSPGs und GPIHBP1, vermittelt
durch die Kofaktoren ApoCll und ApoAV (siehe auch 1.1.2). Im Adipozyten wird die
Expression und Sekretion der LpL postprandial durch Insulin stimuliert. Im Muskel erfolgt
die Regulation reziprok, die Expression wird postprandial unterdriickt. Eine Regulation der
LpL erfolgt aber auch durch die Angiopoetine Angptl3 und Angptl4. Dabei wird die
Expression der LpL im Hungerzustand durch Angptl3 inhibiert, postprandial durch Angptl4
erhoht (Shimizugawa et al., 2004; Backhed et al., 2004). Die durch die LpL freigesetzten
Fettsduren werden schnell zum Teil durch spezifische Transportproteine, wie die Fatty
Acid Transporter (FAT) oder die Fatty Acid Translokase (CD36) in das Fettgewebe
aufgenommen. Da freie Fettsduren ein hohes lipotoxisches Potential aufweisen, wird
deren intrazelluldrer Gehalt streng reguliert. Die Fettsduren werden nach dem Eintritt in
die Zellen durch das Adipocyte lipid binding protein (aP2) gebunden und zu ihrem Zielort
transportiert (Hotamisligil et al., 1996; Abumrad et al., 1998; Fisher et al., 2002; Furuhashi
et al., 2007). Die Fettsdauren werden in der Lipogenese zunachst durch durch die Acyl-CoA-
Synthetase zu Acyl-CoA aktiviert und mit Glycerol-3-phospat in der Lipogenese zu
Triglyzeriden reverestert. Da Glycerol im Adipozyten nicht wieder aktiviert werden kann,
sondern Uber den Aquaporin-7-Transporter ausgeschleust (Kishida et al., 2000) und in die
Leber transportiert wird, stellt die Synthese von Glycerol-3-Phosphat aus
Glukosemetaboliten einen essentiellen Schritt fiir die Lipogenese der Adipozyten dar
(Large et al., 2004).

Dabei wird in mehreren Schritten aus drei Fettsduren und einem Glycerol-3-phosphat
ein Triglyzerid synthetisiert. Die entstandenen TGs werden in den Lipidvesikeln (Lipid
Droplets) der Zellen gespeichert, die zum Schutz vor intrazellularen Lipasen von einem
funktionellen Proteinkomplex umgeben sind. Dieser besteht hauptsachlich aus Proteinen
der PAT-Familie, zu der Perilipin, Adipophilin (ADRP) und TIP47 gehoéren (Bickel et al.,
2009). Weitere Mitglieder sind das Oxidatvie-Tissue Enriched PAT-Protein (OXPAT) das
Lipid Storage Droplet protein 5 (LSDP5) (Wolins et al., 2006; Dalen et al., 2007). Den

groRRten Anteil stellt Perilipin A (Greenberg et al., 1993).
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Neben der Speicherung von Triglyzeriden, die aus Lipoproteinen aufgenommen werden
sind Adipozyten in der Lage De-novo-Lipogenese zu betreiben. Sie exprimieren alle fur die
Eigensynthese von Fettsauren benétigten Enzyme. In vitro wird die De-novo-Lipogenese
durch LXRa, Insulin und SREBP1c reguliert (Darimont et al., 2006). Die Lipogenese wird
postprandial hauptsachlich durch Insulin vermittelt aktiviert. Dieser Effekt iberschneidet
sich in weiten Teilen mit der inhibierenden Wirkung des Hormons auf die Lipolyse. Die
Wirkung des Insulins kann Uber cAMP-abhangige oder -unabhdngige Mechanismen
erfolgen. Insulin aktiviert Gber den PI3K/Akt-Signalweg die Phosphodiesterase 3B (PDE)
und senkt so den cAMP-Spiegel der Zelle (Kitamura et al., 1999). Gleichzeitig werden
cAMP-unabhangig Proteinphosphatasen aktiviert (Stralfors and Honnor, 1989). Dadurch
wird eine Abnahme des Phosphorylierungsstatus bestimmter Proteine, entweder durch
direkte Dephosphorylierung oder durch eine verminderte Aktivitdt der cAMP-abhangigen
Proteinkinase A (PKA) bewirkt. Weiterhin fihrt dies zu einer Stabilisierung des Perilipins
am Lipid Droplet und somit zu einer Hemmung der lipolytischen Enzyme. Enzyme der
Fettsduresynthese wie Acyl-CoA Carboxylase und FAS werden dabei aktiviert (Witters and
Kemp, 1992). Abbildung 1.5 zeigt eine schematische Ubersicht der Lipogenese und
Lipolyse im Adipozyten.

VDL DL -
Insulin  Glukose \-/' Fettsauren
]
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Y Y
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Abb.1.5: Schematische Darstellung von Lipogenese und Lipolyse im Adipozyten
Die Abbildung wurde adaptiert nach Large et al, 2004. Weitere Erlduterungen im Text.
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Insulin fUhrt weiterhin zu einer die Reduktion der B-adrenergen Rezeptoren an der
Zelloberflache, wodurch die Zelle gegeniiber lipolytischen Stimuli desensitiviert wird.
Unter katabolen Soffwechselbedingungen fiihrt die Bindung der Katecholamine Adrenalin
und Noradrenalin an die B-adrenergen Rezeptoren der Adipozyten zu einer Aktivierung
der Adenylatzyklase und somit zu einer Erhéhung cAMP-Synthese (Nonogaki, 2000).Der
intrazelluldare Anstieg des cAMP kann auch durch Abnahme der Insulinwirkung, durch
Aufhebung der PDE-Aktivierung, sowie durch Glukagon beeinflusst werden. Glukagon
wird in der praprandialen Phase von den a-Zellen des Pankreas ausgeschittet und wirkt,
hauptsachlich in der Leber, antagonistisch zu Insulin. Dort aktiviert durch Bindung an G-
Protein-gekoppelte Glukagonrezeptoren die Adenylatzyklase. Merida et al. konnten
Glukagonrezeptoren auch fiir humane Adipozyten beschreiben (Merida et al., 1993), so
dass eine Wirkung von Glukagon auf das Fettgewebe denkbar ist.

Der Anstieg des cAMP-Spiegels fiihrt zu einer Aktivierung der cAMP-abhéngigen PKA, die
Perilipin A als auch die hormonsensitive Lipase (HSL) phosphoryliert. Dies fiihrt zu einer
Dislokation des Perilipin A vom Lipid Droplet, die durch Phosphorylierung aktivierte HSL
kann nun an die Oberflache des Lipid Droplets translozieren und hat damit Zugang zu
ihrem Substrat. Das sehr hydrophobe Perilipin wird dabei vermutlich nicht ins Cytosol
verlagert, sondern an kleinere Lipidvesikel verschoben (Marcinkiewicz et al., 2006). Die
HSL hydrolysiert sowohl Tri-, Di- und Monoacylglycerole als auch Cholesterolester
(Kraemer and Shen, 2002). Die HSL spaltet Fettsduren hauptsachlich an der C; und Cs-
Position, die Monoacylglycerol Lipase (MGL) hydrolisiert anschlieBend die verbleibende
C,-Bindung. Im Adipozyten sind die Substrate der HSL hauptsachlich Triacylglyzeride. Die
lipolytische Aktivitdt der HSL kann durch die Bindung von Fettsduren an den aP2-
Proteinkomplex erhoht werden (Shen et al., 2001); (Jenkins-Kruchten et al., 2003). Das
aP2 lbernimmt so die freiwerdenden Fettsduren aus der Lipolyse und fiihrt sie ihrem
Zielort zu. Fiir Adipozyten ist eine weitere Lipase, die Adipose Triglyceride Lipase (ATGL),
beschrieben worden. Diese Lipase ist hochspezifisch und katalysiert den initialen Schritt
der Lipolyse (Zimmermann et al.,, 2004). AGTL-Knockout-Mause zeigen ektopische
Triglyzeridspeicherung, welche die in einer Herzdyfunktion resultiert. Die weisen
auBerdem eine mangelhafte Kéalteadaption und eine erhohte Insulin-Sensitivitat
(Haemmerle et al.,, 2006) auf, wodurch fir die ATGL ebenfalls eine Rolle in der
Energiechomodostase vermutet wird. Eine Unterdriickung der HSL in diesen Knockout-
Mausen resultiert einem nahezu vollstandigen Verlust der Fettsdurefreisetzung der
Adipozyten, was vermuten lasst, dass weitere fiir Adipozyten beschriebene Lipasen (z.B.
GS2, PNPLA1, TGH-1, TGH-2) fir die Lipolyse nur eine untergeordnete Rolle spielen
(Lafontan and Langin, 2009).

Die durch die Lipolyse freigesetzten Fettsduren werden entweder reverestert oder in
die Blutbahn ausgeschiittet. Das Fettgewebe stellt nahezu die einzige Quelle fir
Plasmafettsdauren dar, wodurch die Fettsdurekonzentration im Cytosol des Adipozyten
automatisch den Gehalt freier Fettsauren im Blut bestimmt.
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1.3.3 APOE-FUNKTION IM ADIPOZYTENSTOFFWECHSEL

Gleichwohl das ApoE schon lange als wichtiger Regulator im Lipoproteinstoffwechsel
bekannt ist, ist liber seine Funktion im Adipozytenstoffwechsel bislang wenig bekannt.
1991 wurde von Zechner et al. erstmals die Expression von ApoE in murinen 3T3-L1
Adipozyten und primdren humanen Adipozyten beschrieben. Weiterhin konnte eine
zunehmende ApoE-Expression in Abhédngigkeit vom steigenden Lipidgehalt der Zelle
beschrieben werden, die durch eine Cholesterolbeladung der Zellen noch weiter erhoht
werden kann (Zechner et al., 1991). Die lipidinduzierte, nicht aber die basale Expression
von ApoE wird in Adipozyten durch die Transkriptionsfaktoren LXRa und LXRB reguliert
(Laffitte et al., 2001). Die Expression kann in vitro und in vivo durch die Gabe von PPARy-
Agonisten verstarkt werden (Yue et al., 2004; Yue and Mazzone, 2009). ApoE spielt eine
wichtige Rolle fiir die Lipidaufnahme und die Regulation der Energiehomoostase im
Fettgewebe und den Adipozyten. Pathophysiologisch ist somit zu erwarten, dass
adipozytdres ApoE auch an der Entstehung des Metabolischen Syndroms, zu dem vor
allem die Manifestation einer Insulin-Resistenz, aber auch das gemeinsame Auftreten von
Bluthochdruck, koronarer Herzkrankheit, Adipositas und Diabetes mellitus Typ Il zahlen,
beteiligt ist.

In adipésen Mausen wurde gezeigt, dass die Expression von ApoE in Adipozyten in
Zusammenhang mit Adipositas und unter Einfluss des proinflammatorischen Cytokins
TNFa abnimmt, durch Fasten und Gewichtsverlust aber wieder gesteigert werden kann
(Yue et al., 2004; Huang et al., 2007; Yue and Mazzone, 2009). ApoE-defiziente Mause
zeigen gegenliber Wildtyptieren ein reduziertes Fettgewebe. Auch in Kombiantion mit
adiposen Mausmodellen wie Leptin-defizienten (ob/ob) oder Insulin-resitenten (ay/+)
Mausen zeigen die zugleich ApoE-defizienten Tiere unter Einfluss einer Hochfettdiat eine
geringere Fettakkumulation, eine verbesserte Glukosetoleranz und Insulinsensitivitat, was
auf eine protektive Funktion des ApoE hinweist (Chiba et al., 2003; Huang et al., 2007;
Gao et al.,, 2007; Karagiannides et al., 2008). Es wurde postuliert, dass moglicherweise
eine beeintrachtige VLDL-Sezernierung der Leber zu verringertem Koérpergewicht und
verringerter Fettgewebsentwicklung fihrt. In Adipozyten interagiert ApoE mit dem VLDL-
Rezeptor, welcher die Hydrolyse der TG durch die LpL ermdglicht (Chiba et al., 2003;
Takahashi et al., 2004). Huang et al. vermuten, dass von Adipozyten sezerniertes ApoE in
vitro die TG-Aufnahme in die Adipozyten vermittelt. Das Fehlen von endogenem ApoE in
den Adipozyten fiihrt zu einer stark verringerten TG-Aufnahme aus VLDL. Weiter konnte
gezeigt werden, dass eine Stimulation mit PPARy-Agonisten zu einer erhéhten ApoE-
Expression und TG Synthese in Wildtyp-Adipozyten fiihrt. Die gleiche Stimulation fihrt in
ApoE-Knockout Adipozyten aber zu signifikant weniger TG-Synthese und TG-
Akkumulation was fiir das adipozytdre ApoE eine Rolle in der intrazelluldaren
Lipidspeicherung moglich erscheinen lasst (Chiba et al., 2003; Huang et al., 2009).

Epidemiologische Studien beim Menschen haben gezeigt, dass eine Verbindung
zwischen den ApoE-Polymorphismen und erhohtem Korpergewicht, vor allem im
abdominalen Fettgewebe, und erhéhter Plasma-VLDL-Level besteht (Pouliot et al., 1990).
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Mause, die das humane ApoE3 exprimieren nehmen unter Einfluss einer Hochfettdiat
mehr Gewicht zu, verglichen mit Mausen mit humanem ApoE4-Transgen. Allerdings
zeigen die hApoE4-transgenen Mause friiher eine beeintrachtigte Glukosetoleranz als die
hApoE3-transgenen. Dies ist auf ein Versagen der ApoE4-exprimierenden Adipozyten
zuriickzufiihren, die die Fahigkeit verloren haben postprandiale Lipide und Glukose
aufzunehmen (Arbones-Mainar et al., 2008). Die Autoren konnten ebenfalls durch eine
adenovirale Expression von humanem ApoE3 in ApoE-defizienten Adipozyten die mRNA
Expression von Adiponektin induzieren, wohingegen kein Anstieg der Adiponektin-mRNA
bei Expression von ApoE4 gezeigt werden konnte. Das humane ApoE4-Transgen fihrt
allerdings zu einer Erhéhung der GLUT1- Expression, aber nicht von GLUT4, was einen
Einfluss von ApoE4 auf Insulin-regulierte Signalwege wahrscheinlich macht. Allerdings
konnte auch mit diesen Studien nicht abschlieBend geklart werden, welche Bedeutung
ApoE bei der Regulation des adipozytaren Stoffwechsels einnimmt.

1.4 FRAGESTELLUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es die Lipoproteinsekretion sowie die
Lipoproteinaufnahme in humane Adipozyten und somit die Bedeutung der Lipoproteine,
besonders des Apolipoprotein E, fir den humanen Adipozytenstoffwechsel zu
untersuchen. Zur Bearbeitung dieser Fragestellung wird ein humanes Adipozytenmodell
verwendet, welches kiirzlich im Insitut fiir Biochemie und Molekularbiologie Il etabliert
wurde (Prawitt et al., 2008). Ausgehend von einer molekularen Charakterisierung dieser
Zellen, die eine zunehmende Expression der Lipoproteinrezeptoren LDL-R und LRP1 und
der Apolipoproteine C und E im Differenzierungsverlauf gezeigt hat, soll zunachst die
Frage untersucht werden, in welcher Form ApoE von humanen Adipozyten sekretiert wird
und welchen regulatorischen Mechanismen diese Sekretion unterliegt. Im zweiten Teil
soll die ApoE-vermittelte Aufnahme von Lipoproteinen in humane Adipozyten untersucht
werden. Weiterfiihrend soll im letzten Teil der Arbeit mittels lentiviral vermittelter siRNA-
Expression, die gegen ApoE-Sequenzen gerichtet sind, die Bedeutung des ApoE fir die
Adipozytenfunktion im Hinblick auf die adipozytdre Differenzierung untersucht werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

VORBEMERKUNGEN

Alle nicht naher spezifizierten Chemikalien wurden von den Firmen Invitrogen
(Karlsruhe), Fluka Chemika (Buchs, CH), Merck (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe),
Serva Electrophoresis (Heidelberg) oder Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim) in
analytischer Qualitdt bezogen. Ebenso wurden alle Verbrauchsmaterialien
(ReaktionsgefdRe, Pipetten, Pipettenspitzen etc.) sofern nicht anders angegeben von
den Firmen Eppendorf (Hamburg), Sarstedt (Niimbrecht), Greiner (Kremsminster, A)
und BD Biosciences (Erembodegem, B) bezogen. Alle Plastikwaren fir die Zellkultur
wurden von Nunc (Roskilde, Ddnemark), Sarstedt (USA) und Falcon (Becton Dickinson
Labware, USA) bezogen.

Konzentrationsangaben erfolgen in Molaridt oder aus Praktikabilitatsgriinden in %
(w/v) bei Feststoffen und % (v/v) bei Flussigkeiten.

2.1 ZELLLINIEN

e  hMSC-Tert T20, humane mesenchymale Stammzelllinie (Simonsen et al. 2002)
e  hMSC-Tert20-shControl

e hMSC-Tert20-shApoE

e  hMSC-Tert20-Empty-Lenti

e  hMSC-Tert20-hApoE3-Lenti

e primdre humane Prdadipozyten aus visceralem Fettgewebe

Die shRNA-Knockdown und lentiviral-vermittelten Uberexpressionskonstrukte wurden
von Dr. Alexander Laatsch freundlich zur Verfligung gestellt.

2.2 ADIPOZYTARE DIFFERENZIERUNG

Material

e CO,-Brutschrank CB210 (Binder, Tuttlingen)

e CASY'Cell Counter + Analyser System Model TT (Scharfe System, Reutlingen)
e Inverses Lichtmikroskop CKX31 (Olympus, Hamburg)

e sterile Werkbank Hera Safe (Heraeus, Hanau)

e Wasserbad

2.2.1 ADIPOZYTARE DIFFERENZIERUNG VON HMSC-TERT ZELLEN

Material

BSA fettsaurefrei (31-002, PAA)

PBS (GIBCO 14190-094, Invitrogen)

Trypsin-EDTA 1x (GIBCO 25300-054, Invitrogen)

Penicillin-Streptomycin 10.000 units/mL (GIBCO 15140-122, Invitrogen)
DMEM +1 g/L Glucose +Glutamaxl +Pyruvate (GIBCO 21885-025, Invitrogen)

e DMEM +4,5 g/L Glucose +Glutamaxl +Pyruvate (GIBCO 31966-021, Invitrogen)
e  Foetal Bovine Serum (DE 14-802F, Lonza)

e Dexamethason (D4902, Sigma)

e |sobutylmethylxanthin IBMX (15879, Sigma)
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2 MATERIAL UND METHODEN

e |nsulin human 10 mg/mL (19278, Sigma)
e  Rosiglitazon (71740, Cayman)
e U0126 (662005, Calbiochem)

Medien

e Kulturmedium: DMEM 4,5 g/L Glukose, 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin

e Standardmedium: DMEM 4,5 g/L Glukose, 5% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin

e Differenzierungsmedium: Standardmedium mit Differenzierungszusatzen 0,1 uM
Dexamethason, 450 uM IBMX, 2 uM Insulin, 1 pM Rosiglitazon, 1 uM U0126

e Hungermedium: DMEM 1 g/L Glukose, 0,1% BSA, 1% Penicillin/Streptomycin

Stocklésungen der Differenzierungszusatze in DMSO (IBMX, Rosiglitazon, U0126) oder
DMSO/Wasser (Dexamethason) werden in 200 pL Aliquots bei -20°C gelagert.

Methode

Die mesenchymalen Stammzellen hMSC-Tert werden in Kulturmedium passagiert. Fir
eine adipozytare Differenzierung werden die Zellen in Kulturmedium mit einer Dichte
von 25.000 Zellen/cm® und 1 mL Medium/Well in 24well-Platten ausgesit.
StandardmaRig differenzieren die Zellen in den 24wells auf Cover Slips, um zu jedem
Zeitpunkt Zellen fir Versuche entnehmen zu kénnen. Nach zwei Tagen (Zeitpunkt
definiert als Tag 0), wenn die Zellen 80-100% konfluent sind, wird die Differenzierung
induziert. Daflir werden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 mL
Differenzierungsmedium pro Well inkubiert. Dieses wird dreimal pro Woche erneuert,
die Zusdtze dabei jedes Mal frisch dem Medium zugesetzt. An Tag 12 der
Differenzierung werden die Zellen mit PBS gewaschen und auf Standardmedium
gesetzt. Dieser Vorgang dient dem Auswaschen der Differenzierungszusatze aus den
Zellen. An Tag 14 wird die Differenzierung beendet. In 6- und 12well-Platten wird die
Differenzierung nach demselben Protokoll durchgefiihrt mit einer Ausgangszellzahl von
150.000 Zellen/cm? bzw. 50.000 Zellen/cm? und 2mL bzw. 1 mL Medium pro Well.

2.2.2 PRAPARATION UND ADIPOZYTARE DIFFERENZIERUNG VON PRIMAREN

HUMANEN PRAADIPOZYTEN
Material

e steriles Préparierbesteck (Scheren, Pinzetten, etc)

e DMEM/F-12 (GIBCO 21765-029, Invitrogen)

e HBSS (GIBCO 14175-053, Invitrogen)

e  Erythrozyten-Lysepuffer (154 mM Ammoniumchlorid, 10 mM Kaliumhydrogencarbonat, 0.1
mM EDTA in H,0 dest., steril filtriert)

e Collagenase | (LS004196, Worthington Biochemical Corporation, USA)

e  Fetal Calf Serum (DE14-802F, Lonza)

¢ Biotin (B4639, Sigma)

e  Pantothenat (P5155, Sigma)

e Dexamethason (D4902, Sigma)

e IBMX (15879, Sigma)

e Insulin (19278, Sigma)

e  Rosiglitazon (71740, Cayman)
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2 MATERIAL UND METHODEN

e T3(T6397, Sigma)
e Transferrin (T8158, Sigma)

Stocklésungen der Differenzierungszusatze in DMSO (IBMX, Rosiglitazon, U0126)
DMSO/Wasser (Dexamethason) oder Wasser (Biotin, Pantothenat, T3, Transferrin)
werden in 200 uL Aliquots bei -20°C gelagert.

Medien

e Kulturmedium: DMEM/F-12, 20% FCS, 2% Penicillin/Streptomycin

e Standardmedium: DMEM/F-12, 1% Penicillin/Streptomycin, 33 uM Biotin, 17 uM Pantothenat

e Differenzierungsmedium I: DMEM/F-12, 1% Penicillin/Streptomycin, 33 puM Biotin, 17 pM
Pantothenat, 0,01 mg/mL Transferrin, 50 nM Insulin, 1nM T3, 100 nM Dexamethason, 450 uM
IBMX, 1 uM Rosiglitazon

e Differenzierungsmedium Il: DMEM/F-12, 1% Penicillin/Streptomycin, 33 pM Biotin, 17 uM
Pantothenat, 0,01 mg/mL Transferrin, 50 nM Insulin, 1 nM T3

Methode

Viscerales Fettgewebe wird bei operativen Eingriffen aus dem Bauchraum der
Patienten entnommen, in Kulturmedium schnell auf Eis ins Labor gebracht und dort
sofort mittels Collagenase-Verdau aufgeschlossen. Dafiir wird das praparierte
Fettgewebe zunachst mit HBSS gewaschen und die sichtbaren BlutgefdRe mit einer
sterilen Schere entfernt. AnschlieRend wird das Gewebe grob mit einer Schere
zerkleinert, in HBSS mit 2 mg/mL Collagenase | Uberfihrt und fir 1 Stunde bei 37°C im
Wasserbad schittelnd inkubiert. Das Lysat wird durch einen Cellstrainer (PorengréRe
70 uM) gefiltert, um groRere Gewebereste zu entfernen und 10 min bei 800 g
zentrifugiert. Die stromal-vaskuldre Fraktion befindet sich dabei im Pellet, wobei
Adipozyten und Triglyzeride, die aus geplatzten Adipozyten stammen, oben flotieren.
Das Zellpellet wird in frischem Kulturmedium resuspendiert und ein weiteres Mal
durch einen Cellstrainer (PorengroRe 40 pM) gefiltert. Das Filtrat wird wiederum
zentrifugiert und das Pellet in Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und 10 min bei RT
inkubiert, um in der Praparation befindliche Erythrozyten zu lysieren. Dieser Schritt
wird so haufig wiederholt bis das Zellpellet weilk erscheint.

Die Zellen werden gezahlt und mit einer Dichte von 150.000/cm2 in eine 12well-
Platte ausgesdt. Am nachsten Tag (definiert als Tag 0) werden die Zellen mit PBS
gewaschen und die Differenzierung mit Differenzierungsmedium | induziert. Das
Differenzierungsmedium  wird alle zwei Tage gewechselt, wobei die
Differenzierungszusatze jedes Mal frisch zugegeben werden. An Tag 5 der
Differenzierung werden die Zellen mit PBS gewaschen und weiter mit
Differenzierungsmedium |1l inkubiert. An Tag 12 werden hier ebenfalls, wie bei den
hMSC-Tert-Zellen, die Differenzierungszusatze ausgewaschen und die Zellen bis zum
Ende der Differenzierung an Tag 14 mit Standardmedium inkubiert.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.3 MOLEKULARBIOLOGIE

2.3.1 PRAPARATION VON RNA

Material

TRIzol (15596018, Invitrogen)

Ethanol 96% p.a.

Isopropanol 100% p.a.

NucleoSpin RNA 11 (740955.250, Macherey-Nagel, Diiren)
Tischzentrifuge (Sigma 1-15K)

Nanodrop (ND-1000, Peqlab, Erlangen)

Methode

Um die Expression charakteristischer adipozytiarer Marker und Gene des
Lipoproteinstoffwechsels auf mRNA-Ebene zu untersuchen, wurde zu verschiedenen
Differenzierungszeitpunkten Gesamt-RNA aus den Zellen prépariert. Die Zellen werden
daftr direkt im Well mit TRIzol lysiert. Durch Zugabe von Chloroform zum Lysat erfolgt
eine 3-Phasentrennung, wobei sich die Gesamt-RNA in der oberen wassrigen Phase
befindet. Daraus wird die RNA durch Zusatz von Isopropanol gefallt und die Losung
anschlieBend auf eine RNA-Sdule (NucleoSpin RNAIl, Macherey-Nagel) gegeben. Das
weitere Verfahren erfolgt nach Angaben des Herstellers. Die RNA wird in 40 puL RNAse-
freiem Wasser eluiert und die Konzentration der Probe mit dem Nanodrop mittels
einer photometrischen Messung abgeschatzt. Dafiir wird die Absorption bei 260 nm
bestimmt. Es gilt A260 = 1,0 entspricht 40 pg/mL RNA. Der Quotient A260/ A280 ist ein
Mal fir die Reinheit der Probe, der optimale Wert fiir RNA liegt bei 2.

2.3.2 SCHREIBEN VON cDNA

Material
e RNA
e High capacity cDNA Reverse Transcription Kit (4368813, Applied Biosystems Inc.)
e PCR-Softstrips 0,2mL (710988, Biozym, Hess.Oldendorf)
[ )

T3 Thermocycler (Biometra, Gottingen)

Methode

Fiir die Umschreibung in cDNA wird 1 pg RNA verwendet. Durch die Verwendung von
Oligo(dT)-Primern, die an die Poly(A)Schwinze der mRNA binden, wird nur die
messenger-RNA in cDNA umgeschrieben. Die Reaktionsansitze setzen sich wie folgt
zusammen:
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2 MATERIAL UND METHODEN

Reverse Transcription Buffer (10x) 5uL
Random Primer (10x) 5uL
dNTP Mix (25x) 2ul
MultiScribe Reverse Transkriptase (50U/pL)2,5uL
RNAselnhibitor (20U/pL) 2,5uL
Nuklease-freies H20 8ulL
25uL
1pg RNA (in 25l nuklease-freiem H,0) ~ 25uL
50uL

Die Reaktion verlduft nach folgendem Protokoll: 10 min 25°C, 120 min 37°C, 5 sec 85°C.

2.3.3 QUANTITATIVE REAL-TIME PCR (TAQMAN")

Um die Expressionshohe bestimmter Gene quantitativ zu untersuchen, wurde das
TaqMan® Quantitative PCR System verwendet. Hierbei wird zusatzlich zu den Primern
der PCR-Reaktion ein weiteres Oligonukleotid, die Tagman®-Sonde, zugefligt. Diese
Sonde bindet sequenzspezifisch die Template-DNA im Bereich des zu amplifizierenden
Fragments. Die Sonde ist am 5°-Ende mit einem Reporter und am 3’- Ende mit einem
Quencher markiert. Reporter sind Fluoreszenzfarbstoffe, die jeweils durch Licht einer
bestimmten Wellenldange angeregt werden. Quencher sind Reaktionspartner, die in
Form von Licht aufgenommene Energie als Schwingungsrelaxation abgeben. Das
Anregungsspektrum des Quenchers entspricht dabei dem Emissionsspektrum des
Reporters, so dass durch die rdumliche Ndhe das vom Reporter emittierte Licht vom
Quencher absorbiert wird, der wiederum {ber Schwingungsrelaxation die
aufgenommene Energie abbaut. Das TagMan®-Prinzip nutzt hierbei die 5°- 3'-
Exonukleaseaktivitdt der Tag-DNA-Polymerase aus. Bei der Elongation trifft die Tag-
DNA-Polymerase nach Anlagerung der Primer auf das 5°-Ende der Sonde und baut
dieses wahrend der Synthese des Gegenstranges ab. Dadurch wird die raumliche Nidhe
von Reporter und Quencher aufgehoben, wodurch das vom Reporter emittierte
Fluoreszenzsignal sichtbar wird und gemessen werden kann. In Abb.2.1 ist dieser
Vorgang schematisch dargestellt.
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Abb.2.1 Schematische Darstellung des TagMan®-Prizips

Die Messung der Fluoreszenzintensitdt erfolgt wahrend jedes PCR-Zyklus, wobei das
Fluoreszenzsignal proportional zur Menge des PCR-Produktes in der Reaktion ansteigt.
Im Bereich der exponentiellen Phase dieses Anstiegs wird flr jede Messung signifikant
tiber der Grundlinie ein Fluoreszenzschwellenwert festgelegt. Uber diesen Weg wird
der sogenannte Ct-Wert der Probe bestimmt, der definiert ist als die Zyklusanzahl, bei
der das Fluoreszenzsignal den festgelegten Schwellenwert Ubersteigt. Der Ct-Wert
wird in jeder Probe fiir das zu untersuchende Gen sowie fiir das Referenzgen, Tata-
box-binding protein (TBP), dessen Expression im untersuchten System nicht reguliert
wird, gemessen und der ermittelte Ct-Wert der Probe wird auf den des Referenzgens
normalisiert.

Material

e cDNA

e  Assays on Demand (TagMan® Sonden)

e Universal PCR Master Mix, NoAMP®Erase UNG (4324020, Applied Biosystems Inc.)
e steriles nukleinsaurefreies H,0, (Aqua ad iniectabilia SN881514, Braun)

e Mikrotiterplatten 96well-Format V-Form

e  Miktotiterplatten 384well-Format

e Tecan Genesis Freedom 200 Pipettierroboter mit Bedinsoftware (Tecan)

e Hettich RotilLab Zentrifuge mit Einsatzen fir Mikrotiterplatten

e ABI Prism. 7900 HT Sequence Detection System (Applied Biosystems Inc., USA)
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Verwendete Tagman® Sonden (Assays-on-Demand, AoD)

AoD Gen Kontextsequenz Assay-1D
hAdipoqg Adiponektin AGGAGATCCAGGTCTTATTGGTCCT Hs00605917_m1
hApoE ApoE CAGGAACTGAGGGCGCTGATGGACG Hs00171168_m1
hCEBPa CEBPa AAATCGTGCCTTGTCATTTTATTTG Hs00269972_s1
hFABP4 (aP2) Fatty-acid-binding-Protein 4 TATGAAAGAAGTAGGAGTGGGCTTT Hs00609791_m1
hLDLR Low density Lipoprotein Receptor CTCACCAAGCTCTGGGCGACGTTGC Hs00181192_m1
hLRP1 Low density Lipoprotein Receptor CAGTCTGCACCACGTGGAACAGATG Hs00233899_m1
Related Protein 1
hPPARy Peroxisome Proliferator Agonist ~ ATTCTCAGTGGAGACCGCCCAGGTT
Hs00234592_m1
Rezeptory
hSLC2A4 Glukosetransporter 4, GLUT4 ACAGATAGGCTCCGAAGATGGGGAA Hs00168966_m1
hTBP TATA-box-binding-Protein AAGCAGGTAACACAGGAAGGTGAAG Hs00270322_m1
hVLDLR Very Low Density Lipoprotein AAACTGTGGCAATATAACATGTAGT Hs00182461_m1
Rezeptor

Tabelle 2.1 Verwendete Assays-on-Demand (TagMan® Sonden)

Methode
Fiir die quantitative Real Time-PCR werden die Reaktionsansatze wie folgt zusammen
gestellt:
Universal Master Mix 15uL
AoD 1,5uL
nukleinsdurefreies H,0 8,5ul
254L
cDNA (1:5 verdiinnt) SpL
2 30puL

Die Reaktionsansatze werden in eine 96well Mikrotiterplatte pipettiert, gemischt und 2
min bei 1000 rpm abzentrifugiert. AnschlielRend werden die Proben mit dem Tecan
Genesis Freedom 200 Pipettiertroboter von den 96well- in eine 384well
Mikrotiterplatte umpipettiert, wobei aus jedem Ansatz ein 4fach Wert pipettiert wird.
Die 384well-Platten werden noch einmal fiir 2 min bei 1000 rpm abzentrifugiert und
mit einer hitzebestdndigen Folie verschlossen.

Die Reaktion verlauft nach folgendem Protokoll: 10 min 95°C, 40 Zyklen mit 15 sec
95° und 1 min 60°C.

2.4 PROTEINCHEMIE

2.4.1 HERSTELLUNG VON GESAMTZELLLYSAT

Material

e Zelllyispuffer (50 mM Tris pH 8, 2 mM CaCl,, 80 mM NaCl und 1% Triton X-100)
e Complete Mini Proteinase Inhibitor Cocktail (11836153001, Roche), PIC
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Methode

Zur Herstellung von unfraktionierten Proteinproben aus Zellen werden diese zweimal
kaltem PBS gewaschen und in Zelllysispuffer, dem vorher frisch 1:1000 PIC zugesetzt
wird, abgeldst. Das Lysat steht mindestens 5 min auf Eis und wird dann 15 min bei
13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Dabei sedimentieren vor allem die Zellkerne,
cytosolische Proteine und nicht integrale Membranproteine befinden sich im
Uberstand. Der Uberstand wird abgenommen und in ein neues ReagiergefiR
Uberfiuhrt. Die Proben werden bei -20°C gelagert.

2.4.2 HERSTELLUNG VON MEMBRANPROTEINFRAKTIONEN

Material

e Homogenisierungspuffer (20 mM Tris-HCl pH 7,4, 2 mM MgClI2, 0,25 M Saccharose, PIC 1:1000)

e Resuspensionspuffer (50 mM Tris-HC| pH 8,8, 2 mM CaCl2, 80 mM NaCl, 1% Triton X-100, PIC
1:1000)

e Ultrazentrifuge (TL-100, Festwinkelrotor 100.2, Beckmann)

e Ultrazentrifugenréhrchen (347287, Beckmann)

e Einmal Kanllen Gr.20, 27“ (4657705, Braun)

e  Ulta-Turrax T25 (Janke & Kunkel GmbH & Co. KG - IKA-Labortechnik, Staufen)

Methode

Die Zellen einer 24well-Platte werden fiir die Herstellung membranangereicherter
Proteinfraktionen in 1,2 mL Homogenisierungspuffer vereinigt. Den Proben wird ein
Proteaseinhibitor im Verhaltnis 1:1000 zugesetzt und anschlieRend im Ultra-Turrax
homogenisiert, um die Zellen zu vereinzeln. Zur Abscheidung grofRer Aggregate wird 15
min bei 800 g und 4°C zentrifugiert und die Zentrifugation mit dem abgenommenen
Uberstand wiederholt. Nachfolgend werden in der Ultrazentrifuge bei 100.000 g und
4°C fir eine Stunde die Membranen sedimentiert, wahrend die zytosolischen Proteine
in Losung bleiben. Das Pellet wird vorsichtig mit einer 27”-Kaniile in 0,2 mL
resuspendiert. Eine weitere Ultrazentrifugation bei 100.000 g und 4°C fiir 30 min lasst
hauptsachlich Kernmembranen und Mitochondrien absinken, wahrend sich im
Uberstand Membranen der Plasmamembran, des Golgi-Apparates, des
Endoplasmatischen Retikulums, sowie Lysosomen und Mikrosomen anreichern.

2.4.4 PROTEINBESTIMMUNG MITTELS SDS-LOWRY

Material

e (0,1N NaOH

e Lésung A (1% Na,COs, 0,02% NaK-Tartrat, 0,01% CuSO, und 0,1% SDS in 0,1 N NaOH)

e Losung B (0,5% CuSO4, 5% SDS in H,0 dest.)

e |6sung C (A+B im Verhaltnis 50:1)

e Folin-Ciocalteau-Phenolreagenz (1.09001.050, Merck)

e Biotrak Il Plate Reader und Software Biochrom Data Capture (Amersham Biosciences, GE
Healthcare, USA)

e Albumin-Standard (23209 Thermo Scientific, USA)
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Methode

Die Proteinkonzentration aller hergestellten Proben wurde im mittels SDS-Lowry
bestimmt, einem modifizierten Protokoll der urspriinglich beschriebenen Methode von
Lowry et al. Dabei werden 20 plL der Probe 1:5 in 0,1 N NaOH verdiinnt. Von einer
Losung C wird 1 mL dazugegeben und fir 10 min bei RT inkubiert, wobei je ein
Kupferion mit mindestens zwei Peptidbindungen des Proteins einen rotvioletten
Farbkomplex bildet. AnschlieRend werden 100 pL Folin-Ciocalteau-Phenolreagenz,
frisch 1:1 in Wasser verdiinnt, hinzugefiigt. Dieses wird durch bestimmte Aminosauren
im Protein (vor allem Tyrosin und Tryptophan) unterstitzt vom Kupfer-Protein-
Komplex reduziert, wobei eine tiefblaue Farbung entsteht. Die Proben werden fiir 30
min im Dunkeln inkubiert und dann das Absorptionsmaximum der Probe bei 760 nm
im ELISA-Plattenreader gemessen. Mit Hilfe einer durch BSA-Standardlésungen
ermittelten Eichgerade (0-2mg/mL) wird die Proteinkonzentration bestimmt.

2.4.5 SDS-PAGE

Material

Fertiggel-Elektrophoreseapparatur Xcell Sure Lock™ (EI0O001, Invitrogen)

Gradientengele NUPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris Gele (NP0321, Invitrogen)

Laufpuffer NUPAGE® MES SDS Running Buffer 20x (NP0002, Invitrogen)

Probenpuffer: 1 Volumenteil Mercaptoethanol, 1 Volumenteil 87% Glycerin mit
Bromphenolblau, 2 Volumenteile 10% SDS in 50 mM Tris-HCI pH 8

e Regenbogenmarker (RPN8OOE, Amersham GE Healthcare, USA)

Methode

Die Auftrennung der Proteinproben erfolgte in 4-12%igen Gradientengelen in einem
MES-SDS-Puffer System. Die Proben werden dafiir im Verhaltnis 6:4 mit Probenpuffer
gemischt und vor dem Auftragen bei 60°C flir 10 min denaturiert. Die Spuren des Gels
werden standardisiert mit gleichen Proteinmengen beladen. Als Massenkontrolle dient
ein gefarbter Proteinstandard. Die Proteine werden im Gel bei 100 V fir ca. 45 min
aufgetrennt.

2.4.6 WESTERN BLOT

Material

Elektroblot-Apparatur, Mini Trans Blot (Protean3) (170-3930, Bio Rad)
Nitrocellulosemembran, Protran® 0,45 um PorengroRe (10401196, Schleicher&Schiill)
Blottingpuffer: 150 mM Glycin, 20 mM Tris, 20% Methanol

Ponceau S-Losung: 0,2% in 3% Trichloressigsdure (Serva)

Blocklosung: 5% Milchpulver in TBS-Tween (TBS+0,1%Tween20)

Hyerfilm ECL (28-9068-37, Amersham, GE Healthcare, USA)

e ECL Western Blotting Detection Reagent (RPN2209, Amersham, GE Healthcare, USA)

Methode
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Das SDS-Gel wird im Anschluss an die Elekrophorese nass in Blottingpuffer auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet. Dieser Vorgang erfolgt bei 4°C und 400 mA (ber 2

Stunden. Die geblottete Membran wird in Ponceau S-Losung gefarbt, um die

gleichmaRige Beladung der Spuren zu kontrollieren. Nach dem Blockieren der
Membran fiir eine Stunde wird (iber Nacht bei 4°C mit dem ersten Antikorper in 5%
BSA TBS-Tween inkubiert. Danach wird 1x10 min mit PBS, 3x10 min mit TBS-Tween
gewaschen. Es folgt die Inkubation fiir 2 Stunden mit dem 2. Peroxidase-gekoppelten

Antikorper in Blocklésung. Danach wird wie oben beschrieben gewaschen und die
Proteine durch Enzym-vermittelte Chemilumineszenz (ECL) detektiert.

Verwendete Antikoérper

aaP2:
aApoE:

aGAPDH:

aPPARy:

GaRPO:

DaGPO:

aM-Cy3:

aR-Cy2:

Kaninchen polyklonal anti aP2, Niederfellner

1:1000 im Westernblot

Ziege polyklonal anti ApoE, Chemicon Millipore, USA, AB947

1:2500 im Westernblot, 1:250 in Immunfluoreszenz

Ziege polyklonal anti GAPDH,

1:1000 im Westernblot

1:250 im Westernblot

Kaninchen monoklonal anti PPARy (81B8), Cell Signaling, Beverly,MA, USA, 2443
1:1000 im Westernblot

Peroxidase gekoppeltes Ziege anti Kaninchen 1gG, Jackson Immuno Research, West
Grove, PA, USA, 111-035-144

1:5000 im Westernblot

Peroxidase gekoppeltes Esel anti Ziege 1gG, Jackson Immuno Research, West Grove,
PA, USA, 705-035-003

1:5000 im Westernblot

Cy3-gekoppeltes Esel anti Maus IgG, Jackson Immuno Research, West Grove, PA, USA,
715-166-151

1:500 in Immunfluoreszenz

Cy2-gekoppeltes Ziege anti Kaninchen IgG, Jackson Immuno Research, West Grove, PA,
USA, 111-225-003

1:500 in Immunfluoreszenz

Tabelle 2.2 Verwendete Antikdper. Der Ubersichtlichkeit halber sind in dieser Tabelle ebenfalls die
Konzentrationen der Verwendeten Antikorper fir die Immunfluoreszenz angegeben.

2.4.7 FLUORESZENZMARKIERUNG VON CHYLOMIKRONEN-REMNANTS

Material

e Chylomikronen-Remnants

e CY5 - Mono reactive Dye (PA2001, Amersham GE Healthcare, USA)
e 1M Natriumhydrogencarbonat (NaHCO;)

e PD10 Saule (17-0851-01, Amersham GE Healthcare, USA)

Methode

32



2 MATERIAL UND METHODEN

Die Chylomikronenremnants (CR) werden mittels Ultrazentrifugation aus humanem
postprandialem Plasma isoliert (2.5.7). Fir die Markierung werden ca. 600 pug
Proteinanteil CR in 1 mL PBS in das Rohrchen mit dem getrockneten Farbstoff (Cy3
oder Cy5) gegeben. Zur Aktivierung des Farbstoffs werden 50 pl NaHCOs zugegeben
und der Ansatz fir 1 Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die
Abtrennung des markierten Liganden von Uberschiissigem freiem Farbstoff erfolgt
mittels Ausschlusschromatographie tGiber eine PD10 Saule.

2.4.8 IMMUNFLUORESZENZ

Material

Paraformaldehyd 4% in PBS

PBS (Gibco 14190-094 Invitrogen)

PGS (0,5% Glycin und 0,05% Saponin in PBS)
Blocklosung (PGS + 1% BSA)

DAPI (D8417, Sigma)

Fluoromount G (0100-01, Southern Biotech, USA)

e Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100 mit Objektiven Plan-NEOFLUAR 10x/0,30 440330; Plan-
NEOFLUAR 20x/0,50 ©/0,17; Ph3 Plan-NEOFLUAR 40x/1,30 Oil o/0,17; Ph3 Plan-
APOCHROMAT 63x/1,4 Qil =/0,17; Ph3 Plan-APOCHROMAT 100x/1,4 Oil *=/0,17; Kamera
AxioCam color und Software Axio Vision Viewer (Carl Zeiss, Oberkochen)

e Konfokales Laser-Mikroskop LSM 510 META mit Bedienungssoftware (Carl Zeiss, Oberkochen)

Methode

Fiir immunhistochemische Untersuchungen werden die Zellen in 24-well-Platten auf
Coverslips ausgesat und zu verschiedenen Zeitpunkten der adipozytaren
Differenzierung untersucht. Die Zellen werden grundsatzlich (ber Nacht in
Hungermedium gehalten und vor dem Experiment ggf. mit verschiedenen Liganden
inkubiert. Die Zellen werden zunachst einmal fir 5 min mit PBS-Heparin (100U/mL)
und anschlieBend zweimal 5 min mit PBS gewaschen. Es folgt die Fixierung der Zellen
mit 4% Paraformaldehyd in PBS fiir 30 min. Nach der Fixierung werden die Zellen
erneut zweimal 5min mit PBS gewaschen und fir die Immundetektion vorbereitet,
indem sie fir 30 min mit PGS permeabilisiert und anschlieBend freie Bindungsstellen
mit einer Blocklosung fir 30 min abgesattigt werden. Im Anschluss werden die Zellen
fir 1 Stunde mit 80 pL Primar-Antikdrper in Blocklosung pro Coverslip bei 37°C
inkubiert. Danach werden die Coverslips dreimal mit PGS gewaschen und analog fiir 45
min mit dem sekundaren fluoreszenzmarkierten Antikérper inkubiert. Gleichzeitig mit
dem sekundaren Antikérper wird eine DAPI-Kernfarbung durchgefiihrt, indem die
DAPI-Farbel6sung 1:1000 direkt in die Antikdrper-Losung gegeben wird. Nach der
Inkubation werden die Zellen dreimal fiir 5min mit PBS gewaschen und die Coverslips
mit Einbettmedium auf Standard-Objekttragern fixiert.

2.5 FUNKTIONALE METHODEN
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.5.1 FETTROT-FARBUNG

Material

Fettrot (0-0625, Sigma)

60% Isopropanol

100% Isopropanol

Steriflip 0,2uM (SCGP00525, Millipore, USA)

Biotrak Il Plate Reader und Software Biochrom Data Capture (Amersham Biosciences, GE
Healthcare, USA)

Methode
Die Fettrotfarbung dient der Sichtbarmachung von Neutralfetten - Triglyzeriden und
Cholesterolestern -, die im Zytoplasma der differenzierenden Zellen in Vesikeln
akkumulieren. Die Zellen werden zunachst zweimal mit PBS gewaschen, um
Mediumreste zu entfernen. Anschlieend werden die Zellen mit 4% Paraformaldehyd
in PBS fir mindestens 30 min fixiert und danach einmal mit 60% Isopropanol
gewaschen. Sechs Teile Fettrotstécklésung (0,7g Fettrot in 200 mL Isopropanol, tUber
Nacht geschiittelt, filtriert) werden mit vier Teilen H,O dest. gemischt, 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert, filtriert und auf die Zellen gegeben. Nach 10 min wird 4x 3
min mit H,0 dest. die (iberschiissige Fettrotlosung abgewaschen.

Zur Quantifizierung der Differenzierung kann die Fettrotlosung mit 100%
Isopropanol (1mL/Well) wieder aus den Zellen ausgewaschen und die OD im Elisa-
Reader bei 540nm gemessen werden, als Nullwert wird 100% Isopropanol eingesetzt.

2.5.2 NILROTFARBUNG

Material

e Nilrot (73189,Fluka)
e PFA (4% in PBS)
e DAPI (D8417, Sigma)

Methode

Eine weitere Moglichkeit Lipide anzufarben, ist der Fluoreszenzfarbstoff Nilrot. Dieses
Lysochrom ist in wassriger Losung nicht fluoreszent. Bei Kontakt mit der
anzufarbenden Lipidphase 16st es sich schnell in dieser und ist mit Wellenldngen
zwischen 450 nm und 560 nm anregbar. Die Emmission wird um 590 nm detektiert. Fir
eine Nilrotfarbung werden die Zellen wie fiir die Fettrotfarbung beschrieben fixiert und
mit PBS gewaschen. Die Nilrotstocklésung (20 pg/mL in Aceton) wird in PBS auf eine
Endkonzentration von 0,2 pg/mL verdiinnt, und die Cover Slips in jeweils 1mL ftir 5min
inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen DAPI-gefarbt und wie oben beschrieben auf
Objekttragern eingedeckelt.

2.5.3 TRIGLYZERIDBESTIMMUNG

Material
e  Triglyzerid-Reagenz (Triglyceride GPO-PAP 1488899, Roche)
e Tischinkubator Typ B15 (Hereaus, Hanau)
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2 MATERIAL UND METHODEN

e Biotrak Il Plate Reader und Software Biochrom Data Capture (Amersham Biosciences, GE
Healthcare, USA)
e Precipath L Triglyzeridstandard (1285874, Roche)

Methode

Die Bestimmung der Triglyzeridkonzentration im Gesamtzelllysat wurde unter
Verwendung eines enzymatischen Kits durchgefiihrt. Die darin enthaltene Lipoprotein
Lipase setzt aus den Triglyzeriden der Probe Glyzerin frei. Dies wird in mehreren
enzymatischen Reaktionen unter der Entstehung von Wasserstoffperoxid
umgewandelt. Dessen dquimolare Umsetzung mit Aminophenazon und Chlorphenol
bewirkt die Bildung eines roten Farbstoffes, der ein Absorptionsmaximum bei 546nm
aufweist. Fir die Bestimmung werden 100 plL der Probe mit 200 pL Reagenz gemischt.
Nach einer Inkubation von 10 min bei 37°C wird der Ansatz bei 560 nm vermessen. Aus
einer, mithilfe eines Standardserums, erstellten Eichgerade wird die genaue
Konzentration der Triglyzeride in der Probe ermittelt.

2.5.4 CHOLESTEROLBESTIMMUNG

Material
e Amplex® Red Cholesterol Assay Kit (A12216, Molecular Probes)

Methode

Der Gesamtcholesterolgehalt der Proben wurde ebenfalls tiber einen enzymatischen
Nachweis bestimmt. Als Ester gebunden vorliegendes Cholesterol wird mittels
Cholesterolesterase freigesetzt. Bei der anschlieRenden Oxidation des freien
Cholesterols entsteht Wasserstoffperoxid. Dieses wird mit dem Amplex Red Reagenz
und der Horseradish Peroxidase (HRP) unter Entstehung des Farbstoffs Resorufin
stochiometrisch umgesetzt. Es werden 50 pL der Probe, ggf. vorverdinnt im
Reaktionspuffer, mit 50 uL Reagenz vermischt. In der Endkonzentration enthalt der
Reaktionsansatz 150 pM Amplex® Red Reagenz, 1 U/mL HRP, 1 U/mL
Cholesteroloxidase und 0,1 U/mL Cholesterolesterase. Der Ansatz wird 30 min bei 37°C
inkubiert und danach im Fluorometer vermessen. Die Anregung erfolgt bei 530 nm, die
Emission wird bei 590 nM detektiert. Mithilfe einer Standardeichreihe wird die
Konzentration des Gesamtcholesterols in der Probe berechnet.

2.5.5 PHOSPHOLIPIDBESTIMMUNG

Material

Phospholipid Kit (999-54006, Wako)

Precipath L Phospholipidstandard (1285874, Roche)
Tischinkubator Typ B15 (Heraus, Hanau)

Biotrak Il Plate Reader und Software Biochrom Data Capture (Amersham Biosciences, GE
Healthcare, USA)
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2 MATERIAL UND METHODEN

Methode

Fiir die Bestimmung der Phospholipidkonzentration (Lecithin, Lysolecithin und
Sphingomyelin) wurde ein enzymatisches Reagenz benutzt (999-54006, Wako). Dabei
werden die Lipide durch die Phospholipase D hydrolysiert und das freigewordene
Cholin weiter umgesetzt. Nach einer Farbreaktion unter Beteiligung von Phenol und 4-
Aminoantipyrin wird die Absorption bei 505 nm gemessen. Der Gehalt von
Phospholipiden in der Probe wird tber die Vermessung eines Standards bestimmt.

2.5.6 PRAPARATION VON CHYLOMIKRONEN AUS HUMANEM PLASMA
Material

humanes hyperlipamisches Plasma von ApoCll-defizientem Spender

PBS (14190-094 Gibco, Invitrogen)

60% Sucrose (in H,0)

Ultrazentrifiige TL-100 (Beckmann Coulter, SW40 und SW32 Swing-out Rotoren)
Ultrazentrifugenréhrchen (326823, Beckmann)

Methode

Nach der Blutentnahme wird das Blut (10x10 mL) zunachst fir 5 min bei 2500 rpm und
4°C in der Sigmazentrifuge (Schwingrotor) abgesert. Die Uberstinde (Plasma) werden
abgenommen und vereinigt. Das Plasma wird anschlieend 1:6 mit 60% Sucrose
versetzt und zur vollstdndigen Durchmischung mehrmals invertiert.

Es werden ca. 17 mL PBS in SW32 Zentrifugenrohrchen vorgelegt, mit 20 mL Plasma
vorsichtig unterschichtet und die Rohrchen an der Waage austariert. Anschliefend
wird far 1 Stunde bei 28.000rpm bei 4°C in der Ultrazentrifuge (SW32 Rotor)
zentrifugiert. Die Lipide flotieren dabei an die Oberflache und der , Lipid-Kuchen“ kann
in einem Stick mit einem Plastikspatel abgenommen und in ein Glasvial tberfihrt
werden. Die restlichen Lipide werden mit einer gebogenen Kaniile abgenommen,
ebenfalls in das Glasvial Uberfihrt und alles in moglichst wenig PBS wieder
resuspendiert, 1:6 mit 60% Sucrose versetzt und invertiert. 8,5 mL PBS werden in
SW40-Zentrifugenréhrchen vorlegt, mit 4mL Lipiden vorsichtig unterschichtet und die
Réhrchen an der Waage austariert. Anschliefend wird fiir 1,5 Stunden bei 28.000 rpm
in der Ultrazentrifuge (SW40 Rotor) bei 4°C zentrifugiert. Die Chylomikronen werden
wie oben beschrieben abgenommen und in mdglichst wenig PBS resuspendiert, in 2
mL ReagiergefalRe Gberfiihrt und bei 4°C gelagert oder direkt fiir die Chylomikronen-
Remnant-Hydrolyse eingesetzt.

2.5.7 PRAPARATION VON CHYLOMIKRONEN-REMNANTS

Material

e  FCS (Biowhitaker, Lonza)
PBS (14190-094 Gibco, Invitrogen)
e Bovine LPL (Stammlésung 0,1mg/mL)

Methode
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2 MATERIAL UND METHODEN

Die zuvor durch Ultrazentrifugation aus humanem Plasma gewonnenen Chylomikronen
werden mittels Triglyzeridbestimmung (siehe 2.5.3) auf 6 mg/mL Triglyzeride in einem
Gesamtvolumen von 10 mL mit PBS eingestellt. AnschlieRend wird die L6sung mit 10
mL FCS versetzt, bovine LpL in einer Endkonzentration von 1 pg/mL hinzugefiigt und
fiir 30 min bei 37°C inkubiert, um die Hydrolyse der Chylomikronen zu Chylomikronen-
Remnants zu gewadhrleisten. Nach der Reaktion wird der Ansatz mit 1:6 60%iger
Sucrose versetzt, PBS in die Ultrazentrifugenréhrchen vorgelegt und mit dem
Lipidgemisch vorsichtig unterschichtet. AnschlieRend wird, wie fiir die Chylomikronen
in 2.5.6 beschrieben, drei Mal fir 1,5 Stunden in der Ultrazentrifuge bei 28.000 rpm
und 4°C zentrifugiert.

Die Chylomikronen-Remnants werden bei 4°C gelagert und kdnnen anschlieRend fiir
funktionelle Analysen verwendet werden.

2.5.8 LIPIDEXTRAKTION
Material

humanes, hyperlipdmisches Plasma

KBr (1.04905.0500, Merck KGaA, Darmstadt)
Zentrifugationsréhrchen (326823, Beckman)
PBS (14190-094 Gibco, Invitrogen)
Ultrazentrifuge mit Rotor SW32

Zentrifuge Sigma 1-15K
Chloroform-Methanol Gemisch (8:5 w/w)

Methode

Das hyperlipdmische Plasma wurde mit Kalium-Bromid (KBr) auf eine Dichte von 1,21
g/cm? eingestellt (x g KBr = y mL Ausgangslosung x 0,3277). Es wurden 8 mL PBS in die
Zentrifugenréhrchen vorgelegt und vorsichtig mit 30 mL unterschichtet, an der Waage
austariert und anschliefend fiir 1 Stunde bei 32.000 rpm und 4°C in der Ultrazentrifuge
zentrifugiert. Dabei bildet sich ein diinner Lipidfilm auf der PBS-Phase, der in einem
Stick mit einem Plastikspatel abgenommen werden kann. Die Lipide werden in PBS
resuspendiert und zu 100 pL dieser Suspension wurde 1 mL Chloroform-Methanol-
Gemisches (8:5 w/w) hinzugefiigt. AnschlieBend wird fir 10 min bei 13.000 rpm und
4°C in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Dabei bilden die Proteine ein diinnes Hautchen
Uber der wassrigen Phase. Die gel6sten Lipide befinden sich in der oberen organischen
Phase. Die Uberstinde werden vereinigt, die Cholesterin- und Triglyzeridkonzentration
bestimmt und anschlieBend in Aliquots zu 4 oder 8 mL bei -20°C gelagert.

2.5.9 LIPOSOMENPRAPARATION

Material

Lipidextrakt

3H—Cholesterololeylether (TRK888-1MCi, GE Healthcare)

YC-Triolein (CFA258-250UCi, GE Healthcare)

PBS (14190-094 Gibco, Invitrogen)

Glasflaschchen (screw cap vials, clear; 5182-0714, Aligent Technologies)
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2 MATERIAL UND METHODEN

e Inject Luer Lock 2 mL Solo (4606701V, Braun)
e  BD Microlance 3, 20G, 1,5“ 0.9 x 40 mm (301300,Becton Dickinson)
e Syringe Driven Filter Unit 0,45 um, 4mm (SLHV RO4NL, Millex-HV)
e Thermomixer Compact (Eppendorf AG)
e Ultraschallbecken Sonorex (Bandelin)
Methode

Zur Herstellung der radioaktiv markierten Liposomen werden 8 mL Lipidextrakt (15mg
Lipid) in ein 1,5 mL Glasflischchen gegeben und jeweils 100 pL (entspricht 50 Mbq) *H-
Cholesterololeylether und **C Triolein hinzu pipettiert und anschlieRend gevortext. Das
Chloroform-Methanol-Gemisch (8:5 w/w) wird unter Stickstoff Gber einem 37°C
warmen Wasserbad evaporiert. Dabei werden die Lipide als undurchsichtiger Belag an
den Wanden des Glasflaschchens sichtbar. Die getrockneten Lipide werden
anschlielend in 1,5 mL 65°C warmen PBS resuspendiert. Die Losung wird gevortext
und danach in einem auf 40°C vorgeheizten Ultraschallbad fiir 5 min sonifiziert. Dieser
Schritt wird dreimal wiederholt. Nach dem dritten und letzten Sonifizieren wird die
Emulsion in einer Spritze aufgezogen und durch einen, mit PBS vorgewaschenen,
Millex-HV Filter in ein neues Glasflaschchen filtriert.

2.5.10 *H,"C LIPOSOMENAUFNAHME

Material

*H, C-markierte Liposomen

bovine LpL (0,1ug/mL Stock)

Tetrahydrolipstatin (Roche)

PBS (14190-094 Gibco, Invitrogen)

Heparin-Natrium 250001E (PZN3029843, Braun)

0,1N NaOH

Szintillatorlésung

Liquid Scintillation Counter 1409 Wallac (Perkin Elmer, USA)

Methode

Die Messung der Liposomenaufnahme erfolgte unter Verwendung von Low-Density
Lipoproteinen (LDL) und Liposomen (LP). Uber die Vermessung im B-Counter wird die
spezifische Aktivitat (com/ug Protein) der Probe bestimmt.

Fir den Versuch werden Zellen in verschiedenen Differenzierungsstadien
verwendet (undifferenzierte Kontrollzellen, Tag 7 und Tag 14) die mindestens einen
Tag in Standardmedium ohne Differenzierungszusatze kultiviert und nachfolgend lGber
Nacht gehungert werden. Die Zellen werden mit warmem Inkubationsmedium
gewaschen und anschliefend erfolgt die Inkubation in 3 verschiedenen Ansatzen:
Liposomen, Liposomen mit LpL wund Liposomen mit LpL und mit THL
(THL=Tetrahydrolipstatin, spezifischer Inhibitor der Lipoprotein Lipase). Die
Inkubationsansatze werden zunachst 30 min bei 37°C vorinkubiert, um eine Hydrolyse
der Partikel durch die LpL zu ermdoglichen und anschlieRend auf die Zellen gegeben und
bei 37°C inkubiert. Nach 1 bzw. 4 Stunden wird die Radioaktivitdit abgenommen,
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2 MATERIAL UND METHODEN

zweimal 3 min mit PBS-Heparin (100 U/mL) und dreimal fiir 3 min mit PBS gewaschen.
Die Zellen werden in 500 pyL 0,1 N NaOH lysiert und davon 100 pL fir die
Proteinbestimmung zurilickbehalten. Die restlichen 400 plL werden mit 4 mL
Szintillatorlosung versetzt und gevortext. Die Radioaktivitdt kann anschlieRend im B-
Szintillation-Counter vermessen werden. Der Mechanismus der Szintillation beruht auf
der Anregung von Molekilzustdnden in einem primaren Fluoreszenzstoff, die bei
ihrem Zerfall UV-Strahlung emittieren und so detektiert werden kdénnen.

2.5.11 "*°I-LIPOPROTEINAUFNAHME

Material
o lod-markierte Chylomikronen-Remnants
e bovine LpL (0,1ug/mL Stock)
e Tetrahydrolipstatin (Roche), 50 mg/mL in Ethanol
e PBS(14190-094 Gibco, Invitrogen)
e Heparin-Natrium 25000IE (PZN3029843, Braun)
e (0,1N NaOH
e Automatic y-Counter LKB-Wallac CliniGamma 1272 (Perkin ElImer, USA)

Methode
Die Messung der Lipoproteinaufnahme erfolgte unter Verwendung von Low Density
Lipoprotein (LDL) und Chylomikronenremnants (CR). Mittels der

12510d radioaktiv

lodmonochloridmethode werden die Proteinanteile der Partikel mit
markiert. Uber die Vermessung im y-Counter wird die spezifische Aktivitit (cpm/ug
Protein) der Probe bestimmt.

Fir den Versuch werden Zellen in verschiedenen Differenzierungsstadien
verwendet (undifferenzierte Kontrollzellen, Tag 7 und Tag 14) die mindestens einen
Tag in Standardmedium ohne Differenzierungszusatze kultiviert und nachfolgend tber
Nacht gehungert. Die Zellen werden mit warmem Inkubationsmedium gewaschen und
anschlieBend erfolgt die Inkubation in 3 verschiedenen Ansatzen: CR, CR mit LpL und
CR mit LpL und mit THL (THL = Tetrahydrolipstatin, spezifischer Inhibitor der
Lipoprotein Lipase). Die Inkubationsansdtze werden zundchst 30 min bei 37°C
vorinkubiert, um eine Hydrolyse der Partikel durch die LpL zu ermdoglichen und
anschlieBend auf die Zellen gegeben und bei 37°C inkubiert. Nach 1 bzw. 4 Stunden
wird die Radioaktivitdt abgenommen, zweimal 3 min mit PBS-Heparin (100 U/mL) und
dreimal fir 3 min mit PBS gewaschen, die Zellen in 500 uL 0,1 N NaOH lysiert und das
Lysat im y-Counter vermessen.

Fur die Untersuchung der Chylomikronen-Remnantaufnahme unter Einfluss von
Insulin werden die Zellen zunachst fiir 30 min mit Inkubationsmedium mit 50 nM
Insulin vorinkubiert, und anschlieRend die markierten Partikel wie oben beschrieben
zugesetzt und die Aufnahme nach 1 bzw. 4 Stunden gemessen.

2.5.12 AproOE-ELISA
Material
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e Maxisorp-Immuno Moduls Mikrotiterstreifen (469949, Nunc) mit Rahmen (460348, Nunc) und
Deckel (263339, Nunc)

e Tischinkubator Typ B15 (Hereaus, Hanau)

e Waschpuffer: PBS (Gibco, 14190-094, Invitrogen), 0,02% Tween20 (170-6531 Bio-Rad)

e  Blockingpuffer: 1 M NaH,PO, / Na,HPO, (p.A.), 0,15 M NaCl (p.A.), 1,0% BSA (112018, Merk),
1.0 mM EDTA (Titriplex I, 1.08418 Merk), 0,055% Tween20 (170-6531, Bio-Rad), pH 7.0

e Kontrollserum (OUPHO7, Dade Behring)

e  Substrat: 0,3% Tetramethylbenzidine (TMB, T-2885, Sigma) in 0,2 M Malons&ure

e Substratpuffer: 1,3 M Malonsaure, 0,6 M Natrium-Acetat, 1,11 M NaOH

e 0,2% H,0,

e 2MH,S0,

e Antikérper a-ApoE-HRP (Genetex)

Methode

Die Sekretion von ApoE in den Zellkulturiberstand der Adipozyten wurde zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Differenzierung gemessen. Fiir das Experiment
werden die Zellen Gber Nacht in Hungermedium gehalten. Am nadchsten Tag werden
die Uberstinde abgenommen und mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) die Konzentration des zu untersuchenden Proteins bestimmt. Diese Werte
wurden auf den Zellproteingehalt normalisiert.

Die Konzentration des Apolipoprotein E wurde mit einem im Labor Beisiegel
entwickelten ELISA gemessen. Dabei werden zunachst 100 pL Zellkulturiberstand ggf.
vorverdiinnt in die Maxisorp-Streifen pipettiert und fir 1,5 Stunde bei 37°C an diese
gebunden. Nach dreimaligem Waschen werden 100 pL des a-ApoE-Antiképers (1:2000
in Blockingpuffer), an den gleichzeitig eine Peroxidase gekoppelt ist, pipettiert und fir
1 Stunde bei 37°C inkubiert. Als Substrat wurde 250 pL Tetramethylbenzidin
verwendet, dessen Farbumschlag nach abstoppen der Reaktion mit 50 uL 2 M
Schwefelsdure bei 450 nm detektiert wird.

Die Standardkurve wurde aus einem humanem Plasmapool in einer Konzentration
von 0 bis 64 ng/mL erstellt, als Positivkontrolle wurde ein Kontrollserum mit einer
ApoE-Konzentration von 40 ng/mL mitgefthrt.

2.5.13 GELFILTRATIONSCHROMATOGRAPHIE (FPLC)

Material

e Akta FPLC-Apparatur (GE Healthcare)

e  Gelchromatopraphie-Sdule mit Dextran-Agarose-Matrix (HiLoad Superdex 200, 17-1069-01
Pharmacia)

e  Gelfiltrationschromatographiepuffer (FPLC-Puffer: 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris, pH
8,0; filtriert)

Methode

Ein schonendes Verfahren zur Auftrennung von globuldren Proteinen in wassrigen
Losungen ist die Gelfiltrationschromatographie, eine spezielle Applikation der FPLC
(Fast Liquid Protein Chromatography). Das zu trennende Proteingemisch wird dabei
unter Druck und in einem physiologischen Puffer durch eine Sdule mit einer Gel-Matrix
aus Dextran und Agarose gepumpt. Kleine Molekiile kénnen in die Gel-Matrix
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interkalieren und verlassen die Saule wegen der Retardierung spater als grofe
Molekile, welche die Matrix passieren ohne zu interkalieren. Dadurch kommt es unter
physiologischen Bedingungen zur Separation der Molekiile nach ihrer relativen Grofie.

Diese Methode eignet sich auch besonders gut fir die Auftrennung von
Lipoproteingemischen, da diese wahrend der GroRentrennung in der Saule in ihrer
nativen Lipid- und Proteinzusammensetzung erhalten bleiben. Dabei wird eine Saule
(Superdex 200) verwendet, die (ber eine Matrix-Partikelgrole von 34 uM
Durchmesser verfiigt und Partikel im Molekulargewichtsbereich von 10-600 kDa
trennen kann. HDL haben beispielsweise ein mittleres Molekulargewicht von ca. 37
kDa und einen Durchmesser von 5-12 nm. Die Probe, d.h. in diesem Fall der
Zellkulturiberstand wurde ggf. aufkonzentriert und in einem Volumen von 200 plL auf
die Sdule geladen. Die Flussrate des Puffers betrug 1 mL/Minute, wobei die
Fraktionssammlung nach 36 mL Durchlauf begann und 40 Fraktionen zu je 500 pL
gesammelt wurden. In den Fraktionen erfolgte dann die Bestimmung der
Lipidparameter (Cholesterol, Triglyzeride, Phospholipide) und ApoE, um die Hypothese
zu Uberpriifen, ob ApoE an Lipoproteine assoziiert sekretiert wird.
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3 ERGEBNISSE

In dieser Arbeit sollte die Bedeutung der Lipoproteine fiir den Adipozytenstoffwechsel
untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde die Sekretion und Aufnahme von
Lipoproteinen, sowie insbesondere die Rolle des Apolipoprotein E untersucht. Die im
Folgenden dargestellten Ergebnisse sind daher in vier Kapitel gegliedert. Der erste Teil
(3.1) zeigt eine vergleichende Charakterisierung des verwendeten Zellsystems mit
humanen Praadipozyten Adipozyten mittels quantitativer RT-PCR  und
proteinchemischen Methoden. In Kapitel 3.2 wird die Synthese und Sekretion von
Lipoproteinen, vor allem des Apolipoprotein E, beziiglich der Regulation der Sekretion
als auch der Charakterisierung der sekretieren Lipoproteine dargestellt. Kapitel 3.3
beschreibt die Aufnahme von Lipoproteinen in differenzierte humane Adipozyten, zum
Einen Uber radioaktiv markierte Lipoproteine, zum Anderen Uber fluoreszenzmarkierte
Chylomikronen-Remnants. AbschlieRend wurde im letzten Teil (3.4) die Bedeutung des
Apolipoprotein E fiir die Adipozytenfunktion anhand von Knockdown- und
Uberexpressions-Modellen untersucht.

3.1 CHARAKTERISIERUNG DES VERWENDETEN ZELLSYSTEMS

Das verwendete humane mesenchymale Zellsystem, welches in dieser Arbeit
verwendet wurde, wurde zuvor von Janne Prawitt in unserem Institut etabliert (Prawitt
et al., 2008). Zu Beginn dieser Arbeit wurden die humanen mesenchymalen
Stammzellen hinsichtlich der adipozytdren Differenzierung auf morphologischer und
molekularbiologischer Ebene untersucht. Diese Charakterisierung erfolgte im Vergleich
zu Fettgewebsbiopsien aus humanem visceralen und subkutanen Fettgewebe und
daraus isolierten Praadipozyten.

Die verwendete humane mesenchymale Stammzelllinie wurde durch Insertion der
katalytischen Untereinheit der humanen Telomerase immortalisiert, was sich im
Namen hMSC-Tert, fir Telomerase Reverse Transkriptase niederschldgt (Simonsen et
al., 2002). Die adipozytare Differenzierung dieser Zellen wurde nach dem von Prawitt
beschriebenen Standardprotokoll durchgefiihrt. Die Zellen wurden dabei Gber 14 Tage
mit einem Differenzierungs-Cocktail bestehend aus 0,1 uM Dexamethason, 450 uM
Isobuthylmethylxanthin (IBMX), 2 uM Insulin, 1 pM Rosiglitazon und 1 puM U0126
differenziert.

Das synthetische Glukokortikoid Dexamethason kann sowohl Einfluss auf die
Regulation des Wachstumes, als auch auf die Differenzierung der Zellen nehmen. IBMX
ist ein unspezifischer Inhibitor der cAMP- und cGMP-Phosphodiesterasen und bewirkt
eine Erhohung der intrazellularen cAMP/cGMP-Spiegel. Diese beiden Faktoren haben
in Kombination eine effektive Wirkung auf die Differenzierung. Insulin wirkt in der
eingesetzten Konzentration von 2 uM hauptsachlich auf den Insulin-like Growth Factor
Rezeptor (IGF)-l, welcher das Signal zur Differenzierung weiterleitet. Das
Thiazolidindion Rosiglitazon ist ein Agonist des Transkriptionsfaktors Peroxisome
Proliferator-activated Receptor y (PPARy), der als der zentrale Regulator der
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Adipogenese gilt. U0126 wirkt als spezifischer und nichtkompetitiver Inhibitor der
Mitogen-Activated Kinase Kinasen (MAPK Kinasen) MEK1 und MEK2 primar
proliferationshemmend und aktiviert so die Differenzierung.

3.1.1 HMSC-TERT ADIPOZYTEN

Im ersten Schritt erfolgte eine morphologische Charakterisierung des Phanotyps der
differenzierenden hMSC-Tert Adipozyten. Abbildung 3.1 zeigt die hMSC-Tert Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung. Die Lipidakkumulation in den Zellen ist
durch Farbung der Neutrallipide durch Fettrot sichtbar gemacht worden.
Undifferenzierte hMSC-Tert Zellen (Tag 0, A) adherieren flach am Boden der
Kulturschale, ihre Form ist dreieckig bis polygonal und sie bilden eine
kopfsteinpflasterartige Struktur. Eine Woche nach der Induktion der Differenzierung
(Tag 7, B) sind die Zellen noch dichter geworden und es sind erste kleine
Lipidtropfchen zu erkennen. Bis zum Ende der Differenzierung (Tag 14, C) verdichten
sich die Zellen noch etwas starker, was an vermehrt auftretenden dunkelgrauen
Strukturen zu erkennen ist. Die Anzahl der Lipidvesikel und ihre GrofRe nehmen
deutlich zu.

hMSC-Tert Adipozyten

TagO

Abb.3.1 hMSC-Tert Adipozyten im Differenzierungsverlauf. Die Zellen wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten der Differenzierung mit 4% PFA fixiert und die Neutrallipide mittels Fettrot gefarbt, um die
steigende Lipidakkumulation in den Zellen sichtbar zu machen.

Im zweiten Schritt wurden Expressionsanalysen mittels quantitativer Tagman® RT-PCR
Expressionsanalysen von adipozytaren Markern und fir den Lipoproteinstoffwechsel
wichtigen Genen auf Ebene der mRNA durchgefiihrt. Dafiir wurden Proben von
verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung von hMSC-Tert Zellen, priméren
humanen Adipozyten und humanem Fettgewebsbiopsien miteinander verglichen. Es
wurde fir alle Proben die gleiche cDNA Menge eingesetzt und das untersuchte Gen auf
das des Housekeeping-Gens TATA box-binding-Proteins normalisiert.

Die Abbildung 3.2 zeigt die Ergebnisse der Expressionsanalysen an 4 Zeitpunkten
wahrend der Differenzierung in hMSC-Tert Adipozyten. Betrachtet wurden als Marker
der frihen adipozytiren Differenzierung die Transkriptionsfaktoren PPARy und
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C/EBPa. Als Marker fur Praadipozyten und terminal differenzierte Adipozyten wurden
das Adipocyte Lipid Binding Protein 2 (aP2), Adiponektin, ApoE, LpL und der Insulin-
abhingige Glukosetransporter 4 (Glut4) detektiert. AuBerdem wurden die
Lipoproteinrezeptoren LDL-R, LRP1 und VLDL-R untersucht.

Die Expression von C/EBPa wird ab Tag 7 von den Zellen exprimiert. Die Expression
steigt an Tag 14 noch weiter an. PPARy dagegen ist am stadrksten an Tag 7 exprimiert.
Fiir die adipozytaren Marker Adiponektin, aP2, ApoE und LpL wurde eine steigende
Expression wahrend des Differenzierungsverlaufs detektiert, wobei ApoE mit
2x10°/10" Kopien Thp am stirksten synthetisiert wird. Der LDL-Rezeptor wird bereits in
undifferenzierten Zellen exprimiert und wird auch an Tag 2 und Tag 7 auf dhnlichem
Niveau synthetisiert. In differenzierten Adipozyten hingegen sinkt die LDL-R Expression
auf ca. 50% der Ausgangsexpression. LRP1 und der VLDL-Rezeptor werden mit
zunehmender Differenzierung starker exprimiert, wobei die Expression von LRP1 an
Tag 14 wieder abnimmt. Der Insulin-abhangige Glukose-Transporter 4 (GLUT4) wird ab
Tag 7 exprimiert.

Die mit dieser Methode klar darstellbaren Unterschiede in der Expression sind
primar zwischen undifferenzierten und differenzierten Zellen festzustellen. Das
Absinken der Expression in der zweiten Differenzierungshalfte ist bei LDL-R und LRP1
auf das Differenzierungsprotokoll zuriickzufihren, wobei das Insulin ab Tag 9 der
Differenzierung ausgewaschen wird, um eine bleibende Insulin-Sensitivitat der Zellen
zu gewadhrleisten. Dies konnte durch Expressionsanalysen an Tag 10 der
Differenzierung bestéatigt werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb.3.2 mRNA-Expressionsanalysen mittels quantitativer Tagman® RT-PCR von adipozytdren Markern
und Genen des Lipoproteinstoffwechsel in hMSC-Tert Adipozyten. Die Expression ist angegeben als
normalisierte Kopienzahl/104Kopien TBP. Alle gemessenen Gene werden innerhalb der ersten
Differenzierungshélfte exprimiert (n=3).
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Weiterfiihrend wurde die Expression von ApoE und des adipozytdaren Markers aP2 im
Verlauf der Differenzierung auf Proteinebene untersucht. Der Nachweis erfolgte
mittels spezifischer Antikorper im Westernblot. Daflir wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten der Differenzierung Gesamtzelllysate hergestellt. Die Proben wurden
standardisiert auf die gleiche Proteinkonzentration eingestellt. Als interner
Proteinstandard wurde die Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH)
verwendet.

Das Expressionsmuster der untersuchten Proteine ist in Abbildung 3.3
zusammengestellt. Verglichen wurde die Expression im Differenzierungsverlauf, in
undifferenzierten und entsprechend in 2, 7 und 14 Tage differenzierten Adipozyten.
Die Proteinexpression von ApoE ist in undifferenzierten Zellen nicht nachzuweisen. Ab
Tag 2 der Differenzierung ist jedoch eine schwache Bande zu erkennen, die im
weiteren Differenzierungsverlauf mit steigender Intensitat detektiert wird.

Der Proteinexpression des adipozytenspezifischen Markers aP2 kann nach sieben
Tagen adipogener Differenzierung nachgewiesen werden.

ApoE asmssme o
aP2 - ”- 12kDa

GAPDH || Sl e b ol ol @ = o | 31kDa

Tag0 Tag 2 Tag 7 Tag 14

Abb.3.3 Proteinexpression von ApoE und adipozytenspezifischen Markern im Differenzierungsverlauf.
Die Analyse erfolgte mit spezifischen Antikérpern im Westernblot. ApoE zeigt eine Bande bei 34 kDa;
adipozytenspezifischer Marker ist das Adipocyte Lipid Binding Protein aP2 (12 kDA). Als interner
Standard wird Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH, 34 kDa) mitgefiihrt.

Als interner Standard wurde die Expression der Glycerinaldehyd-3-phosphat
Dehydrogenase (GAPDH) gemessen, um eine Kontrolle der gleichmalRigen Beladung
der einzelnen Banden nachzuweisen. Eine Verringerung der GAPDH-Expression an Tag
14 ist auf die adipozytdre Differenzierung zurlickzufiihren, da die stattfindende
Spezialisierung der Zellen zu einer verringerten Expression der Haushaltsgene bzw.
Proteine fiihrt, was in den hMSC-Tert-Adipozyten auch fiir einen anderen
standardmaRig verwendeten Marker B-Aktin gezeigt werden konnte.

Die Expressionsanalyse der differenzierten Zellen sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene zeigt, dass ab Tag 7 der Differenzierung eine praadipozytire
Zellpopulation vorliegt und die Zellen stabil differenzieren. Dies wird auch durch den
Nachweis von ausschliefllich im Fettgewebe exprimierter Proteine wie aP2 bestatigt.
AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die Zellen ab Tag 2 der Differenzierung ApoE in
kontinuierlich steigender Konzentration exprimieren.
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3.1.2 HUMANE PRAADIPOZYTEN

Um zu lberprifen, ob die hMSC-Tert Adipozyten hinsichtlich ihrer Morphologie und
der Expression der adipozytaren Marker reife humane Adipozyten abbilden, wurden
aus visceralen Fettgewebsbiospien primare Preadipozyten isoliert und nach dem
Standardprotokoll differenziert. In Abb.3.4 zeigt die isolierten Praadipozyten vor (Tag
0) und nach 12 Tagen adipogener Differenzierung.

humane Prdadipozyten

Abb.3.4 Humane Praddipozyten aus visceralen Fettgewebsbiopsien. Die Zellen wurden nach dem
Standardprotokoll isoliert und fir 12 Tage differenziert (B). Als Kontrolle sind undifferenzierte
Praadipozyten gezeigt (Tag 0, A). Die Fettakkumulation wurde in den differenzierten Adipozyten
zusatzlich durch Fettrotfarbung sichtbar gemacht (C, D). Die Aufnahmen wurden im Durchlicht bei
400facher VergroRerung angefertigt.

Die humanen Prdadipozyten haben nach der Isolation aus dem Gewebe eine
Fibroblasten-ahnliche Struktur. Nach 12 Tagen adipozytdrer Diffenzierung weisen sie
eine Vielzahl Trauben kleiner Lipidvakuolen in den Zellen auf, was morphologisch
Praadipozyten entspricht.

Um das Expressionsmuster der hMSC-Tert Adipozyten mit dem primarer Zellen zu
vergleichen, wurden Expressionsanalysen von vicsceralen und subkutanen
Fettgewebsbiopsien und aus dem visceralem Fett isolierten Prdadipozyten
durchgefiihrt (Abb.3.5).
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Abb.3.5 mRNA-Expressionsanalysen mittels quantitativer Tagman® RT-PCR von adipozytdren Markern
und Lipoprotein-Rezeptoren in humanem visceralen und subkutanen Fettgewebsbiopsien und aus
visceralem Fett isolierten Prdadipozyten (undifferenziert Tag 0, differenziert Tag 12). Die Expression ist
angegeben als normalisierte Kopienzahl/lO4 Kopien TBP. Alle gemessenen Gene werden innerhalb der
ersten Differenzierungshalfte exprimiert (n=2).

48



3 ERGEBNISSE

Die Expressionsanalysen der Fettgewebsbiopsien zeigen eine Expression der
untersuchten Gene sowohl in visceralem als auch in subkutanem Fettgewebe. Die
beiden Transkriptionsfaktoren C/EBPa und PPARy werden sowohl in visceralem als
auch subkutanem Fett in adhnlicher Menge synthetisiert. Das antiinflammatorische
Cytokin Adiponektin, aP2 sowie LpL werden in subkutanem Fettgewebe starker
exprimiert. Die Lipoproteinrezeptoren LDL-R und VLDL-R, sowie der Insulin-abhangige
Glukosetransporter Glut4 werden in den beiden Fettgewebstypen unterschiedlich
stark exprimiert. Der LDL-R wird, ebenso wie ApoE, verstirkt in visceralem Fett
sythetisiert, VLDL-R und Glut4 zeigen eine hohere Expression in den subkutanen
Proben.

Die primaren Praadipozyten wurden aus visceralen Fettbiopsien isoliert und nach
dem Standardprotokoll fiir 12 Tage differenziert. Der Transkriptionsfaktor C/EBPa, und
die Marker fur differenzierte Adipozyten aP2 und Adiponektin kénnen in den
Praadipozyten noch nicht detektiert werden, zeigen aber eine starke Expression in den
differenzierten Adipozyten (Tag 12). Alle anderen untersuchten Gene kénnen bereits in
undifferenzierten Prdadipozyten detektiert werden und werden in differenzierten
Adipozyten stark erhoht synthetisiert. Die Unterschiede in der Expression zwischen
den Fettbiopsien und den isolierten Praadipozyten bzw. differenzierten Adipozyten
lasst sich zum einen durch die heterogene Zellpopulation in den Gewebeproben
erklaren, kann aber moglicherweise auch auf den in vivo und in vitro Ursprung der
Proben zuriickzufiihren sein.

Zusammenfassend entsprechen die hMSC-Tert Adipozyten in der Expression der
adipozytaren Marker den primdren humanen Adipozyten. Morphologisch bilden die
hMSC-Tert Zellen reife humane Adipozyten noch besser ab als die primaren Zellen, da
fiir diese Zellen auch nach 12 Tagen adipozytarer Differenzierung kein monolokularer
Phdnotyp erreicht werden konnte. Aufgrund des groRen technischen Aufwandes und
der Schwierigkeit geeignete Biopsien fiir die Isolation humaner Prdadipozyten zu
bekommen, wurden die weiterfliihrenden Experimente ausschlieBlich in den hMSC-Tert
Adipozyten durchgefiihrt, da diese ein sehr gutes Modell zur Untersuchung humaner
Adipozyten darstellen.

3.2 SYNTHESE UND SEKRETION VON LIPOPROTEINEN

Adipozyten synthetisieren verschiedene fiir den Lipoproteinstoffwechsel wichtige
Proteine wie CETP und Apolipoproteine wie ApoC und insbesondere ApoE. Nach der
Charakterisierung des verwendeten Zellsystems hinsichtlich der adipozytdren
Differenzierung, bei der sich auch eine hohe Expression des ApoE in den hMSC-Tert
Adipozyten gezeigt hat, wird in diesem Abschnitt die Synthese und Sekretion von
Lipoproteinen, anhand des Apolipoprotein E, durch die hMSC-Tert Adipozyten
untersucht.
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3.2.1 APOE-SEKRETION

ApoE tragt am N-Terminus ein 18-Aminosduren langes Signalpeptid, welches seiner
Kennzeichnung als sekretorisches Protein dient. Um die Sekretion von ApoE aus den
hMSC-Tert Adipozyten zu untersuchen, wurden die Zellen zu verschieden Zeitpunkten
der Differenzierung lber Nacht in serumfreiem Medium kultiviert und die ApoE-
Konzentration im Zellkulturiiberstand mittels ELISA bestimmt. Um einen eventuellen
Einfluss der Differenzierungszusatze auf die ApoE-Sekretion auszuschliefen, wurden
die Zellen standardmaRig zwei Tage vor dem Experiment ausgewaschen.

Abbildung 3.6 zeigt die Sekretion von ApoE aus den hMSC-Tert Adipozyten wahrend
des Differenzierungsverlaufs. Die ApoE-Sekretion ist in ng/mg Zellprotein angegeben.
Ubereinstimmend mit den mRNA- und Protein-Expressionsdaten, wird an Tag 0, d.h.
von den undifferenzierten Stammzellen nur sehr wenig ApoE sezerniert, steigt dann
aber signifikant von Tag 7 auf ein Maximum an Tag 14.
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Abb.3.6 ApoE-Sekretion in den Zellkulturiiberstand der hMSC-Tert Adipozyten. Die Zellen wurden nach
dem Standardprotokoll bis zu 14 Tagen differenziert. Die Abb. zeigt die ApoE Sekretion zu verschiedenen
Zeitpunkten der Differenzierung. Die ApoE Konzentration wurde mittels ELISA bestimmt und ist in ng/mg
Zellprotein angegeben (n=3).

Wie durch die hohen Standardabweichungen in der obigen Abbildung zu sehen, liegen
hohe Variationen in den Konzentration des sezernierten ApoE der hMSC-Tert
Adipozyten zwischen den einzelnen Experimenten vor. Aus diesem Grund wird die
ApoE-Skretion in den nachfolgenden Experimenten in relativen Werten angegeben.
Tabellen mit den Originaldaten befinden sich im Anhang (Anhang Tabelle 1-8).

3.2.2 REGULATION DER APOE-SEKRETION

Da die Charakterisierung der hMSC-Tert Zellen gezeigt hat, dass diese Zellen ApoE in
hohen Konzentration synthetisieren und auch sezernieren, sollte anhand der ApoE-
Sekretion Uberpriift werden, inwiefern die differenzierten Adipozyten Lipoproteine
sezernieren. Daflir sollte zunachst geprift werden, ob der Prozess der ApoE-Sekretion
der hMSC-Tert-Adipozyten selbst einer Regulation unterliegt. Da sich in den
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vorangegangenen Experimenten gezeigt hat, dass die ApoE-Sekretion durch terminal
differenzierte Zellen am hochsten ist, wurden fiir die nachfolgenden Versuche
ausschlieBlich differenzierte Adipozyten (Tag 14) verwendet. Die Zellen wurden nach
dem Standardprotokoll differenziert und, soweit nicht anders angegeben, die
Sekretion lGber Nacht in serumfreies Medium gemessen. Um zunéachst den Einfluss von
Rosiglitazon und Insulin auf die ApoE-Sekretion zu untersuchen, wurden die Zellen
Uber Nacht mit serumfreiem Medium mit 50 nM Insulin bzw. 1 uM Rosiglitazon, die
Kontrollgruppe nur mit serumfreiem Medium, inkubiert.
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Abbildung 3.7 Sekretion (A) und Expression (B) von ApoE nach Inkubation mit 50 nM Insulin und 1 uM
Rosiglitazon. Die Zellen wurden nach dem Standardprotokoll differenziert und die Inkubation mit 50 nM
Insulin oder 1 pM Rosiglitazon erfolgte lGber Nacht in FCS-freies Medium. Die mRNA-Expression wurde
durch TagMan®RT-PCR, die ApoE-Sekretion mittels ELISA bestimmt. Die Genexpression ist auf die des
Tbp normalisiert. Die ApoE-Sekretion ist in Bezug auf die Kontrolle in relativen Werten angegeben (n=2).

Abbildung 3.7A zeigt die ApoE-Sekretion nach Ubernachtinkubation mit Insulin bzw.
Rosiglitazon. Dabei ist weder durch die Stimulation mit Rosiglitazon noch durch Insulin
eine signifikante Anderung der Sekretion zu beobachten. Ein Vergleich mit der ApoE
MmRNA-Expression nach Rosiglitazongabe zeigt wie erwartet, einen signifikanten
Anstieg der Expression gegeniiber der Kontrolle. Auch die Inkubation mit Insulin
erhoht signifikant die ApoE-mRNA-Expression (Abb.3.7B), was ebenfalls nicht in einer
gesteigerten ApoE-Sekretion resultiert.

ApoE spielt eine wichtige Rolle als Kofaktor bei der Aufnahme von Lipoproteinen. Um
den Einfluss der Lipidaufnahme auf die ApoE-Sekretion zu untersuchen, wurden der
Effekt der Stimulation mit Liposomen und Liposomen zusammen mit aktiver
Lipoprotein Lipase auf die ApoE-Sekretion der hMSC-Tert Adipozyten untersucht. Die
Zellen wurden nach dem Standardprotokoll bis Tag 14 differenziert und tber Nacht
ohne/mit Liposomen und Liposomen mit aktiver Lipoprotein Lipase inkubiert und
anschlieBend die ApoE-Sekretion, sowie die ApoE-mRNA Expression gemessen. Das
Ergebnis dieses Experiments ist in Abbildung 3.8 dargestellt.
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Abb.3.8 ApoE-Sekretion (A) und mRNA-Expression (B) nach Inkubation mit Liposomen und
Liposomen+LpL. Die Zellen wurden nach dem Standardprotokoll 14 Tage terminal differenziert und tber
Nacht mit serumfreiem Medium, serumfreiem Medium mit Liposomen und Liposomen+LpL inkubiert.
Die mRNA Expression wurde mittels TagMan® RT-PCR, die ApoE Sekretion durch ELISA bestimmt (n=2).

Die ApoE-Sekretion ist in Bezug auf die Kontrolle in relativen Werten angegeben.

Die Inkubation der Adipozyten mit Liposomen und Liposomen zusammen mit aktiver
Lipoprotein Lipase fiihrt zu einer hochsignifikanten Erhéhung der ApoE-Sekretion der
hMSC-Tert Adipozyten (Abb.3.8A), der nicht aus einem Anstieg der mRNA-Expression
resultiert (Abb.3.8B). Durch Inkubation der Adipozyten mit Liposomen kann eine 3fach
erhohte ApoE-Sekretion gegeniiber der Kontrolle erreicht werden. Eine Inkubation der
Adipozyten mit Liposomen zusammen mit aktiver LpL fihrt ebenfalls zu einer
signifikanten Erhéhung der ApoE-Sekretion gegentliber der Kontrolle.

Vergleicht man die Inkubation mit Liposomen und die Inkubation mit Liposomen und
aktiver LpL, so gibt es keinen zusatzlichen Effekt der LpL und der aus den Liposomen
hydrolysierten freien Fettsduren auf die ApoE-Sekretion. Dies deutet daraufhin, dass
die Liposomen das sekretierte ApoE extrazelluldr stabilisieren, wie es fir HDL
beschrieben ist (Dory, 1991).

Es sollte nun weiterfiihrend Gberpriift werden, ob die ApoE-Sekretion der hMSC-Tert
Adipozyten auch durch die in Literatur beschriebenen Cholesterolakzeptoren ApoAl
und HDL noch weiter gesteigert werden kann. Die Zellen wurden dafiir fir mit 10 ug
ApoAl bzw. 10 pg HDL inkubiert und die ApoE-Sekretion (iber Nacht gemessen. In
Abbildung 3.9 ist das Ergebnis dieser Experimente dargestellt.
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Abb.3.9 ApoE-Sekretion nach Inkubation mit HDL bzw. ApoAl in den Zellkulturiiberstand. Die Zellen
wurden nach dem Standardprotokoll differenziert iber Nacht mit 10 ug/mL HDL bzw. 10 pg/mL ApoAl
inkubiert. Die ApoE-Sekretion wurde mittels ELISA bestimmt und ist als relativer Wert zur Kontrolle
angegeben. Die ApoE-Sekretion ist in Bezug auf die Kontrolle in relativen Werten angegeben (n=2).

Die Stimulation der Adipozyten mit ApoAl fiihrt zu einer signifikanten Erhéhung der
ApoE-Sekretion, wohingegen dieser in der Literatur ebenfalls fiir HDL beschriebene
Effekt flir die hMSC-Tert Adipozyten hier nicht reproduziert werden konnte. Eine
Stimulation der Zellen mit HDL resultiert, im Gegensatz zu der Inkubation mit
Liposomen, somit nicht in einer verdnderten ApoE-Sekretion.

Um die Regulation der ApoE-Sekretion weiterfiihrend zu untersuchen, wurde im
Folgenden der Einfluss von spezifischen Inhibitoren auf die Proteinsekretion getestet.
Daftir wurden Inhibitoren ausgewahlt, die den sekretorischen Weg in der Zelle an
verschiedenen Punkten inhibieren.

Fur die konstitutive Proteinsekretion ist vor allem ein intakter Vesikeltransport vom
Golgi-Apparat zur Plasmamembran erforderlich. Um eine mogliche konstitutive
Sekretion des ApoE zu untersuchen, wurden die Zellen 4 Stunden in serumfreiem
Medium mit Brefeldin A (BFA), Colchicin und Cytochalasin D inkubiert. BFA ist ein aus
einem Pilz isoliertes Metabolit. Es hemmt die Aktivierung von ADP-
Ribosylierungsfaktoren und damit die Bildung von COPI-Vesikeln am Golgi-Apparat
(Donaldson et al, 1991), wodurch sekretorische Proteine wieder in das
endoplasmatische Retikulum riickverlagert werden (Lippincott-Schwartz et al., 1990).
Colchicin ist ein pflanzliches Alkaloid, welches an die freien Mikrotubulli-
Untereinheiten bindet, so dass diese fir den intrazelluldren Vesikeltransport nicht
mehr zur Verfligung stehen, was dadurch in einer intrazellularen Proteinaggregation
resultiert (Hamel, 1996). Cytochalasin D ist ebenfalls ein aus einem Pilz isoliertes
Metabolit, welches auf das Aktinskelett der Zelle wirkt, indem es die Polymerisation
und Elongation des Aktins inhibiert und eine Arretierung der kontraktilen
Aktinfilamente nach sich zieht (Brown and Spudich, 1981). Eingesetzt wurden jeweils
die hochsten nicht cytotoxisch-wirkenden Konzentrationen der einzelnen Inhibitoren.
Abbildung 3.10 vergleicht die ApoE-Sekretion nach Inkubation mit BFA, Colchicin und
Cytochalasin D.
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Abb.3.10 ApoE-Sekretion der hMSC-Tert Adipozyten nach Inkubation mit Cytochalasin D, Colchicin und
BFA. Die Zellen wurden nach dem Standardprotokoll fiir 14 Tage differenziert und 4h mit serumfreiem
Medium mit steigender Inhibitor-Konzentration inkubiert. Die ApoE-Sekretion in den
Zellkulturiberstand wurde anschliefend mittels ELISA gemessen. Die ApoE-Sekretion ist in Bezug auf die
Kontrolle in relativen Werten angegeben (n=3).

Eine Blockierung des Golgi-Apparates durch BFA flihrt zur einer signifikant reduzierten
ApoE-Sekretion der Adipozyten um ca. 50%. Eine Blockade des Vesikeltransports
durch Colchicin, welcher sich der Prozessierung der Proteine durch den Golgi-Apparat
anschlief8t flihrt dagegen nur zu einer um ca. 10% verringerten Sekretion von ApoE. Die
Inkubation mit Cytochalasin D bewirkt eine 30%igen Reduktion der Sekretion. Der
Effekt ist aber flr beide Inhibitoren nicht signifikant. Dies deutet darauf hin, dass ein
intaktes Aktinskelett fir eine ApoE-Sekretion noétig ist, wohingegen die Aktivitat der
Mikrotubulli fiir die ApoE-Sekretion der Adipozyten nur eine untergeordnete
Bedeutung zu haben scheint.

Im nachsten Schritt wurde eine Regulation der ApoE-Sekretion durch intrazellulares
Calcium-Signaling getestet. Daflir wurden die Inhibitoren BAPTA-AM und 2-APB
verwendet. BAPTA-AM ist ein Calcium-Komplexbildner, welches freies Ca®" in der Zelle
bindet und die Calcium-regulierte Proteinsekretion inhibiert (Tsien, 1980; Strayer et al.,
1999). 2-APB ist ein spezifischer IP3-Rezeptor Antagonist (Maruyama et al., 1997).
Abbildung 3.11 zeigt, dass beide Inhibitoren eine signifikante Reduktion der ApoE-
Sekretion um ca. 30-35% verursachen.
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Abb.3.11 ApoE-Sekretion der differenzierten Adipozyten nach Inkubation mit BAPTA-AM und 2-APB. Die
Zellen wurden fiir 14 Tage nach dem Standardprotokoll differenziert und mit serumfreiem Medium und
je 100 pg/mL Inhibitor fur 4h inkubiert. Die ApoE-Konzentration im Zellkulturiberstand wurde
anschlieRend mittels ELISA bestimmt (n=3).

Eine Inhibition der Proteinkinase A durch H89 fiihrt ebenfalls zu einer signifikanten
Reduktion der ApoE-Sekretion durch die hMSC-Tert Adipozyten. Abbildung 3.12 zeigt
einen Riickgang der Sekretion durch H89 um ca. 30%.
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Abb.3.12 ApoE-Sekretion in den Zellkulturiberstand nach Inkubation der Zellen mit 100 pg H89. Die
Zellen wurden fiir 14 Tage nach dem Standardprotokoll differenziert und mit serumfreien Medium und
fir 4 Stunden mit 100 pug H89 inkubiert. Die ApoE-Konzentration im Zellkulturiberstand wurde
anschlieRend mittels ELISA bestimmt und ist in Bezug auf die Kontrolle in relativen Werten angegeben
(n=3).

Zusammenfassend kann die ApoE-Sekretion sowohl durch eine Blockade des Golgi-
Apparates, des Calcium-Signalings und durch eine Inhibition der PKA signifikant
beeintrachtigt werden. Keiner der getesteten Inhibitoren fiihrt aber zu einer
vollstandigen Blockade der ApoE-Sezernierung, so dass eine komplexe Regulation der
ApoE-Sekretion wahrscheinlich ist.

Da bereits gezeigt werden konnte, dass die ApoE-Sekretion durch ApoAl signifikant
gesteigert werden kann (Abb. 3.9), wurde in einem weiterfiilhrenden Experiment
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gepriift, ob das durch ApoAl mobilisierte ApoE Uber alternative Sekretionswege aus
den Zellen ausgeschleust wird. Daflir wurden die Zellen zunachst fir 30 min mit den
jeweiligen Inhibitoren inkubiert, um eine Bindung der Inhibitoren zu ermdglichen.
AnschlieBend wurden 10 pug ApoAl den Reaktionsansatzen gegeben und fir weitere 4
Stunden inkubiert. Abbildung 3.13A vergleicht die ApoE-Sekretion nach Inhibition mit
BFA und Colchicin und Stimulation durch ApoAl.
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Abb.3.13 ApoE-Sekretion in den Zellkulturiiberstand nach Inhibition mit BFA und Cochicin und
Stimulation durch ApoAl (A) und nach Inkubation mit BAPTA-AM und 2-APB und Stimulation durch
ApoAl (B). Die Zellen wurden fiir 14 Tage nach dem Standardprotokoll differenziert und die Inhibition
erfolgte in serumfreiem Medium fir 30 min. AnschlieBend wurden 10 pg ApoAl zu den
Inkubationsansatzen gegeben und fiir weitere 4 Stunden inkubiert. Die ApoE-Konzentration wurde
mittels ELISA bestimmt und ist in Bezug auf die Kontrolle in relativen Werten angegeben (n=3).

Die durch BFA um ca. 50% verminderte Sekretion kann durch eine Stimulation mit
ApoAl nicht wieder gesteigert werden, auch hier betragt die Sekretion nur ca. 50% des
Basalwertes. Bei einer Inhibition mit Colchicin, liegt die Konzentration nach Stimulation
mit ApoAl mit nur ca. 60% des Basalwertes noch unter der Inhibitorkontrolle mit ca.
80%.
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In Abb. 13.B ist fiir die Inhibitoren BAPTA-AM und 2-APB nach Stimulation mit ApoAl
jeweils eine leichte Erhohung der ApoE-Sekretion zu beobachten, jedoch sind beide
Effekte nicht signifikant.

Abb. 14 zeigt die Inhibition der PKA durch H89 und die infolgedessen verringerte ApoE-
Sekretion. Auch hier konnte keine zusatzliche Stimulation durch ApoAl erreicht
werden.
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Abb.3.14 ApoE-Sekretion in den Zellkulturiiberstand nach Inhibition mit H89 und Stimulation durch
ApoAl. Die Zellen wurden flr 14 Tage nach dem Standardprotokoll differenziert und die Inhibition
erfolgte in serumfreiem Medium fir 30 min. AnschlieBend wurden 10 ug ApoAl zu den
Inkubationsansatzen gegeben und flir weitere 4 Stunden inkubiert. Die ApoE-Konzentration wurde
mittels ELISA bestimmt und ist in Bezug auf die Kontrolle in relativen Werten angegeben (n=3).

Um die ApoE-Sekretion der hMSC-Tert Adipozyten mit der anderer
adipozytenspezifischer Proteine zu vergleichen, wurde in den Proben mit signifikanter
Reduktion der  ApoE-Konzentration die  Adiponektin-Sekretion in den
Zellkulturiberstand mittels ELISA bestimmt. Abb.3.14 zeigt die Adiponektin-
Konzentration nach Inhibition mit BFA, BAPTA-AM und H89 (A) und nach gleichzeitiger
Stimulation durch ApoAl (B). Die Adiponektin-Sekretion kann signifikant durch BFA und
H89 inhibiert werden (Abb.3.15A). Bei gleichzeitiger Stimulation durch ApoAl
(Abb.3.15B) kann keine zuséatzliche Mobilisierung des Adiponektins erzielt werden, in
diesem Fall fihren alle drei getesteten Inhibitoren zu einer signifikanten Reduktion der
Adiponektin- Sekretion verglichen mit der ausschlielich mit ApoAl stimulierten
Kontrolle.
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Abb.3.15 Adiponektin-Sekretion in den Zellkulturiiberstand nach Inhibition mit BFA, BAPTA-AM und H89
(A) und Stimulation durch ApoAl (B). Die Zellen wurden fir 14 Tage nach dem Standardprotokoll
differenziert und die Inhibition erfolgte in serumfreiem Medium fiir 30 min. AnschlieBend wurden 10 pg
ApoAl zu den Inkubationsansatzen gegeben und fiir weitere 4 Stunden inkubiert (B). Die Adiponektin-
Konzentration wurde mittels ELISA bestimmt und ist in Bezug auf die Kontrolle in relativen Werten
angegeben (n=2).

Zusammenfassend ist trotz einer Erhohung der basalen ApoE-Sekretion durch ApoAl,
die ApoE-Sekretion nach Inhibition des Golgi-Apparates (BFA), des Aktin-Skeletts
(Colchicin), des Calcium-Signalings (BAPTA-AM und 2-APB) und der PKA durch H89
keine Stimulation durch ApoAl erreicht werden. Die durch ApoAl mobilisierte ApoE-
Sekretion verlauft demnach Uber die gleichen sekretorischen Wege wie die basale
ApoE-Sekretion.

Fir Adiponektin konnte eine Reduktion der Sekretion durch BFA und H89 um ca.
70% gezeigt werden. Die Inhibition mit BAPTA-AM dagegen ist nicht signifikant. Eine
Stimulation mit ApoAl fiihrt auch hier zu keiner Aufhebung der Inhibiton. Da dieses
Experiment nur einmal als Kontrolle zur ApoE-Sekretion durchgefiihrt wurde, muss es
in weiteren Experimenten bestatigt werden.

3.2.3 CHARAKTERISIERUNG DER SEKRETIERTEN LIPOPROTEINE

Nachdem eine komplexe Regulation der ApoE-Sekretion der hMSC-Tert Adipozyten
gezeigt werden konnte, sollte anschlieRend anhand der ApoE-Sekretion die
Lipoproteinskeretion der Adipozyten analysiert werden. Aus diesem Grund wurde
zunachst untersucht, ob ApoE in lipidierter Form als Lipoprotein von den Adipozyten
sezerniert wird. Daflr wurden die Zellen nach dem Standardprotokoll fiir 14 Tage
differenziert und der Uberstand gesammelt. Die in den Zellkulturiiberstand
sekretierten Lipoproteine wurden liber eine Gelfiltrationschromatographie (FPLC) nach
ihrer GroRe getrennt und die ApoE-Konzentration mittels ELISA in den einzelnen
Fraktionen bestimmt. In den ApoE-Fraktionen sollte anschlieend die Cholesterol-,
Triglyzerid- und Phospholipidkonzentration durch enzymatisch  gekoppelte
Bestimmungen erfasst werden. Es stellte sich heraus, dass mit den verwendeten
kommerziellen Analysemethoden keine Lipide in den ApoE-Fraktionen nachgewiesen

werden konnten. Auch nach einer Aufkonzentration des Zellkulturiberstandes oder
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einer Aufreinigung des ApoE aus dem Uberstand lber eine Affinitdtschromatographie-
Saule konnten keine Lipide in den ApoE-Fraktionen nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt). Da die Sensitivitdt dieser emzymgekoppelten Tests offenbar nicht ausreicht
eine geringe Menge Lipid in den ApoE-Fraktionen zu bestimmen, wurde eine
Inkubation mit radioaktiv markierten Lipiden durchgefiihrt. Die Zellen wurden nach
dem Standardprotokoll differenziert und fiir 4 Stunden mit *H-Cholesterol, *H-
Phosphatidylcholin  oder *H-Cholinchlorid inkubiert. *H-Cholesterol und >H-
Phosphatidylcholin sollten nach der Aufnahme in sezernierte Lipoproteine eingebaut
vorliegen, >H-Cholinchlorid dient als Cholinquelle fiur die Eigensynthese der
Phospholipide.

Nach 4 stindiger Inkubation wurde die Radioaktivitdt abgenommen und die Zellen
zunachst fir 1 Stunde in DMEM (4 g/mL Glukose) + 5% Lipoprotein-defizientem Serum
(LPDS) und anschlieRend liber Nacht serumfrei in DMEM (1 g/mL Glukose) inkubiert.
Am nachsten Tag wurde der Zellkulturiberstand gesammelt, das ApoE Uber eine
Affinitdtschromatographie (Heparin-Sepharose) aufgereinigt und die ApoE-
Konzentration mittels ELISA bestimmt. Auch bei diesen Experimenten konnte keine
Anreicherung radioaktiver Lipide in den ApoE-Fraktionen nachgewiesen werden. Die
Tabelle 3.1 zeigt exemplarisch die Daten aus zwei unabhangigen Experimenten.

3 .
*H-Cholesterol H-Phospl:natldyl- *H-Cholinchlorid ApoE .
[cpm] cholin [cpm] Konzentration
[cpm] [ng/mL]

2898 3065 908 1244 8819 7823 52,4 49,9

Uberstand
Eluat 82 144 24 88 74 152 58,7 53,9
2675 2772 582 704 5817 6152 3,8 0,96

Durchlauf

Exp.1 Exp.2 Exp.1 Exp.2 Exp.1 Exp.2 Exp.1 Exp.2

Tabelle 3.1 Inkubation der hMSC-Tert Adipozyten mit *H-markierten Lipiden. Der Uberstand wurde
gesammelt und Uber eine Affinitdtschromatographie-Saule (Herparin-Sepharose) aufgereinigt. Die ApoE-
Konzentration wurde mittels ELISA bestimmt und die *H-Aktivitit wurde im B-Counter gemessen.

Da diese Experimente auf eine lipidfreie Sezernierung des ApoE hindeuten, wurde
weiterflihrend getestet inwiefern sich die Zusammensetzung des sezernierten
Lipoprotein-Partikel durch Zugabe von Lipiden zum Kulturmedium &andert, wurden
Zellen Giber Nacht vergleichend mit serumfreiem Medium mit 1% BSA (Fettsdure frei)
oder 1% Lipoprotein-haltigem Serum inkubiert und anschlieRend eine
Gelchromatographie durchgefiihrt.

Die Abbildung 3.16 zeigt die ApoE- Konzentration in den FPLC-Fraktionen. Bei
Inkubation mit 1% BSA liegt der Peak zwischen den Fraktionen 5-20, was einer
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PartikelgroRe zwischen 30 und 18 nm Durchmesser und somit VLDL bzw. LDL
entspricht. Bei Inkubation mit 1% FCS im Medium hingegen ist eine deutliche
Verschiebung des ApoE-Peaks hin zu Fraktion 13-30 zu beobachten. Die Partikel haben
nun eine GrofRe von 20 und 5 nm, was LDL bzw. HDL entspricht.
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Abb.3.16 ApoE-Konzentration in den FPLC-Fraktionen. Die Zellen wurden nach dem Standardprotokoll
fir 14 Tage differenziert. Fir das Experiment wurden die Zellen Gber Nacht in Hungermedium mit 1%
BSA bzw. 1% FCS inkubiert. 200uL Uberstand wurden iiber eine S6-FPLC-S&ule getrennt und die ApoE-
Konzentration in den Fraktionen wurde mittels ELISA bestimmt.

Die Verschiebung des Ausschlussvolumens kdonnte auf eine Aggregation des ApoE in
lipidfreiem Medium hindeuten. Bei Inkubation mit Serum hingegen, kann die
Verschiebung der GréRe auf eine Assoziation von ApoE an die im Serum vorliegenden
Lipoproteine bedeuten.

Zusammenfassend konnte mit verschiedenen Methoden der ApoE-Aufreinigung aus
dem Zellkulturiberstand nachgewiesen werden, dass ApoE lipidfrei in das
extrazellulare Milieu abgegeben wird und dort mit Lipoproteinen assoziieren kann.
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3.3 AUFNAHME VON APOE-HALTIGEN LIPOPROTEINEN

Da die vorangegangenen Untersuchungen im ersten Teil der vorliegenden Arbeit zur
Charakterisierung der hMSC-Tert Zelllinie und weiterer Adipozyten-Zelllinien gezeigt
haben, dass Adipozyten wahrend ihrer Differenzierung verstarkt ApoE und Lipoprotein-
Rezeptoren synthetisieren, sollte im dritten Teil die Hypothese geprift werden, ob
Adipozyten aus diesem Grund vermehrt Lipoproteine durch rezeptorvermittelte
Endozytose aufnehmen.

3.3.1 AUFNAHME VON *H/**C-MARKIERTEN LIPOSOMEN IN HMSC-TERT

ADIPOZYTEN

Um die Aufnahme von Lipoproteinen in hMSC-Tert Adipozyten zu untersuchen wurden
zunachst Untersuchungen mit radioaktiv markierten Liposomen durchgefiihrt. Die
Liposomen wurden aus Lipiden zusammengesetzt, welche aus humanen
Chylomikronen eines hyperlipamischen Spenders isoliert wurden. Zur Markierung
wurde dem Lipidextrakt ein radioaktives Dopppellabel zugesetzt, wobei **C-Triolein zur
Markierung der hydrolysierbaren  Triglyzeride der Liposomen und >H-
Cholesterololeylether  zur  Markierung des  Lipidkerns  genutzt  wurde.
Cholesterololeylether konnen intrazelluldr nicht hydrolysiert werden, folglich
entspricht die intrazellulire Menge an *C-Aktivitit einer Fettsdureaufnahme, die
gemessene >H-Aktivitit hingegen einer Partikelaufnahme in die Adipozyten.

Die Zellen wurden standardmaRig bis Tag 7 und Tag 14 differenziert, als
Kontrollzellen wurden undifferenzierte hMSC-Tert-Zellen (Tag 0) verwendet. Die Zellen
wurden Uber Nacht in Hungermedium (DMEM 1 g/mL Glukose, 0,1% fettsidurefreies
BSA, 1% Penicillin/Streptomycin) gehalten und am nachsten Tag fiir 1 bzw. 4 Stunden
bei 37°C und 5% CO, mit 3 verschiedenen Versuchsansdtzen inkubiert, wobei einer
Liposomen allein, die anderen beiden zusatzlich aktive bzw. inaktive Lipoprotein Lipase
enthielten. Die Ergebnisse der *H-Cholesterololeylether-Aufnahme aus 4 unabhingigen
Experimenten sind in Abbildung 3.17 zusammengefasst.
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Abb.3.17 Aufnahme von 3H—Cholesterololeylether markierten Liposomen in hMSC-Tert Adipozyten. Die
Zellen wurden nach dem Standardprotokoll 7 bzw. 14 Tage differenziert und fir 1 Stunde (A) oder 4
Stunden (B) mit radioaktiv markierten Liposomen inkubiert. Als Kontrolle wurden undifferenzierte Zellen
(Tag 0) mitgefiihrt. Die Unterschiede in der Aufnahme sind nicht signifikant (n=4).

In Abbildung 3.17A ist die Aufnahme von >H-Cholesterololeylether nach 1, in 3.17B
nach 4 Stunden dargestellt. Bereits nach 1 Stunde kann man in Anwesenheit von
aktiver LpL einen 2,3fachen Anstieg der 3H-Aktivitit in die undifferenzierten Zellen,
einen 20fachen Anstieg bei 7 Tagen und einen 2fachen Anstieg bei 14 Tage
differenzierten Zellen beobachten. Bei Inaktivierung der LpL durch Tetrahydrolipstatin,
einem spezifischen LpL-Inhibitor, ist gegenliber dem Basalwert immer noch eine
erhohte Aufnahme zu beobachten. Nach 4 Stunden Inkubation ist ein dhnliches Muster
hinsichtlich der Partikelaufnahme zu beobachten, wobei eine deutlich gesteigerte
Aufnahme mit aktiver LpL zu verzeichnen ist. Die gesteigerte Aufnahme in
Anwesenheit von LpL, aktiv und inaktiv, gegenilber Liposomen allein impliziert eine
strukturelle Bedeutung der Lipoprotein Lipase filir die Partikelaufnahme in die
Adipozyten. Da dieser Effekt auch bei undifferenzierten Zellen zu sehen ist, konnte mit
dieser Methode kein Adipozyten spezifischer Effekt in Bezug auf die Partikelaufnahme
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detektiert werden. Auffallig ist eine verringerte Aufnahme der 7 Tage differenzierten
Zellen, sowohl nach einer als auch nach 4 Stunden Inkubation, die sich nicht aus dem
Experiment erklaren lassen, oder auf eine verringerte Rezeptor-Expression an Tag 7
zuriickzufihren sind (vergl. Abb.3.2).

Abbildung 3.18 zeigt die Aufnahme von *C-Triolein in die Adipozyten nach 1 (A)
und nach 4 Stunden (B). Wie zu erwarten, steigt in Anwesenheit von aktiver LpL bereits
nach 1 Stunde die intrazellulire *C-Aktivitiat auf das 5,8fache des Basalwertes, da
vermutlich extrazelluldr **C-markierte Fettsiuren von der LpL freigesetzt und von den
Zellen aufgenommen werden. Bei Inaktivierung der LpL durch Tetrahydrolipstatin lasst
sich die Aufnahme der '*C-markierten Fettsiuren signifikant inhibieren. Nach 4
Stunden Inkubation ist bei den undifferenzierten Zellen ein Anstieg um das 8,2fache
des Basalwertes, an Tag 7 sogar um das 113fache zu beobachten. Auch hier kommt es
zu einer signifikanten Verringerung der Aufnahme bei Inhibition der LpL.
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Abb.3.18 Aufnahme von “*C-Triolein markierten Liposomen in hMSC-Tert Adipozyten. Die Zellen wurden
nach dem Standardprotokoll bis 7 bzw. 14 Tage differenziert und fir 1 (A) bzw. 4 (B) Stunden mit
radioaktiv markierten Liposomen inkubiert. Als Kontrolle wurden undifferenzierte Zellen (Tag 0)
mitgefuhrt (n=4).
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Insgesamt ist eine Partikelaufnahme, gemessen am Anstieg der intrazelluliren H-
Aktivitdt, in Anwesenheit von inaktiver LpL zu beobachten. Der Anstieg der
intrazelluldren **C-Aktivitat wird bei Zugabe von aktiver LpL deutlich gesteigert. Dies
deutet primar auf Aufnahme der aus den Lipoproteinen hydrolysierten Fettsauren.
Auch fir die Fettsdure-Aufnahme ist eine beeintrachtigte Aufnahme an Tag 7 zu
beobachten, die sich aus dem Experiment nicht erklaren lasst.

Fir Adipozyten sind u.a. die Fettsduretransporter CD36, FATp1l und auch SR-BI in
der Literatur beschrieben. Um eine spezifische Aufnahme Uber diese Transporter zu
untersuchen, missten z.B. (ber lentiviralen shRNA-Knockdown diese Transporter
gezielt ausgeschaltet werden.

Da sich Hinweise auf eine gesteigerte Partikelaufnahme, zumindest in Anwesenheit
die LpL ergeben haben, sollte weiterfiihrend die spezifische Aufnahme Uber die
Lipoprotein-Rezeptoren LDL-R, VLDL-R und LRP1 fiir die Partikelaufnahme getestet
werden. Dabei wurden die Lipoprotein-Rezeptoren zundchst mit den Liganden
Chaperon Receptor-associated Protein (RAP), LDL und Lactoferrin inhibiert und
anschlieBend die spezifische Aufnahme der radioaktiv markierten Liposomen
gemessen. RAP ist gleichermallen ein Ligand fir LRP1 als auch fiir den VLDL-R, LDL
bindet and den LDL-R und Lactoferrin ist ein Ligand fir LRP1. Da die hoéchste
Partikelaufnahme in Anwesenheit von aktiver LpL gemessen wurde, wurde in diesem
Experiment ausschlielich dieser Ansatz gewahlt. Die Zellen wurden zunéachst fir 15
min mit 200 pg/mL LDL, 100 pg/mL RAP oder 100 pg/mL Lactoferrin vorinkubiert, um
eine Bindung der Liganden an die Rezeptoren zu ermdglichen und so eine Inhibition zu
gewdhrleisten. AnschlieBend wurden die radioaktiv markierten Liposomen zu den
Inhibitionsansatzen pipettiert und fir weitere 1 bzw. 4 Stunden bei 37°C und 5% CO,
inkubiert.

In der Abbildung 3.19 ist die Aufnahme von *H-Cholesterololeylether markierten
Liposomen nach 1 (A) und nach 4 Stunden (B) dargestellt. In den undifferenzierten
Zellen ist insgesamt eine geringfligig hohere Partikelaufnahme gegeniiber den
differenzierten Zellen zu beobachten. Die Inhibition der Lipoprotein-Rezeptoren mit
LDL, RAP und Lactoferrin hat keinen signifikanten Effekt auf die Partikelaufnahme.
Nach einer Stunde ist eine sehr leichte Tendenz auf eine verringerte Aufahme in 7 Tage
differenzierten Zellen nach Inhibition mit Lactoferrin zu beobachten. Nach 4 Stunden
Inkubation sind keine Unterschiede in der Aufnahme mehr zu beobachten.
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Abb.3.19 Aufnahme von 3H-Cholesterololeylether markierten Liposomen in Anwesenheit von aktiver LpL
in hMSC-Tert Adipozyten nach 1 Stunde (A) und nach 4 Studnen (B). Die Zellen wurden nach dem
Standardprotokoll bis Tag 14 differenziert und fir 4 Stunden mit *H-CE inkubiert. Die Zellen wurden je
nach Ansatz vor der Inkubation mit 3H—Cholesterololeylether 15 min mit 200 pug/mL LDL, 100 pg/mL RAP
oder 100 pg/mL Lactoferrin inkubiert (n=2).

Auch die in Abbildung 3.20 dargestellte Aufnahme von *C-Triolein markierten
Liposomen bleibt durch Inhibition der Lipoprotein-Rezeptoren durch die Liganden LDL,
RAP und Lactoferrin unbeeinflusst, was flir die Fettsdure-Aufnahme zu erwarten
gewesen ist.
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Abb.3.20 Aufnahme von *C-Triolein markierten Liposomen in Anwesenheit von aktiver LpL in hMSC-Tert
Adipozyten. Die Zellen wurden nach dem Standardprotokoll bis d14 differenziert und fir 1 (A) bzw. 4
Stunden (B) mit YC-Triolein inkubiert. Die Zellen wurden je nach Ansatz vor der Inkubation mit Ye-
Triolein 15 min mit 200 ug/mL LDL, 100 pg/mL RAP oder 100 ug/mL Lactoferrin inkubiert (n=2).
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3.3.2 AUFNAHME VON ““I-CHYLOMIKRONEN-REMNANTS IN HMSC-TERT

ADIPOZYTEN

Nachdem in den Experimenten mit 3H/*C markierten Liposomen eine geringe
Partikelaufnahme in die Adipozyten gezeigt werden konnte, fihrte die Inhibition des
LDL-Rezeptors und von LRP1 nicht zu einer Verringerung der Aufnahme.

Aus diesem Grund wurden im Folgenden Aufnahme-Experimente mit *’I-markierten
Chylomikronen-Remnants durchgefiihrt, da diese Apolipoproteine enthalten und somit
besser die physiologischen Bedingungen der Partikelaufnahme nachahmen. Die
Chylomikronen-Remnants wurden aus dem Plasma eines ApoCll-defizienten Spenders
durch Ultrazentrifugation (2.5.7) gewonnen und der Proteinanteil der CR mit

1210d markiert. Die Inkubation der Adipozyten erfolgte wie bei den

radioaktivem
vorangegangen Experimenten fir 1 bzw. 4 Stunden in Anwesenheit von aktiver oder
inaktiver Lipoprotein Lipase. Um die Effizienz der CR-Aufnahme in Adipozyten mit der

von Leberzellen zu vergleichen, wurden die Experimente auch in humanen HuH7-
66



3 ERGEBNISSE

Hepatomazellen durchgefiihrt. In Abbildung 3.21 sind die Ergebnisse als Mittelwert aus
3 unabhdngigen Experimenten dargestellt.

3.21A zeigt die Aufnahme der *’I-markierten Chylomikronen-Remnants in die
Adipozyten nach 1 Stunde Inkubation. In dem Ansatz ohne LpL ist eine erhdhte
Aufnahme in den terminal differenzierten Zellen zu beobachten. Insgesamt ist, wie bei
der Liposomen-Aufnahme, eine erhohte Aufnahme von Chylomikronen-Remnants in
Anwesenheit von LpL zu beobachten. Auch ist ein Trend zu erhéhter Aufnahme in den
7 bzw. 14 Tage differenzierten Zellen gegeniiber den undifferenzierten Zellen zu
beobachten, der allerdings aufgrund der hohen Standardabweichung nicht signifikant
ist. Nach 4 Stunden Inkubation (3.21B) verstarkt sich die Differenz zwischen den
undifferenzierten zu den differenzierten Zellen bei Inkubation mit aktiver LpL. Bei
inaktiver LpL sind keine Unterschiede zwischen den einzelnen Differenzierungsstadien
mehr zu verzeichnen.

In Abbildung 3.21C ist die Aufnahme in die HuH7-Hepatomazellen gezeigt, die als
Positivkontrolle flir das Experiment mitgefiihrt wurden. Hier ist ein deutlicher Anstieg
der Partikelaufnahme nach 4 Stunden Inkubation mit LpL zu beobachten.

Insgesamt ist die Chylomikronen-Remnant-Aufnahme in die HuH7-Zellen 3fach
hoher als in die hMSC-Tert Adipozyten, was der Leberzelle physiologisch als
Hauptabnehmer der durch Nahrung aufgenommener Chylomikronen-Remnants
entspricht.
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Abb.3.21 Aufnahme von *’I-markierten Chylomikronen-Remnants in hMSC-Tert Adipozyten und HuH7-
Hepatomazellen. Die Zellen wurden nach dem Standardprotokoll bis 14 Tage differenziert. Die
Inkubation der Zellen erfolgte mit 10 pug/mL Proteinanteil fir 1 (A) bzw. 4 Stunden (B) mit CR, CR+LpL,
CR+LpL+THL. Als Kontrolle wurden undifferenzierte Tert-Zellen und HuH7-Hepatomazellen (C)
mitgefuhrt (n=4).
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Da die Lipoprotein-Clearance aus dem Plasma und auch die Aufnahme Utber LRP1 in die
Leber Insulin-abhangig ist (Laatsch et al., 2009), wurde in einem weiteren Experiment
Uberprift, ob auch die Partikelaufnahme in Adipozyten durch Insulin stimulierbar ist.
Dafiir wurden die Zellen vor der Inkubation mit *°I-Chylomikronen-Remnants fur 15
min mit 50 nM Insulin vorinkubiert, und anschlieRend die markierten CR, CR mit
aktiver LPL, CR mit inaktiver LpL dazu pipettiert und fir weitere 1 bzw. 4 Stunden
inkubiert.

In der Abbildung 3.22 ist die Aufnahme von Chylomikronen-Remnants mit und
ohne Insulinstimulus nach 1 Stunde (A) und nach 4 Stunden (B) Inkubation in den
verschiedenen Differenzierungsstadien dargestellt, abgebildet ist ein Mittelwert aus 4

unabhangigen Experimenten.
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Abb. 3.22 Aufnahme von *’I-markierten Chylomikronen-Remnants in hMSC-Tert Adipozyten. Die Zellen
wurden nach dem Standardprotokoll bis zu 14 Tagen differenziert. Vor der Inkubation ’I.CR mit
wurden die Zellen fir 15 min mit 50 nM Insulin vorinkubiert. AnschlieBend wurden 10 pg/mL
Proteinanteil *2°I-CR +/- LpL/THL zu den Ansatzen pipettiert und fir weitere 1 (A) bzw. 4 Stunden (B)
inkubiert. Als Kontrolle wurden undifferenzierte Tert-Zellen (Tag 0) mitgefuhrt (n=4).
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Insgesamt spiegelt dieses Experiment die Ergebnisse der vorangegangenen
Untersuchungen wieder. Bei beiden Inkubationszeiten gibt es einen Trend zu erhohter
Aufnahme von Chylomikronen-Remnants in Anwesenheit von LpL. Ebenso hat der
Differenzierungszustand keinen Einfluss auf die Aufnahme. Die Stimulation der Zellen
mit 50 nM Insulin vor der Inkubation hat keinen Einfluss auf die Chylomikronen-
Aufnahme in die hMSC-Tert Zellen.

3.3.3 AUFNAHME VON CY5-MARKIERTEN CHYLOMIKRONEN-REMNANTS

In den vorangegangen Experimenten mit radioaktiv-markierten Lipoprotein-Partikeln
waren zum Teil sehr groBe Schwankungen in der Aufnahme in den verschiedenen
adipozytdren Stadien, undifferenzierte Stammzelle (Tag 0), Praadipozyt (Tag 7) und
terminal differenzierter Adipozyt (Tag 14) aufgetreten. Da in einer Differenzierungs-
Passage immer eine heterogene Zellpopulation vorliegt und auch nach 14 Tagen
adipogener Differenzierung in den Passagen noch Zellen in unterschiedlichen
Differenzierungs-stadien vorliegen, sollte durch Aufnahme von fluoreszenzmarkierten
Chylomikronen-Remnants abschlieRend geklart werden, ob differenzierte Adipozyten
Chylomikronen aufnehmen, oder ob die Unterschiede in der Aufnahme durch eine
unterschiedliche Anzahl undifferenzierter Zellen in den Differenzierungs-Passagen zu
erklaren ist.

Dafiir wurden die hMSC-Tert-Zellen fiir 14 Tage adipogen differenziert, als Kontrolle
wurden undifferenzierte Zellen (Tag 0) mitgefihrt. Der Proteinanteil der
Chylomikronen-Remnants wurde mit einem fluoreszierenden Cy5-Farbstoff markiert
und die Inkubation der Zellen erfolgte fiir 4 Stunden bei 37°C und 5% CO,. Nach der
Inkubation wurde zusatzlich eine indirekte Immunfluoreszenz gegen ApoE und eine
Dapi-Kernfarbung durchgefiihrt. Die Abbildung 3.23 zeigt exemplarisch eins von drei
unabhangigen Experimenten.
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Aufnahme von Cy5-markierten Chylomikronen-Remnants in hMSC-Tert Adipozyten
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Abb.3.23 Aufnahme von Cy5-CR (rot) in undifferenzierte (A-C) und 14 Tage differenzierte (D-F) hMSC-
Tert Adipozyten nach 4 Stunden Inkubation. Nach der Inkubation wurden die Zellen fixiert und
immuncytochemisch gegen ApoE (anti-ApoE, Epitomics) gefarbt (griin). Kernfarbung mit Dapi (blau). In A
und D ist ApoE, in B und E die Cy5-CR-Aufnahme und in C und F die Uberlagerung der beiden Signale
dargestellt.

Das ApoE-Signal in 3.23A resultiert in undifferenzierten Zellen aus dem ApoE-Anteil der
aufgenommenen Chylomikronen-Remnants, da die hMSC-Tert Zellen kein ApoE
synthetisieren. Es ist eine starke Cy5-CR Aufnahme in die undifferenzierten Zellen zu
beobachten, wohingegen bei den terminal differenzierten Adipozyten (D-F) eine
deutlich geringere Aufnahme der Cy5-CR zu sehen ist. Es ist auch deutlich zu erkennen,
dass die Aufnahme bei den differenzierten Zellen vornehmlich in die Zellen ohne, oder
mit nur sehr kleinen Lipid-Akkumulationen, also weniger oder undifferenzierten Zellen,
erfolgt.

Da bei im Vorfeld eine verstarkte Partikel-Aufnahme in Anwesenheit von
Lipoprotein-Lipase gemessen wurde, wurde im Anschluss auch fir die Aufnahme von
Cy5-markierten Chylomikronen-Remnants eine Inkubation zusammen mit aktiver LpL
durchgefiihrt. Abbildung 3.24 zeigt vergleichend zu Abb.3.23 die Aufnahme von Cy5-CR
mit aktiver LpL.
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Aufnahme von Cy5-markierten Chylomikronen-Remnants in hMSC-Tert Adipozyten
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Abb.3.24 Aufnahme von Cy5-CR +LpL (rot) in undifferenzierte (A-C) und 14 Tage differenzierte (D-F)
hMSC-Tert Adipozyten nach 4 Stunden Inkubation. Nach der Inkubation wurden die Zellen fixiert und
immuncytochemisch gegen ApoE (anti-ApoE, Epitomics) gefarbt (griin). Kernfarbung mit Dapi (blau). In A
und D ist ApoE, in B und E die Cy5-CR-Aufnahme und in C und F die Uberlappung der beiden Signale
dargestellt.

Die Lipoprotein Lipase flihrt insgesamt zu einer stark erhéhten Aufnahme in die hMSC-
Tert Zellen. In den undifferenzierten Zellen (A-C) kommt es zu einer gleichmaRigen
Aufnahme der Cy5-Chylomikronen-Remnants. In den terminal differenzierten
Adipozyten hingegen (D-F), ist hauptsachlich eine Aufnahme in die Zellen zu sehen, die
keine oder nur sehr wenige Lipide akkumuliert haben.

Um die Heterogenitdt der Zellpopulationen wahrend der einzelnen Differenzierungs-
Passagen und die Aufnahme in die weniger differenzierten Zellen noch deutlicher
herauszustellen wurde ein weiterer Aufnahme-Versuch mit fluoreszenz-markierten
Chylomikronen-Remnants nach gleichem Schema durchgefiihrt. Die Zellen wurden fiir
4 Stunden mit Cy5-CR inkubiert und anschlieBend eine Kernfarbung mit Dapi und eine
Farbung der Neutralfette mit Nilrot durchgefiihrt. Abbildung 3.25 zeigt exemplarisch
eins von zwei unabhangigen Experimenten.
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Aufnahme von Cy5-markierten Chylomikronen-Remnants in hMSC-Tert Adipozyten
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Abb.3.25 Aufnahme von Cy5-CR in hMSC-Tert Adipozyten nach 4 Stunden Inkubation. Die Zellen
wurden nach dem Standardprotokoll differenziert und anschliefend die Neutralfette mit Nilrot
geférbt. A und B zeigen undifferenzierte hMSC-Tert Zellen (Tag 0), C und D terminal differenzierte
Adipozyten (Tag 14).

Dies Experiment untermauert die bisher generierten Ergebnisse, durch die eine
Aufnahme hauptsachlich in undifferenzierte Zellen gezeigt werden konnte. Die
Farbung der akkumulierten Triglyzeride in der Zelle macht hier sehr deutlich, dass eine
Aufnahme der Chylomikronen-Remnants auch an Tag 14 hauptsachlich in die
undifferenzierten Zellen des Praparates stattfindet.

Zusammenfassend konnte durch die Aufnahme-Experimente mit
fluoreszenzmarkierten Lipoproteinen gezeigt werden, dass nur ein geringer Teil der
Chylomikronen-Remnants in differenzierte Adipozyten aufgenommen wird. Die
gemessene Aufnahme in den Proben der terminal differenzierten Adipozyten (Tag 14)
resultiert durch die natirlichen Varianzen bei der Differenzierung Zellen, wodurch
immer eine  heterogene  Population von Zellen in  verschiedenen
Differenzierungsstadien vorliegt.
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3.4 BEDEUTUNG DES APOE FUR DIE ADIPOZYTENFUNKTION

3.4.1 CHARAKTERISIERUNG DER APOE-KNOCKDOWN ZELLLINIE

Da die vorangegangen Experimente eine massive Expression und auch Sekretion von
ApoE durch die hMSC-Tert Zellen gezeigt haben, die Ergebnisse aber nur einen
geringen Einfluss des ApoE auf den Lipidstoffwechsel der Adipozyten gezeigt haben,
wurde im dritten Teil dieser Arbeit die Bedeutung des ApoE fir die
Adipozytenfunktion, im Hinblick auf die adipozytare Differenzierung, untersucht.

Daflr wurden eine aus der hMSC-Tert20-Zelllinie, durch Insertion lentiviraler shRNA
generierte, ApoE-Knockdown-Zelllinie (hMSC-Tert-shApoE) und die zugehorige
Kontrollzelllinie (hMSC-Tert-shControl) verwendet.

Um diese Zelllinien hinsichtlich des ApoE-Knockdowns zu charakterisieren, wurden
zunachst Expressionsanalysen auf mRNA- und Proteinebene durchgefiihrt. Die mRNA
Expressionsanalyse fiir ApoE (Abb.3.26A) zeigt eine sehr geringe Expression in den
undifferenzierten Zellen (hMSC-Tert 433 Kopien, hMSC-Tert-shControl 276 Kopien und
hMSC-Tert-shApoE 153 Kopien). Nach 14 Tagen adipogener Differenzierung ist die
ApoE Expression in den hMSC-Tert und hMSC-Tert-shControl-Zellen stark erhéht. Die
hMSC-Tert-shApoE Zellen dagegen exprimieren nur ca. 4000 Kopien ApoE, was
ungefahr 0,5% der Expression des Wildtyps (hMSC-Tert) und der Kontrolle(hMSC-Tert-
shControl) entspricht.
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Abb.3.26A mRNA-Expressionsanalyse mittels quantitativer Tagman® RT-PCR von hMSC-Tert, hMSC-Tert-
shControl hMSC-Tert-shApoE vor und nach 14 Tagen adipogener Differenzierung. Die Expression ist
angegeben als normalisierte Kopienzahl/104Kopien TBP (n=3).

Abbildung 3.25B zeigt vergleichend die ApoE-Proteinexpression der Zelllinien. Der
Nachweis erfolgte mittels eines spezifischen Antikorpers gegen ApoE im Westernblot.
Daflir wurde Gesamtzelllysat der Zelllinien in undifferenziertem Zustand und nach 14
Tagen adipogener Differenzierung hergestellt und standardisiert auf die gleiche
Proteinkonzentration eingestellt. Als interner Proteinstandard wurde die
Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH) verwendet.
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Abb.3.26B Proteinexpression von ApoE in hMSC-Tert, hMSC-Tert-shControl und hMSC-Tert-shApoE nach
14 Tagen adipogener Differenzierung. Als interner Proteinstandard ist GAPDH mitgefiihrt.

ApoE wird hier auf Proteinebene in Ubereinstimmung mit der mRNA-
Expressionsanalyse nach 14 Tagen Differenzierung massiv in den hMSC-Tert-Zellen und
etwas verringert in den hMSC-Tert-shControl Zellen hergestellt. In den hMSC-Tert-
shApoE-Zellen konnte kein ApoE detektiert werden.

Die Viruskontrolle hMSC-Tert-shControl zeigt eine weitgehend gleiche ApoE mRNA-
Expression wie der Wildtyp. Auf Proteinebene ist die ApoE-Expression gegeniiber dem
Wildtyp etwas verringert. Die hMSC-Tert-shApoE-Zellen zeigen, wie erwartet, auf
MmRNA-Ebene eine stark verringerte, auf Proteinebene keine ApoE Expression.
Aufbauend auf diesen Ergebnissen, konnten die Zelllinien fur weiterfihrende
Experimente hinsichtlich der Bedeutung des ApoE fir die Adipozytenfunktion
eingesetzt werden.

3.4.2 CHARAKTERISIERUNG DER ADIPOGENEN DIFFERENZIERUNG IN DEN APOE

KNOCKDOWN ZELLEN
Nach der Charakterisierung der ApoE-Knockdown-Konstrukte hinsichtlich ihrer ApoE-
Sekretion, wurde die adipozytdre Differenzierung dieser Zellen im Vergleich zu den
hMSC-Tert und den hMSC-Ter-shControl Zellen zunachst in morphologischer Hinsicht
betrachtet. Abbildung 3.27 dokumentiert die adipogene Differenzierung der Zelllinien
14 Tage nach Induktion der Differenzierung, wobei die Akkumulation der Triglyzeride
durch eine Fettrotfarbung sichtbar gemacht wurde.

Die hMSC-Tert-Zellen (A) und auch die hMSC-Tert-shControl (B) Zellen lassen eine
sehr ausgepragte Differenzierung durch die massive Akkumulation von Triglyzeriden in
den Zellen nach 14 Tagen Differenzierung erkennen. Das Zellbild weist vor allem grof3e
vereinzelte Lipidvakuolen, aber auch weiterhin Trauben kleinerer Lipidvesikel auf. Ein
Groliteil der Zellen zeigt dementsprechend Merkmale ausdifferenzierter Adipozyten.
Es handelt sich aber trotzdem um eine heterogene Zellpopulation, die aus einem noch
undifferenzierten Hintergrund und Zellen in jedem moglichen Differenzierungsstadium
besteht. Die hMSC-Tert-shApoE Zellen (C) dagegen weisen nur einen sehr geringen
Anteil an monolokuldren Zellen auf. Vereinzelt sind ebenfalls kleinere Trauben von
Lipidvesikeln zu erkennen, der groRte Anteil der Zellen liegt aber in undifferenziertem
oder einem sehr friihen Differenzierungsstadium vor. Diese Beobachtung wird durch
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eine Quantifizierung der Fettrotfarbung bestéatigt (D). Die hMSC-Tert-shControl Zellen
zeigen nur eine geringfligig niedrigere Fettrotkonzentration als die Wildtyp-Zellen, in
den hMSC-Tert-shApoE-Zellen hingegen ist der Fettrotanteil um ca. die Halfte
reduziert. Diese morphologischen Untersuchungen und die Quantifizierung der
Differenzierungseffizienz bestatigen eine Beeintriachtigung der Differenzierung in den
ApoE-Knockdown Zellen.

A B hMSC-Tert-shControl
C D Fettrot-Quantifizierung
1.75-
1504 — I hMSC-Tert
’ 1 hMSC-Tert-shControl
1.25- —— I hMSC-Tert-shApoE
E
£ 1.00
g
0 0.75+ xxk
(5]
0.50-
0.25
0.00

Abb.3.27 Fettrotfarbung der hMSC-Tert (A), hMSC-Tert-shControl (B) und hMSC-Tert-shApoE-Zellen (C)
nach 14 Tagen adipogener Differenzierung. Die Neutrallipide in den Zellen wurden durch Fettrot
angefdrbt und sind als dunkelrote Strukturen erkennbar. In D ist eine Quantifiezierung der Fettrotfarung
dargestellt. Die Aufnahmen wurden im Durchlicht bei 200facher VergroBerung angefertigt.

Um die adipozytdre Differenzierung der shApoE-Knockdown Zellen genauer zu
beleuchten, wurde die mRNA-Expression verschiedener adipozytarer Marker wahrend
der Differenzierung betrachtet.

In Abbildung 3.28 sind die Expressionsdaten der wichtigsten adipozytdren Marker
vergleichend fir die hMSC-Tert, hMSC-Tert-shControl und die hMSC-Tert-shApoE
Zelllinie im Differenzierungsverlauf dargestellt. Das Cytokin Adiponektin wird in den
Wildtyp-Zellen mit fortschreitender Differenzierung verstarkt exprimiert (siehe auch
Abb.3.2).
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Abb.3.28 mRNA-Expressionsanalysen mittels quantitativer Tagman® RT-PCR von adipozytdren Markern
den verschiedenen Zelllinien. Die Expression ist angegeben als normalisierte Kopienzahl/104Kopien TBP.
Alle gemessenen Gene werden innerhalb der ersten Differenzierungshalfte exprimiert (n=3).

Die  hMSC-Tert-shControl-Zellen  weisen fir  Adiponektin ein  &hnliches
Expressionsmuster auf, es ist allerdings ein leichter Abfall der Expression an Tag 14
gegeniiber Tag 7 und auch gegeniber dem Wildtyp zu beobachten. In den hMSC-Tert-
shApoE Zellen ist die Expression erst ab Tag 7 tiberhaupt zu detektieren. Es konnten ca.
9000 Kopien/10* Kopien Thp detektiert werden, was im Vergleich zu den Wildtyp-
Zellen eine Verringerung der Expression um das 29fache bedeutet, im Vergleich zu den
hMSC-Tert-shControl-Zellen eine Verringerung um das 35fache. An Tag 14 werden in
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den hMSC-Tert-shApoE Zellen 3000 Kopien/10* Kopien Tbp exprimiert, was weniger als
1% der Wildtypexpression, und 2,8% der hMSC-Tert-shControl-Expression entspricht.
Ahnlich wie fir Adiponektin verhilt es sich mit den anderen analysierten Genen. Das
Expressionsmuster der hMSC-Tert-shControl-Zellen entspricht im Wesentlichen dem
des Wildtyps. Die hMSC-Tert-shApoE-Zellen zeigen fir alle gemessenen Marker eine
stark verringerte Expression, was auf eine verringerte Adipogenese und somit auf eine
Rolle des ApoE fiir die Differenzierung hindeutet.

Im zweiten Schritt wurde die Expression von PPARy als Hauptregulator der
Adipogenese, auf Proteinebene betrachtet. Die PPARy-Proteinexpression ist in
Abbildung 3.29 zusammengestellt. Verglichen wurden die verschiedenen Zelllinien
wahrend des Differenzierungsverlaufs.

PPARy2 57 kDA
PPARy1 . s s | 53 kDa

GAPDH T T — 34 kDa

WT shControl shApoE

Abb.3.29 PPARy Expression auf Proteinebene nach 14 Tagen Differenzierung in den verschiedenen
Zelllinien. Die Detektion erfolgte mittels spezifischer Antikdrper im Westernblot. Als interner Standard
wurde GAPDH mitgefuhrt.

Der Transkriptionsfaktor PPARy liegt in zwei Isoformen vor, PPARyl und PPARy2,
wobei PPARy2 Adipozyten-spezifisch ist. In den hMSC-Tert-Wildtyp Zellen werden
beide Isoformen exprimiert, wobei PPARy1 etwas starker detektiert wird. Ein dhnliches
Muster sieht man auch bei den shControl-Zellen, gleichwohl hier die PPARy1 noch
ausgepragter ist. Die shApoE-Knockout Zellen dagegen, exprimieren auf Proteinebene
gar kein PPARy2. Die PPARy1-Bande ist dafiir stark ausgepragt, auf der moglicherweise
die geringe Differenzierung der shApoE-Knockdown Zellen beruht.

3.4.3 ApOE REKONSTITUTION
Um zu bestadtigen, dass der ApoE-Knockdown in den hMSC-Tert Adipozyten
verantwortlich fiir die beeintrachtige adipozytare Differenzierung ist und ApoE somit
eine Schliusselrolle fir den Adipozyten einnimmt, wurde in einer anschlieBenden
Versuchsreihe begonnen, ApoE in den hMSC-Tert-shApoE durch exogene ApoE-Gabe
zu rekonstituieren. Fir die Rekonstitution wurde kommerzielles rekombinantes
humanes ApoE und sekretiertes ApoE der ApoE3-liberexprimierenden hMSC-Tert
Zelllinie verwendet.

Im Vorfeld wurde dafiir die ApoE-Expression und Sekretion der ApoE-
liberexprimierenden Zelllinie hMSC-Tert-hApo3-Lenti und der Kontrollzelllinie hMSC-
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Tert-Empty-Lenti getestet. Die hMSC-Tert-hApoE3-Lenti Zellen zeigen schon in
undifferenzierten Zellen eine starke mMRNA-Expression von ApoE (Abb.3.30A), die nach
14 Tagen adipogener Differenzierung noch weiter ansteigt. Die Kontrollzelllinie hMSC-
Tert-Empty-Lenti zeigt in undifferenziertem Zustand, wie erwartet, keine ApoE
Expression. Nach 14 Tagen adipogener Differenzierung steigt die Expression auf ca.
200.000 Kopien, was 10% der Expression der Uiberexprimierenden Zellen ausmacht.
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Abb.3.30 ApoE mRNA-Expression (A) und Sekretion (B) der ApoE-liberexprimierenden Zelllinie hMSC-
Tert-hApoE3-Lenti und der Kontrolle hMSC-Tert-Empty-Lenti. Verglichen wurden undifferenzierte und
14 Tage differenzierte Zellen. Die mRNA-Expression wurde mittels quantitativer Tagman® RT-PCR
analysiert und ist angegeben als normalisierte Kopienzahl/loaKopien TBP. Die Sekretion in den
Zellkulturtiberstand wurde mittels ELISA detektiert und ist in ng/mg Zellprotein angegeben (n=3).

Auch auf Sekretionsebene konnte eine massive ApoE Sekretion de hMSC-Tert-hApoE3-
Lenti-Zellen schon in undifferenziertem Zustand detektiert werden, der nach 14 Tagen
adipogener Differenzierung noch um das 4fache ansteigt (Abb.3.30B). Fiir die
Kontrollzelllinie  hMSC-Tert-Empty-Lenti  wurde, entsprechend der mRNA
Expressionsdaten, an Tag 0 keine Sekretion gemessen. Die ApoE-Sekretion in diesen
Zellen entspricht nach 14 Tagen adipogener Differenzierung weniger als 1% der ApoE3-
iberexprimierenden Zellen. Damit konnte eine massive ApoE3-Uberexpression in den
hMSC-Tert-hApoE3 Zellen schon in undifferenzierten Zellen detektiert werden und die
Uberstinde der beiden Zelllinien fiir die ApoE-Rekonstitution eingesetzt werden.

Fir die ApoE-Rekonstitution wurden die Zellen der hMSC-Tert-Empty-Lenti und
hMSC-Tert-hApoE3-Lenti-Zelllinie undifferenziert in T175-Zellkulturflaschen bis zur
Konfluenz herangezogen, und anschlieBend fiir zwei Tage in Standardmedium
gehalten. Der Uberstand wurde gesammelt und standardmiRig die ApoE-
Proteinkonzentration mittels ELISA bestimmt. Die Zellen der hMSC-Tert-shControl und
hMSC-Tert-shApoE-Zelllinie wurden fir die Differenzierung in 12well-Platten
ausgesetzt und nach dem Standardprotokoll fiir 14 Tage differenziert. Dabei wurde das
Differenzierungsmedium im Kontrollansatz fiir beide Zelllinien 1:1 mit dem
gesammelten Uberstand des hMSC-Empty-Lenti versetzt. Fiir die Rekonstitution wurde
der Uberstand der hApoE3-iiberexprimierenden Zellen, hMSC-Tert-hApoE3, mit
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Standardmedium auf 10 pg/mL Protein eingestellt. Als weitere Kontrolle wurde ein
Ansatz mit 10 pg/mL rekombinantem humanem ApoE3 supplementiert.

In Abbildung 3.31A ist die Fettrotfarbung der Zellen nach 14 Tagen Differenzierung
dargestellt.

hMSC-Tert-shControl hMSC-Tert-shApoE
_ f": &’4 .-' j‘f',- r»-u‘pw‘ﬂg

n\*" .i“"f'“

}J\

Kontrolle

+hApoE3

+hApoE3

Abb.3.31A Fettrotfarbung der hMSC-Tert-shControl und hMSC-Tert-shApoE Zellen nach 14 Tagen
adipogener Differenzierung und ApoE-Rekonstitution mit 10 uL/mL ApoE3 aus Uberstand der ApoE-
iberexprimierenden Zellen (hApoE3 US) und rekombinantem humanem ApoE3 (hApoE3rec). Die
Lipidakkumulation in den Zellen wurde durch eine Farbung der Neutrallipide mit Fettrot sichtbar
gemacht, und die Bilder im Durchlicht mit 200facher VergréRBerung angefertigt.

Die morphologische Beobachtung wahrend der Differenzierung der hMSC-Tert-shApoE
Zellen in diesem Experiment zeigt flir den Kontrollansatz eine verrringerte adipogene
Differenzierung gemessen an der Triglyzeridakkumuation der Zellen nach 14 Tagen
adipogener Differenzierung (vergl. Abb.3.28). Bei der Supplementation mit dem
Uberstand der hMSC-Tert-hApoE3 Zellen kommt es zu einer verstirkten
Differenzierung und Lipideinlagerung sowohl in den hMSC-Tert-shControl als auch in
den hMSC-Tert-shApoE Zellen. Bei Supplementation mit rekombinantem humanem
ApoE3 ist dieser Effekt nicht so stark ausgeprdagt. Um diese Beobachtung zu
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untermauern wurde eine Quantifizierung der Fettrotfarbung durchgefiihrt
(Abb.3.31B).

2.0
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—T— C—IhApoE3 Us
1.5 . I hApoE3 rec
'E‘ —
c *%
g 1.0 *
n
Q ——
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hMSC-Tert hMSC-Tert-shApoE

Abb.3.31B Quantifizierung der Fettrotfarbung nach der ApoE Supplementation der h(MSC-Tert-shControl
und hMSC-Tert-shApoE Zellen (n=2).

Die morphologische Betrachtung der Differenzierung der hMSC-Tert-shApoE Zellen
lasst auf eine verstirkte adipogene Differenzierung der Zellen bei ApoE-
Supplementation schlieSen, auch wenn die Differenzierungseffizienz immer noch unter
der der hMSC-Tert-shControl Zellen liegt. Um die adipogene Differenzierung der hMSC-
Tert-shApoE Zellen bei ApoE-Supplementation zu (iberprifen, wurden mRNA-Analysen
auf wichtige adipozytdare Marker im Vergleich zu hMSC-Tert-shControl nach 14 Tagen
Differenzierung durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.32 dargestellt.

Die Expression von Adiponektin, aP2, ApoE und Glut4 steigt bei Supplementation
des ApoE mit Uberstand der lberexprimierenden Zellen, angezeigt als hApoE3-US,
signifikant gegentiber des Kontrollansatzes. Nur fir den Transkriptionsfaktor PPARYy ist
keine signifikante Anderung der Expression zu messen. Die Rekonstitution mit
rekombinantem humanem ApoE3 fiihrt zu keiner Anderung in der Genexpression der
gemessenen Marker verglichen mit dem Kontrollansatz. Das Expressionsmuster der
hMSC-Tert-shControl-Zellen zeigt nur bei aP2 eine signifikante Erhohung der
Expression durch Rekonstitution mit hApoE3-Uberstand.
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Abb.3.32 mRNA-Expressionsanalyse von adipozytidren Markern der hMSC-Tert-shApoE Zellen nach 14
Tagen adipogener Differenzierung mit ApoE-Supplementation durch Uberstand der hMSC-Tert-hApoE3-
Lenti-Zellen und rekombinantes humanes ApoE3. Als Kontrolle sind mRNA Proben der hMSC-Tert-
shControl-Zellen mitgefiihrt. Die gemessenen Kopien sind normalisiert auf 10 Kopien Tbp (n=2).

Diese Ergebnisse konnten auch durch eine Supplementation der shApoE-Knockdown
Adipozyten mit ApoE-haltiger VLDL bestatigt werden. Dabei wurden hMSC-Tert -

shControl und hMSC-Tert-shApoE-Zellen wahrend der Differenzierung mit humaner
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VLDL supplementiert. Die Abbildung 3.33 zeigt die Triglyzerid-Akkumulation in den
Zellen nach 14 Tagen adipogener Differenzierung.

hMSC-Tert-shControl hMSC-Tert-shApoE

Kontrolle

+VLDL

Abb.3.33 Fettrotfarbung der Triglyzeridakkumulation der hMSC-Tert-shControl und hMSC-Tert-shApoE
Adipozyten, nach Supplementation mit humaner VLDL wahrend der adipozytdren Differenzierung. Die
Zellen wurden nach dem Standardprotokoll differenziert. Zu dem Differenzierungsmedium wurde alle
zwei Tage 10 pg/mL humane VLDL hinzugefigt.

Die erhohte Triglyzeridakkumulation nach Supplementation mit humaner VLDL fihrt,
wie die Supplementation mit humanem ApoE, nicht zu einer Rekonstitution der
adipozytaren Differenzierung. Die Differenzierungsmarker PPARy, aP2, Adiponektin
und ApoE werden in ihrer Transkription in den shApoE-Knockdown-Zellen nur
geringfligig beeinflusst. Die Ergebnisse der Expressionsanalysen sind in Abbildung 3.34
dargestellt.
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Abb.3.34 mRNA-Expressionsanalysen der hMSC-Tert-shControl und hMSC-Tert-shApoE-Adipozyten nach
Supplementation der Differenzierung mit humaner VLDL. Die gemessenen Kopien sind normalisiert auf

10* Kopien Thp

(n=2).

Zusammenfassend ist eine signifikante Erhohung der Lipidakkumulation in den T20-
shApoE-Zellen bei Rekonstitution mit Uberstand der T20-hApoE3-Zellen und humaner
VLDL zu beobachten. Dies geht einher mit einer sehr geringen Erhohung der Expression
der adipozytaren Marker auf mRNA-Ebene, die jedoch im Niveau weit unter dem des
Wildtyps liegt. Die Daten deuten darauf hin, dass endogen synthetisiertes ApoE fiir die
optimale Adipozytendifferenzierung notwendig ist, wahrend exogen zugefiihrtes ApoE
die Lipidaufnahme und damit die Triglyzeridspeicherung in den Zellen férdert.
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde die Sekretion und Aufnahme von Apolipoprotein E-
haltigen Lipoproteinen in humanen Adipozyten untersucht. Dafiir wurde im ersten Teil
(3.1) eine vergleichende Charakterisierung des verwendeten Zellsystems, hMSC-Tert,
mit primaren humanen Adipozyten durch molekularbiologische und proteinchemische
Methoden durchgefiihrt. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde im zweiten
Abschnitt (3.2) die Synthese und Sekretion von Lipoproteinen im Hinblick auf die Form
des sekretierten ApoE und die regulatorischen Mechanismen, denen diese Sekretion
unterliegt, in hMSC-Tert Adipozyten untersucht. Ausgehend von einer hohen
Expression der Lipoprotein-Rezeptoren LDL-R und LRP1 wéahrend der adipozytdren
Differenzierung wurde im dritten Abschnitt (3.3) die Aufnahme von ApoE-haltigen
Lipoproteinen in die hMSC-Tert Adipozyten untersucht. Im letzten Teil (3.4) wurde
mittels einer siRNA-vermittelten Depletion von ApoE in den hMSC-Tert Adipozyten die
Bedeutung des ApoE fir den Stoffwechsel und die Differenzierung in humanen
Adipozyten in vitro untersucht.

4.1 CHARAKTERISIERUNG DES ADIPOZYTAREN ZELLSYSTEMS

Die Charaktersierung der hMSC-Tert Adipozyten erfolgte vergleichend zu humanen
Praadipozyten, die aus visceralem Fettgewebe isoliert wurden. Die hMSC-Tert Zellen
stellen nach 14 Tagen Differenzierung reife humane Adipozyten dar. Morphologisch
dulRert sich dies in einem monolokuldren Phanotyp, der mit einer einzelnen groRen
Lipidvakuole und einem kleinen Kern/Cytoplasma-Verhiltnis einher geht (Abb.3.1). Die
humanen Praadipozyten hingegen zeigen nach 12 Tagen adipogener Differenzierung
zwar eine starke Triglyzeridakkumulation, weisen aber noch multiple kleine
Lipidvakuolen auf (Abb. 3.4). Dieser Phanotyp ist charakteristisch fiir Praadipozyten
(Alihaud G. and Hauner H., 1998). Weiter wurden auf mRNA- und Proteinebene fiir die
Charakterisierung des Zellsystems Expressionsanalysen adipozytirer Marker
durchgefihrt. Finf der zehn untersuchten Gene, darunter die Lipoprotein-Rezeptoren,
wurden schon in undifferenzierten mesenchymalen Stammzellen detektiert, alle
anderen wurden innerhalb der ersten Differenzierungswoche exprimiert (Abb.3.2).
Dabei konnte eine erfolgreiche Differenzierung sowohl der hMSC-Tert-Zellen, als auch
der primdren humanen Adipozyten durch Nachweis adipozytenspezifischer Gene,
gezeigt werden. Die Transkriptionsfaktoren C/EBPa und PPARy konnten, wenn auch
nur in einer sehr geringen Kopienzahl, schon in undifferenzierten hMSC-Tert Zellen
nachgewiesen werden (Abb.3.2A, 3.2B). C/EBPa wird nach 14 Tagen maximal
exprimiert, die Kopienzahlen sind aber im Vergleich zu den anderen gemessenen
Genen gering. Die PPARy-Expression ist nach 7 Tagen Differenzierung maximal. Diese
Unterschiede im zeitlichen Ablauf der Expression der beiden Transkriptionsfaktoren
sind auf die positive Feedback-Regulation von PPARy auf C/EBPa zurlickzufihren.
PPARy aktiviert wahrend der Adipogenese die Expression von C/EBPa, welcher
zusétzlich zu der Stimulation durch PPARYy einer Autoregulation unterliegt (Rosen et al.,
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2002). Die direkt durch PPARy regulierten Marker Adiponektin (Maeda et al., 2001),
aP2 (Tontonoz et al., 1994), ApoE (Yue et al., 2004), LpL (Lefebvre et al., 1997) und
LRP1 (Gauthier et al., 2003) werden alle bereits nach 7 Tagen stark exprimiert
(Abb.3.2). Die Expression steigt bis Tag 14 noch weiter an, was auf eine stabile
Differenzierung und reife Adipozyten hindeutet. Die LRP1 mRNA-Expression kann zum
Einen durch Insulin-sensitivierende Substanzen wie Rosiglitazon, einem PPARy-Agonist,
und so stimulierend auf dessen Expression wirkt, induziert wird. Insulin wirkt aber auch
direkt auf LRP1 (Misra et al., 1999), wodurch das Absinken der LRP1-Expression ist
durch den Entzug des Insulins nach 9 Tagen aus dem Differenzierungsmedium
zurlickzufihren ist.

Auf Proteinebene kann man die Expression von aP2 ebenfalls ab Tag 7 der
Differenzierung beobachten, die von ApoE schon ab Tag 2 (Abb.3.3). aP2 ist
adipozytenspezifisch und unterliegt wahrend der Differenzierung einer starken
Regulation (Spiegelman et al., 1983). Die aP2-Expression kann, aufler durch PPARy,
auch durch Fettsduren induziert werden (Amri et al.,, 1991). aP2 fungiert als
lipidbindendes Protein im Cytoplasma und aktiviert dort die HSL (Shen et al., 2001). Ein
Polymorphismus im humanen aP2-Promotor korreliert mit einer reduzierten aP2-
Expression und einem verringertem Risiko an koronarer Herzkrankheit oder einem
Diabetes mellitus Typ Il zu erkranken (Tuncman et al., 2006). Auch bei Mausen wurde
aP2 als Verbindungsglied zwischen Adipositas und Insulinresistenz beschrieben
(Hotamisligil et al., 1996; Scheja et al., 1999). Der insulinabhingige Glukosetransporter
4 (GLUT4) wird ebenfalls ab Tag 7 der Differenzierung exprimiert. GLUT4 wird durch
C/EBPa reguliert (Lin and Lane, 1994), wodurch sich die im Verhaltnis zu den anderen
untersuchten Genen niedrigen Kopienzahlen und die nicht messbare Insulin-abhangige
Glukose-Aufnahme der Zellen erklaren lassen (Prawitt et al., 2008). Die Expression der
Lipoprotein-Rezeptoren VLDL-R, LDL-R und LRP1 werden in Zusammenhang mit der
Lipoproteinaufnahme in Abschnitt 4.3 diskutiert.

Weiterhin konnte durch den Vergleich mit den aus humanen visceralen
Fettgewebsbiopsien isolierten Praadipozyten ebenfalls gezeigt werden, dass die aus
den hMSC-Tert-Stammzellen generierten Adipozyten den Zustand reifer, humaner
Adipozyten gut abbilden. Die humanen Praadipozyten zeigen, wie die hMSC-Tert
Adipozyten, eine massiv erhdhte Expression der gemessenen Gene nach 12 Tagen
adipozytarer Differenzierung (Abb.3.5). Ebenso werden die Lipoprotein-Rezeptoren
VLDL-R, LDL-R und LRP1 schon in den undifferenzierten Zellen exprimiert (vergl. Abb.
3.2 und 3.5G,H,l).

Durch die vergleichende Charakterisierung des hMSC-Tert-Zellsystems konnte
gezeigt werden, dass eine stabile und vollstandige Differenzierung der Zellen zu reifen
Adipozyten durch das verwendete Differenzierungsprotokoll ermoglicht wird.
Aufgrund dieser Ergebnisse sind die hMSC-Tert-Adipozyten ein geeignetes Zellmodell,
um die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit erfolgreich zu bearbeiten.
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4.2 SYNTHESE UND SEKRETION VON APOE IN HMSC-TERT ADIPOZYTEN

Die Expression von ApoE in murinen Adipozyten wurde erstmals 1991 von Zechner et
al. beschrieben (Zechner et al., 1991). In den hMSC-Tert Adipozyten konnte ab Tag 2
der adipozytdren Differenzierung eine kontinuierliche Erhéhung der ApoE mRNA-
(Abb.3.2E) und Proteinexpression (Abb.3.3) detektiert werden. An Tag 14 der
Differenzierung ist die Menge der ApoE-Expression maximal erhoht (Abb.3.3). Die
ApoE-Sekretion der hMSC-Tert Zellen konnte mittels ELISA ab Tag 2 der
Differenzierung detektiert werden, und steigt dann kontinuierlich auf ein Maximum an
Tag 14. Vergleicht man die ApoE mRNA-Expression (Abb.3.2) mit den Protein- und
Sekretionsdaten (Abb.3.3, Abb.3.6), so fallt auf, dass der Anstieg in der
Proteinexpression deutlich starker ist, als der Anstieg der mRNA-Expression. Da auch
die ApoE-Sekretion an von Tag 7 auf Tag 14 stark ansteigt, kann ein zunachst
vermutetes intrazelluldres Auflaufen des Proteins an Tag 14 ausgeschlossen werden.

Vassiliou und McPherson haben fiir das adipozytare ApoE eine Rolle im Cholesterol-
Efflux postuliert, wobei das von den Adipozyten synthetisierte und sezernierte ApoE in
der Plasmamembran mit Cholesterolestern angereichert wird, und diese ApoE-
vermittelt durch Bindung an die HSPGs (ber LRP1 durch Rezeptor-vermittelte
Endozytose wieder in die Zellen aufgenommen werden (Vassiliou and McPherson,
2004a). Diese Theorie geht einher mit der gesteigerten ApoE-Sekretion nach einer
Inkubation der Adipozyten mit Liposomen (Abb.3.8). Es kann davon ausgegangen
werden, dass die Assoziation von ApoE mit den Liposomen zu der gesteigerten
Sekretion fihrt, da die Inkubation der Zellen mit Liposomen zusammen mit LpL in
keiner weiteren Steigerung der ApoE-Sekretion resultiert. Die LplL induziert eine
gesteigerte Lipidaufnahme der Liposomen, so dass die vermehrte Aufnahme von
Lipiden die ApoE-Sekretion nicht wesentlich beeinflusst. Im reversen
Cholesteroltransport spielen ApoAl und HDL eine wichtige Rolle. Die Inkubation von
Makrophagen mit ApoAl oder HDL (Kockx et al., 2004; Kockx et al., 2008) stimulierte in
diesem Zellsystem die ApoE-Sekretion, wobei interessanterweise nur die Inkubation
mit ApoAl aber nicht ApoE-freier HDL in hMSC-Tert Adipozyten nur eine statistisch
nicht signifikante Erhéhung der ApoE-Konzentration im Zellkulturiiberstand induziert
hat (Abb. 3.9). Nach der Theorie von Vassiliou und McPherson wiirde dies aber auch
darauf hindeuten, dass das von den Adipozyten sezernierte ApoE an Cholesterolester
gebunden, also in lipidierter Form, sezerniert wird.

Um zu Uberprifen, ob das von Adipozyten sezernierte ApoE in lipidierter Form als
Lipoprotein oder Lipoprotein-Prakursor freigesetzt wird, wurde das ApoE in den
Uberstinden der hMSC-Tert Adipozyten charakterisiert. Die Zellkulturiiberstinde
wurden dafiir mittels Gelchromatographie analysiert und die Fraktionen hinsichtlich
Cholesterol-, Triglyzerid- und Phospholipidgehalt untersucht. Durch herkédmmliche
enzymatisch gekoppelte Analysemethoden konnten dabei keine Lipide in den ApoE-
Fraktionen nachgewiesen werden. Auch durch radioaktivmarkierte Lipide wie
Cholesterol und Phospholipide, die bei einer ,Partikel-Sekretion“ an das ApoE
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assoziiert vorliegen sollten so und einfach detektiert werden kdnnten, konnte keine
Aktivitat in den ApoE-Fraktionen gemessen werden (Tab.3.1). Somit konnte gezeigt
werden, dass ApoE von den humanen Adipozyten lipidfrei sezerniert wird, und in vivo
vermutlich erst im Plasma an Lipoproteine assoziiert. Dieses Ergebnis wird unterstiitzt
durch die Beobachtung, dass bei einer Inkubation der Zellen zum Einen mit lipidfreiem
(1% BSA) und zum Anderem mit serumhaltigem (1% FCS) Medium eine Verschiebung
des in den Fraktionen mittels ELISA gemessenen ApoE erfolgt (Abb.3.14). Dabei liegt
das ApoE nach Inkubation mit 1% BSA in den Fraktionen 5-20 vor, was ungefdhr einer
PartikelgroRe zwischen 80 und 20 nm entspricht. Dies deutet auf eine Aggregation des
ApoE in lipidfreiem Medium hin, da in den parallel durchgefiihrten Messungen zur
Lipidbestimmung weder Cholesterol noch Triglyzeride detektiert wurden. In
Anwesenheit von Serum verschiebt sich die GréRe der ApoE-Partikel hin zu 12 bis 5
nm, was der GroRe der HDL entspricht und auf eine Assoziation des sezernierten ApoE
mit denen im Serum vorliegenden Lipoproteinen hindeutet. Dieses Ergebnis ist auf den
ersten Blick kontrovers zu dem von Vassiliou und McPherson postulierten Efflux-
Recapture Prozess, bei dem ApoE in der Plasmamembran mit Cholesterolestern
assoziiert und somit in lipidierter Form sezerniert wird. Da die Autoren allerdings
hauptsachlich die Rolle des LRP1 in diesem Prozess untersucht haben, und nicht die
Lipidierung des ApoE an sich, ist es moglich dass auch bei dieser Studie die Lipidierung
des ApoE nicht in der Plasmamembran sondern erst spater im Plasma bzw.
Zellkulturmedium erfolgt. Denkbar ware auch, dass das ApoE in Adipozyten, dhnlich
wie fir Makrophagen und Hepatozyten beschrieben (Hasty et al., 2005; Heeren et al.,
2006), einem Recycling-Prozess unterliegt. Dabei kann bis zu 60% des sezernierten
ApoE wieder in die Zellen aufgenommen und resekretiert werden. Durch diese
Hypothese kann zum Einen die im Vergleich zur mRNA-Expression deutlich héhere
Proteinexpression und Sekretion erklart werden, zum Anderen unterstitzt dies auch
die erhaltenen Ergebnisse, die eine lipidfreie Sekretion des ApoE implizieren (vergl.
3.2.3). Um diese Hypothese zu bestdtigen missten aber weitere Experimente
hinsichtlich des ApoE-Recyclings durchgefiihrt werden.

Aufgrund der pathophysiologischen Relevanz von Makrophagen fiir den reversen
Cholesteroltransport und der hohen ApoE-Expression in diesen Zellen, sind viele
Studien im Zusammenhang mit dem reversen Cholesteroltransport und ApoE in
Makrophagen durchgefiihrt worden. Es zeigte sich dabei, dass die ApoE-Sekretion
dieser Zellen einer komplexen Regulation unterliegt (Kockx et al., 2007). Basierend auf
den weiter oben bereits diskutierten Ergebnissen, wurde entsprechend auch fir die
hMSC-Tert Adipozyten Uberpriift, ob auch in Adipozyten der Prozess der ApoE-
Sekretion selbst einer Regulation unterliegt. Da ApoE ein direktes Target des
Transkriptionsfaktors PPARy ist und eine erhohte Expression und Sekretion von ApoE
in murinen 3T3-L1 Adipozyten durch PPARy-Agonisten beschrieben wurde (Yue et al.,
2004), wurde zunachst der Einfluss von Rosiglitazon auf die ApoE-Sekretion der hMSC-
Tert Adipozyten gemessen (Abb.3.7). Die ApoE-Sekretion wird bei einer wie hier

durchgefliihrten Kurzzeitstimulation durch Rosiglitazon nicht beeinflusst (Abb.3.7A).
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Dahingegen konnte der in der Literatur beschriebene Effekt auf die mRNA-Expression
bestatigt werden (Abb.3.7B). Um den induzierenden Effekt von Rosiglitazon auf
Proteinebene deutlicher herauszuarbeiten, miussten vermutlich Zellzusténde
untersucht werden, bei der die Kinetik der Sekretion sowie unterschiedliche
Konzentrationen der PPARy-Agonisten eingesetzt werden. Eine Stimulation mit Insulin
fihrt nur zu einer geringfligigen Beeinflussung der ApoE-Sekretion der Zellen, die
jedoch nicht mit der signifikant erhohten mRNA-Expression korreliert. Dies deutet
darauf hin, dass die ApoE-Sekretion unabhdngig vom Erndhrungszustand der Zellen
reguliert wird. Somit erfolgt auch in der postprandialen Phase keine gesteigerte ApoE-
Sekretion der Adipozyten, was fiir eine vermehrte Aufnahme von Lipoproteinen in das
Fettgewebe essentiell ware.

Um die intrazellularen Wege aufzuklaren, die an der Sekretion des adipozytdren
ApoE beteiligt sind, wurde zunachst die konstitutive Sekretion der Zellen blockiert.
Eine Blockade des Golgi-Apparates mit 10 pg/mL Brefeldin A fihrt zu einer signifikant
verringerten ApoE-Sekretion um ca. 50% (Abb.3.10). BFA hemmt die Aktivierung von
ADP-Ribosylierungsfaktoren und damit die Bildung von COPI-Vesikeln am Golgi-
Apparat (Donaldson et al.,, 1991), wodurch sekretorische Proteine wieder in das
Endoplasmatische Retikulum riickverlagert werden (Lippincott-Schwartz et al., 1990).
Colchicin bindet die freien Mikrotubulli-Untereinheiten, so dass diese fur den
intrazelluldaren Transport nicht mehr zur Verfligung stehen und daraus eine
intrazelluldre Proteinaggregation resultiert (Hamel, 1996). Eine Inkubation der HSMC-
Tert Adipozyten mit Colchicin resultiert in einer leicht reduzierten ApoE-Sekretion. Eine
Arretierung der kontraktilen Aktinfilamente durch Cytochalasin D (Brown and Spudich,
1981), flihrt ebenfalls zu einer Reduktion der Sekretion um ca. 30% (Abb.3.10). Keiner
der getesteten Inhibitoren fiihrt zu einer vollstandigen Inhibition der ApoE-Sekretion,
so dass eine ausschlieflich konstitutive Sekretion des ApoE nicht wahrscheinlich ist
und die Sekretion auch in Adipozyten einer komplexen Regulation unterliegt.

Um diesen Mechanismus weiter aufzukldaren wurde als nachstes der Einfluss des
intrazelluldaren Calcium-Signalings untersucht. Calcium ist als second messenger ein
wichtiger Regulator der Proteinsekretion, welcher ebenfalls an der Regulation der
Ausschittung von Neurotransmittern und Hormonen aus endokrinen und neuronalen
Zellen beteiligt ist (Neher, 1998). Eine Komplexierung des intrazelluldren Calciums mit
1,2-bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N‘, N *-tetraacetate-acetoxymethyl ester (BAPTA-
AM) inhibiert die Calcium-regulierte Proteinsekretion (Tsien, 1980; Strayer et al.,
1999). Ein signifikant inhibierender Effekt von BAPTA-AM ist auch fiir die Sekretion von
ApoE in hMSC-Tert Adipozyten zu beobachten (Abb.3.11). Weiterfiihrend wurde auch
die Inhibition des IP3-Rezeptors durch 2-APB getestet. Auch hier wurde eine Reduktion
um ca. 30% erreicht, was darauf hindeutet, dass die IP3-vermittelte Calcium-
Ausschittung an der regulierten Sekretion von ApoE beteiligt ist.

Die Proteinkinase A reguliert den Transport von Proteinen an mehreren Stellen der
konstitutiven Proteinsekretion (Muniz et al., 1996). Fir eine Reihe von PKA-Inhibitoren

wurde in Makrophagen eine Reduktion der ApoE-Sekretion beschrieben (Kockx et al.,
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2007). Die Autoren konnten durch Transfektion mit ApoE-GFP zeigen, dass die PKA-
Aktivitat fur die Mobilitdt der ApoE-haltigen Vesikel unerlasslich ist. In Pulse-Chase
Experimenten konnte durch Inhibition der PKA eine verringerte ApoE-Sekretion und
ein intrazellulares Auflaufen des Proteins in Makrophagen gezeigt werden. Die
Degradation des ApoE wird dadurch nicht beeinflusst. Wahrscheinlich ist diese
Beobachtung auf eine intrazellulare Akkumulation der ApoE-haltigen Vesikel durch
Inhibition der PKA zurlickzufiihren, die nicht fiir lysosomale Degradation zuganglich ist,
sondern in einem intrazellularem Auflaufen des Proteins resultieren (Kockx et al.,
2008). Eine Inhibition der Proteinkinase A resultiert ebenfalls in einer reduzierten
ApoE-Sekretion (Abb.3.12).

Der ATP-Binding Cassette Transporter 1 (ABCA1) gilt als der Schliisselregulator des
Cholesterol-Efflux auf ApoAl, und ein Defekt in ABCA1 ist ursachlich fir die Tangier-
Krankheit, die durch den gestérten Cholesterol-Efflux mit einer verringerten Bildung
von HDL einhergeht. Die ApoE-Sekretion ist wie oben beschrieben in vielen Geweben
an den ApoAl-vermittelten Cholesterol-Efflux gekoppelt. Die basale konstitutive ApoE-
Sekretion in Makrophagen ist ebenfalls ABCA1 abhangig (Von Eckardstein et al., 2001).
Eine Stimulation der hMSC-Tert Adipozyten mit ApoAl bewirkt einen Anstieg in der
ApoE-Sekretion (Abb.3.9), wohingegen nur eine sehr geringe Erhohung der ApoE-
Sekretion aus der Stimulation der Zellen mit HDL resultiert. Eine Inhibition der durch
ApoAl-stimulierten Sekretion konnte mit allen beschriebenen Inhibitoren erreicht
werden (Abb.3.13). Bei einer Inhibition der Sekretion mit BAPTA-AM und 2-APB ist die
ApoE-Sekretion nach Stimulation mit ApoAl im Vergleich zur Kontrolle nur mit Inhibitor
leicht erhoht. Dies lasst vermuten, dass die durch ApoAl induzierte ApoE-Sekretion,
zumindest zu einem geringen Anteil, Gber einen alternativen Sekretionsweg verlduft,
unabhangig vom intrazellularen Calcium-Signaling. Kockx et al. haben gezeigt, dass
zwar die basale, aber nicht die ApoAl induzierte ApoE-Sekretion, ABCA1 abhangig ist,
wodurch moglicherweise auch ein ABCAl-unabhangiger Sekretionsmechanismus die
Inhibition durch BAPTA-AM und 2-APB verringern kann (Kockx et al., 2007).

Zusammenfassend konnte somit gezeigt, dass ApoE vermutlich in lipidfreier Form
von humanen Adipozyten sezerniert wird. Die Regulation der ApoE-Sekretion
beinhaltet eine konstitutive und eine Calcium-abhdngige Komponente, wobei die
physiologische Bedeutung dieser Beobachtungen noch geklart werden muss.

4.3 AUFNAHME VON APOE-HALTIGEN LIPOPROTEINEN IN ADIPOZYTEN

Die in die hMSC-Tert Adipozyten gemessene Aufnahme von ApoE-haltigen
Lipoproteinen muss im Zusammenhang mit dem ermittelten Expressionsmuster der
ApoE-bindenden Lipoprotein-Rezeptoren der LDL-R Genfamilie betrachtet werden. Die
Expression des LDL-R steigt in der ersten Differenzierungshilfte leicht an, in der
zweiten Woche der Differenzierung sinkt die Expression auf ca. 50% der
undifferenzierten Zellen (Abb.3.2G). Die Tatsache, dass die Expression des LDL-R durch
den Transkriptionsfaktor Sterol regulatory element binding protein (SREBP) reguliert
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wird, erklart die zunachst steigende Expression wahrend der Differenzierung (Briggs et
al., 1993). Die Aufnahme von LDL dient der Versorgung der Zelle mit Cholesterol z. B.
fir den Aufbau von Membranen (Brown and Goldstein, 1986). Da wéahrend der
adipogenen Differenzierung einer mesenchymalen Stammzelle, primar Triglyzeride in
den Lipid Droplets der Adipozyten gespeichert werden, ist der Cholesterolbedarf dieser
nicht-proliferierenden Zellen gering, so dass die Aufnahme von LDL durch die LDL-R in
Adipozyten runterreguliert wird. Da das Fettgewebe eine vergleichsweise niedrige
Cholesterol-Eigensynthese hat (Dugail et al., 2003; Le Lay et al., 2004), wird der
niedrige Cholesterolbedarf weitestgehend aus extrazelluldren Quellen lber den LDL-R
gedeckt.

Sowohl der VLDL-R als auch LRP1 werden wahrend der Differenzierung der hMSC-
Tert Zellen mit zunehmender Starke exprimiert (Abb.3.2H, Abb.3.2l). In 3T3-L1 Zellen
ist wahrend der Adipogenese eine Induktion des VLDL-Rs beschrieben (Gafvels et al.,
1994). Neuere Publikationen zeigen eine Regulation des VLDL-R durch PPARy
(Takazawa et al., 2009; Tao et al., 2009). Takazawa et al. konnten durch spezifische
Promotor-Analysen ein Peroxisome Proliferator Responsive Element (PPRE) im
Promotor des VLDL-R nachweisen und zeigen, dass PPARy direkt an den VLDL-R-
Promotor bindet und so dessen Expression reguliert. Induktion des VLDL-R durch die
Aktivierung von PPARy konnte auch in vivo im Fettgewebe von Wildtyp-Mdausen
gezeigt werden (Tao et al., 2009), und fiihrte ex vivo zur Adipogenese von isolierten
Praadipozyten. Auch in humanen Adipozyten wurde die Expression des VLDL-R
nachgewiesen (Niemeier et al., 1996). VLDL-R-defiziente Mause haben verglichen mit
Wildtyp-Mausen ein reduziertes Fettgewebe (Frykman et al., 1995), zeigen aber unter
Normaldiat ein keine Unterschiede im Lipoproteinprofil und auch eine normale VLDL-
Clearance aus dem Plasma. Unter Stress, z.B. durch langes Fasten oder eine
Hochfettdidt oder Kreuzungen mit hyperlipamischen Leptin-defizienten (ob/ob)
Mausen, fiihrt die VLDL-R Depletion zu einer Hypertriglyzeriddmie. Unter diesen
Bedingungen sind die Tiere dabei aber vor der Auspragung einer durch eine
Hochfettdiat induzierten Adipositas geschitzt (Goudriaan et al., 2001). Es wird
vermutet, dass der VLDL-R primar an der Verankerung von TG-reichen Lipoproteinen
und der anschlieBenden Hydrolyse durch die LpL und am Prozess der Aufnahme von
VLDL-assoziierten Fettsduren in das Fettgewebe beteiligt ist (Voshol et al., 2009), da
VLDL-R defiziente Mause ebenfalls eine reduzierte LpL-Expression und sowohl pre- als
auch postprandial erhohte Plasma-Triglyzeridwerte aufweisen (Yagyu et al., 2002;
Goudriaan et al., 2004; Voshol et al., 2009).

Auch LRP1 wird im Adipozyten durch PPARYy induziert (Gauthier et al., 2003). In den
hMSC-Tert-Zellen wird LRP1 schon in den undifferenzierten Stammzellen und bis Tag 9
der Differenzierung mit zunehmender Konzentration exprimiert (Abb.3.2). Eine
Aufrechterhaltung seiner Expression durch den Zusatz von Rosiglitazon kann
ausgeschlossen werden, da der Entzug des Rosiglitazons an Tag 12, verglichen mit
durchgehender Rosiglitazon-Gabe, zu keinem negativen Effekt auf die Expression fiihrt.

Jedoch fiihrt der durch das Differenzierungsprotokoll bedingte Verzicht auf Insulin ab
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Tag 9, zu einem Abfall der Expression ab Tag 10 (Daten nicht gezeigt), was sich auch in
der Expressionshohe nach 14 Tagen Differenzierung niederschlagt. Bei einer fortlaufen
Gabe von Insulin steigt die LRP1-Synthese auch bis Tag 14 kontinuierlich an. LRP1
vermittelt durch die Interaktion mit ApoE und LpL die Aufnahme von Chylomikronen
und Chylomikronen-Remnants in die Leber (Hussain et al., 1991; Beisiegel et al., 1991;
Rohlmann et al., 1998). Durch den postprandialen Insulin-Stimulus wird nicht nur, wie
weiter oben bereits diskutiert, die LRP1-Expression erhoht, sonderen es erfolgt auch
eine Translokation des LRP1 aus endozytosichen Vesikeln hin zur Plasmamembran,
wodurch der Rezeptor fir die Aufnahme der CR zu Verfligung steht (Laatsch et al.,
2009). Kirzlich wurde gezeigt, dass LRP1 ebenfalls fir den Adipozytenstoffwechsel
eine wichtige Rolle innehat (Masson et al., 2009). In dieser Publikation wurde gezeigt,
dass die Adipozyten-spezifische Inaktivierung von LRP1 eine deutliche Reduktion der
Fettgewebsmasse in vivo bewirkt. Es wird vermutet, dass die verminderte Aufnahme
von Triglyzerid-reichen Lipoproteinen fiir diesen Effekt verantwortlich ist. Allerdings
konnte in den hier untersuchten differenzierten hMSC-Tert-Adipozyten insgesamt nur
eine geringe Partikel-Aufnahme gezeigt werden, die unabhangig vom
Differenzierungszustand der Zellen auf einem &dhnlichen Niveau liegt (Abb.3.17,
Abb.3.21). Dieser Unterschied zu den von Masson et al. publizierten Daten und den in
dieser Dissertation generierten Ergebnissen kann moglicherweise auf die
speziesspezifischen Unterschiede zwischen Maus und Mensch zuriickzufiihren sein.
Der Stoffwechselumsatz von Mausen ist vielfach schneller als der von Menschen und
kann sich so auch in der Lipoproteinaufnahme in das Fettgewebe auswirken. Denkbar
ware aber auch eine Zellsystem-spezifische Ursache, die fir die Unterschiede in der
Aufnahme zwischen primaren murinen Zellen und den aus humanen mesenchymalen
hMSC-Tert Adipozyten verantwortlich sind.

Die Anwesenheit aktiver und ebenso inaktiver Lipoprotein Lipase fihrt indes zu
einer verstarkten spezifischen Partikelaufnahme, ebenso wie fiir die Fettsdure-
Aufnahme (Abb.3.18). Es ist bekannt, dass die LpL im Plasma nach der Hydrolyse an die
Remnant-Partikel assoziiert verbleibt (Felts et al., 1975; Goldberg et al., 1986; Vilella et
al., 1993; Zambon et al.,, 1996). Ebenso konnte in in vivo Studien eine verbesserte
Bindung und Aufnahme der TRL an die Lipoprotein-Rezeptoren gezeigt werden
(Goldberg, 1996; Beisiegel and Heeren, 1997). Dieser Effekt wird durch die C-terminale
Domane der LpL mediiert und verlauft tber eine Bindung an die HSPG und die
Lipoprotein-Rezeptoren (Beisiegel et al.,, 1991). Transgene Mause, die katalytisch
inaktive LpL im Muskel (iberexprimieren, zeigen eine Erhohte Clearance der VLDL aus
dem Plasma in den Muskel (Merkel et al., 1998). Da fiir die hMSC-Tert Adipozyten die
Partikel-Aufnahme eine gleichbleibend hohe Aufnahme auch in Anwesenheit inaktiver
LpL detektiert wurde, ist eine Bridging-Funktion, also eine strukturelle Bedeutung der
LpL, auch fir die Partikelaufnahme in Adipozyten plausibel.

Auffallend ist in diesen Experimenten eine stark verringerte Aufnahme an Tag 7 der
Differenzierung, sowohl fiir die Partikel-Aufnahme als auch fiir die Fettsdureaufnahme
(vergl. Abb.3.17, 3.18). Dieses Absinken der Aufnahme von ca. 90% der in
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undifferenzierten Zellen gemessenen Aufnahme an Tag 7 kann aus dem
experimentellen Ansatz nicht plausibel erkldrt werden, da u.a. eine verringerte
Expression der Lipoprotein-Rezeptoren an Tag 7 ausgeschlossen werden kann (vergl.
Abb. 3.2). Demnach ist die geringe Aufnahme vermutlich auf die natlirliche Varianz der
einzelnen Passagen und Differenzierungsansatze zurlickzufiihren. Dieser Verdacht
erhértet sich durch die hohe Aufnahme von Chylomikronen an Tag 7 (Abb.3.21), da fiir
diese Experimente neuere Passagen der hMSC-Tert-Zellen verwendet wurden.

Da eine, wenn auch geringe, Partikelaufnahme in die differenzierten Adipozyten
gezeigt werden konnte, wurde eine Inhibition der Lipoprotein-Rezeptoren durch die
Liganden LDL (LDL-R), RAP (VLDL-R, LRP1) und Lactoferrin (LRP1) getestet, um eine
spezifische Aufnahme der Lipoproteine zu lberprifen. Dabei konnte fiir keinen der
Lipoprotein-Rezeptoren eine spezifische Aufnahme gezeigt werden (Abb.3.19). Es
zeigte sich, dass schon nach einer Stunde die maximale Aufnahme der
undifferenzierten Zellen erreicht wurde, wohingegen die maximale Aufnahme in die 7
und 14 Tage differenzierten Zellen erst nach 4 Stunden Inkubation erreicht ist. Nach
einer Stunde konnte eine leicht verringerte Aufnahme in 7 Tagen differenzierten Zellen
bei Inhibition mit LDL und Lactoferrin beobachtet werden, was fiir eine hauptsachliche
Aufnahme Uber den LDL-R und LRP1 bedeuten wiirde. Nach 14 Tagen Differenzierung
konnte bei Inhibition durch RAP eine leichte Verringerung der Aufnahme detektiert
werden, was eine Aufnahme vorrangig (iber LRP1 und den VLDL-R entspricht. Da die
Effekte der Inhibitoren allerdings sehr gering und statistisch nicht signifikant sind, kann
hier keine Aussage (iber eine spezifische Aufnahme der Lipoproteine in die Adipozyten
gemacht werden. LRP1 und der LDL-R sind in der Lage bei einem Ausfall eines
Rezeptors die Aufnahme zu kompensieren. Das nach 4 Stunden keine Effekte der
Inhibitoren messbar waren, kénnte auf eine Kompensation der Aufnahme durch die
anderen Rezeptoren deuten. Um die spezifische Aufnahme der Lipoproteine weiter zu
untersuchen, misste ein Knockout der Rezeptoren, z.B. iber induzierbare lentivirale
Systeme, durchgefiihrt werden.

Um eine artifizielle Aufnahme durch die kiinstlich hergestellten Lipoproteine
auszuschlieBen, wurde die Lipoproteinaufnahme mit humanen Chylomikronen-
Remnants (CR) wiederholt. Dabei zeigte sich eine erhéhte Aufnahme der CR in die
differenzierten Adipozyten nach 1 Stunde, nach vier Stunden ist dieser Effekt nicht
mehr zu beobachten (Abb.3.21A, B). Auffillig ist hier, die stark erhéhte Aufnahme der
CR nach 7 und 14 Tagen Differenzierung nach 4 Stunden Inkubation und vorheriger
Hydrolyse durch LpL. Da sich die Aufnahme in Anwesenheit von inaktiver LpL auch fiir
undifferenzierte Zellen auf einem &ahnlichen Niveau befindet, bestatigt sich eine
Bridging — Funktion der LpL fiir die Lipoprotein-Aufnahme in die Adipozyten.
Postprandiale Lipoproteine werden primar in die Leber aufgenommen (Yu and Cooper,
2001), so dass zur Kontrolle fiir die beschriebenen Aufnahmeexperimente humane
Hepatomazellen mit untersucht wurden. Im Vergleich zu der humanen Hepatoma-
Zelllinie HuH7, konnte insgesamt eine wesentlich geringere CR-Aufnahme in die hMSC-

Tert Adipozyten gemessen werden (Abb.3.21C). Insgesamt deuten diese Daten
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daraufhin, dass im Vergleich zur Leber die Adipozyten fir die Aufnahme von
Triglyzerid-reichen Lipoproteinen nur eine untergeordnete Rolle spielen. Diese Theorie
konnte in vivo bereits in mehreren Studien bestdtigt werden, in denen eine
organspezifische Aufnahme der Lipoproteine untersucht wurde. Dabei wird ein
GroRteil der aufgenommenen Lipide in Leber und Milz aufgenommen, ein geringer Teil
geht in Muskel, Knochen und Fettgewebe (Merkel et al., 2002b; Niemeier et al., 2008;
Laatsch et al., 2009).

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass Insulin die Aufnahme von postprandialen
Lipoproteinen Gber LRP1 in die Leber stimuliert (Laatsch et al., 2009). LRP1 wird unter
katabolen Stoffwechselbedingungen primar in intrazellularen Endosomen detektiert,
so dass LRP1 nicht als endozytotischer Rezeptor fungieren kann. Unter postprandialen
Bedingungen wurde die Insulin-stimulierte Translokation von LRP1 an die
Plasmamembran von Hepatozyten und die vermehrte LRP1-abhéngige Endozytose von
CR beobachtet. Auch in murinen 3T3-L1-Adipozyten wurde die Translokation von
intrazellularem LRP1 an die Plasmamembran als Antwort auf einen Insulin-Stimulus
gezeigt (Corvera et al.,, 1989; Zhang et al., 2004a). Dieser Prozess wird durch die
Phosphatidylinositol-3-Kinase PI3K vermittelt (Ko et al., 2001). Eine Insulin-vermittelt
gesteigerte Aufnahme von Lipoproteinen konnte bisher lediglich in priméren
Rattenadipozyten demonstriert werden (Descamps et al., 1993). Um den Einfluss von
Insulin auf LRP1 in den hMSC-Tert Adipozyten zu testen, wurde die CR-Aufnahme nach
Vorinkubation der Zellen mit Insulin gemessen. Dabei konnte keine Insulin-
Abhangigkeit der Lipoproteinaufnahme festgestellt werden (Abb.3.22). Allerdings
wurde bereits beschrieben, dass zwar eine Insulin-vermittelte Aktivierung des Akt-
Signalweges jedoch keine Insulin-stimulierte Glukose-Aufnahme in den hMSC-Tert
Adipozyten gemessen werden kann (Prawitt et al., 2008). Die an der LRP1-
Translokation beteiligten Signalwege sind zwar noch nicht genau charakterisiert (Ko et
al., 2001), aber moglicherweise ist die Translokation des LRP1 an die Zelloberflache in
den differenzierten hMSC-Tert Adipozyten beeintrachtig und das Insulin-Signal wird
nicht vollstandig Gber die Signalkaskade weitergeleitet.

Durch Immunfluoreszenzaufnahmen mit markierten Chylomikronen-Remnants in
die differenzierten hMSC-Tert Adipozyten konnte eine Aufnahme vornehmlich in den
undifferenzierten Zellhintergrund der Praparate gezeigt werden (Abb.3.23, 3.24, 3.25).
Wie eingangs bereits erwdhnt, liegt immer eine heterogene Zellpopulation vor, in der
sich Zellen in verschiedenen Stadien der Differenzierung befinden. Durch diese
Heterogenitdt der Zellpopulation und den weiter proliferierenden Zellhintergrund
liegen an Tag 7 und 14 ca. 20-30% mehr Zellen vor als an Tag 0, folglich misste die
Aufnahme in diesen Prdparaten erhoht sein. Dass keine signifikanten Unterschiede in
der Aufnahme zwischen den einzelnen Differenzierungsstadien gemessen wurden,
kann durch die Immunfluoreszenzaufnahmen aufgeklart werden. Die Aufnahme erfolgt
in den Tag 7 und Tag 14 differenzierten Zellen, hauptsachlich in den nicht
differenzierten Zellhintergrund. Die differenzierten Zellen nehmen keine oder nur sehr

wenige Lipoproteinpartikel auf, so dass sich insgesamt die Menge der aufgenommen
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Partikel nicht oder nur unwesentlich von den undifferenzierten Zellen unterscheidet.
Diese Daten weisen einerseits darauf hin, dass LRP1 im Adipozyten keine
ausschlieBliche Versorgungsfunktion hat. Als Multiliganden-Rezeptor wird fiir LRP1
ferner eine Rolle in der Signaltransduktion diskutiert (Lillis et al., 2008). Andererseits
kann dieses Ergebnis auch durch den hohen Lipidanteil der hMSC-Tert Adipozyten nach
der Differenzierung (Tag 14) erklart werden, der eine Aufnahme weiterer Lipide in
groRerem Umfang in die differenzierten Adipozyten verhindert. Die Aufnahme ganzer
Lipoproteine als physiologischer Weg der Versorgung mit Nahrungsfetten ist im
Adipozyten eher unwahrscheinlich, da der groRRte Teil der triglyzeridreichen
Lipoproteine im GefaRlumen durch die LpL hydrolysiert und die Fettsduren in die Zelle
aufgenommen werden (Large et al., 2004).

Fir Adipozyten sind neben CD36 auch die Fatty Acid-Transport Proteine (FATP1-6)
fiir eine spezifische Aufnahme von Fettsduren in Adipozyten beschrieben worden (Hajri
and Abumrad, 2002; Large et al., 2004). CD36 wurde zuerst als Makrophagen-Rezeptor
fir oxidierte LDL und als Adipozyten-Rezeptor fir langkettige Fettsduren mit dem
Lipidstoffwechsel in Verbindung gebracht (Harmon and Abumrad, 1993). CD36 wurde
durch die Bindung reaktiver Derivate langkettiger Fettsduren als , Fettsdure-Rezeptor”
identifiziert, wobei durch eine Blockade von CD36 die Fettsaure-Aufnahme von
Rattenadipozyten um ca. 70% reduziert werden konnte (Hamilton and Kamp, 1999).
CD36-Knockout Mause zeigen eine massiv beeintrachtigte Fettsdureaufnahme in Herz,
Skelettmuskel und Fettgewebe und erhdhte Plasma Triglyzerid- und Fettsdurewerte
(Coburn et al., 2000). Die Tiere zeigen weiterhin durch die verringerte Fettsdure-
Nutzung im Muskel eine gewebespezifisch erhohte Insulin-Sensitivitdt und sind vor
einer durch eine Hochfettdidt induzierten Adipositas geschiitzt (Hajri et al., 2002; Hajri
et al., 2007).

Durch Transfektion in Mauszellen konnte fiir FATP1 eine stark erhohte Aufnahme
langkettiger und zu einem geringeren Anteil auch kurzkettiger Fettsduren gezeigt
werden (Schaffer and Lodish, 1994). Hirsch et al. konnten spater die Zugehorigkeit von
FATP1 zu einer groRen Familie homologer Proteine beschreiben (Hirsch et al., 1998).
Die Funktion der FAT-Proteine in der Fettsdure-Aufnahme wurde aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit zur Long-Chain Fatty-Acid-Acyl-CoA Synthetase zunichst in
Frage gestellt (Uchiyama et al., 1996; Berger et al., 1998). Die Long-Chain Fatty-Acid-
Aacyl-CoA Synthetase verestert Fettsduren zur Produktion von Acyl-CoA fordert
moglicherweise die Aufnahme von Fettsduren durch Verringerung der Konzentration
an freien Fettsauren im Cytosol und durch den Aufbau eines Konzentrationsgradienten
zwischen intra- und extrazellularen Fettsaure-Pools. Demnach ist es moglich, dass die
FAT-Proteine als membrangebundene CoA-Synthetasen fungieren und so die
Aufnahme von Fettsduren ermoéglichen (Hajri and Abumrad, 2002). Bisher gibt es aber
keine in vivo Daten, die eine physiologische Funktion der FAT-Proteine oder
Veranderungen bedingt durch eine FATP-Defizienz oder durch Gen-Polymorphismen
bestatigen.
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Um eine Beteiligung der Fettsduretransporter und deren spezifische Aufnahme in den
hMSC-Tert Zellen zu untersuchen, missten diese einzeln oder in Kombination gezielt
ausgeschaltet werden. Wahrscheinlich ist, dass Fettsduren nicht nur Gber einen
Mechanismus in die Zellen aufgenommen werden, sondern dass auch wie bei den
Lipoprotein-Rezeptoren mehrere Transporter an der Fettsdure-Aufnahme beteiligt
sind.

4.4 BEDEUTUNG DES APOE FUR DIE ADIPOZYTEN-FUNKTION

Um die Bedeutung des ApoE fiir die Adipozyten-Funktion im Hinblick auf deren
Stoffwechsel und Differenzierung zu untersuchen, wurden lentivirale siRNA-basierende
Knockdown-Konstrukte zur Depletion der ApoE-Expression verwendet. Die hMSC-Tert-
Adipozyten, in denen ein siRNA-vermittelter ApoE-Knockdown vorliegt, zeigen
morphologisch eine drastisch verringerte Triglyzeridakkumulation nach 14 Tagen
adipozytarer Differenzierung (Abb.3.27). Die mRNA-Expressionsanalysen zeigten
wahrend des Differenzierungsverlaufs in den ApoE-depletierten Adipozyten eine
reduzierte Expression von PPARy und dessen Target-Genen Adiponektin, aP2, GLUT4
und ApoE im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb.3.28). Demnach korreliert die
verringerte Triglyzeridakkumulation in den ApoE-depletierten Adipozyten mit einer
beeintrachtigten adipozytaren Differenzierung. Auf Proteinebene konnte in den ApoE-
Knockdown Zellen ein Verlust der adipozytenspezifischen PPARy2-Isoform beobachtet
werden (Abb.3.29). Die Aktivitadt der beiden PPARy-Isoformen warden in der Literatur
kontrovers diskutiert. Ren et al. konnten in PPARy-depletierten 3T3-L1 Zellen zeigen,
dass eine ektopische Expression von PPARy2 in der Adipogenese der Zellen resultiert,
die Expression von PPARy1 hingegen nicht (Ren et al., 2002). Mueller et al. haben
dagegen gezeigt, dass beide Isoformen, PPARyl und PPARy2, die adipozytdre
Differenzierung in PPARy-defizienten Fibroblasten vorantreiben, wobei PPARy2 einen
etwas starkeren Effekt auf die Adipogenese hat als PPARy1 (Mueller et al., 2002). Diese
Ergebnisse gehen einher mit den in dieser Arbeit generierten Ergebnissen, wobei es in
den ApoE-Knockdown Zellen zu einem Verlust der PPARy2-Isoform, gleichzeitig aber
auch zu einer leicht verstirkten Expression von PPARyl kommt. Durch
Supplementation der Zellen mit ApoE3-haltigem Zellkulturiiberstand (vergl. Abb3.30),
konnte ein signifikanter Anstieg der Triglyzeridakkumulation sowohl in den ApoE-
Knockdown Zellen als auch in den Kontrollzellen erreicht werden (Abb.3.31). Die
Inkubation mit rekombinantem humanem ApoE3 fiihrte nur zu einem geringeren
Effekt. Die Ursache liegt vermutlich in unterschiedlicher Modifizierung (Glykosylierung,
Sialysierung) des von Adipozyten sezernierten ApoE im Vergleich zu rekombinantem
ApoE. Eine fehlende Lipidierung des ApoE kann hier ausgeschlossen werden, da gezeigt
werden konnte, dass ApoE von den Adipozyten in lipidfreier Form sezerniert wird und
erst im Zellkulturmedium mit Lipiden assoziiert (vergl. Kapitel 3.2.3). Moglicherweise
wird das ApoE in Adipozyten aber auch zusammen mit anderen Molekilen sezerniert,
die ebenfalls einen Einfluss auf die Differenzierung der Adipozyten nehmen. Die
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Analyse der Expressionsmuster der adipozytiren Marker nach der ApoE-
Supplementation hat ergeben, dass durch die Supplementation zwar ein Anstieg der
Triglyzerid-Akkumulation in den depletierten ApoE-Adipozyten erreicht werden
konnte, dies allerdings keine Hochregulation auf die PPARy-Expression und dessen
Target-Gene und somit die adipozytadre Differenzierung hat (Abb.3.32). Somit kommt
dem endogenen ApoE in der adipozytadren Differenzierung eine wichtige Bedeutung zu,
die von exogenem ApoE nicht erfiillt werden kann. Diese Hypothese wird unterstiitzt
durch die Ergebnisse der Supplementation der ApoE-Knockdown Zellen mit ApoE-
haltiger VLDL. Hierbei kommt es ebenfalls zu einer signifikant erhohten Akkumulation
intrazellularer Triglyzeride (Abb.3.33), aber nicht zu einer Rekonstitution der
Transkription der adipozytaren Marker-Gene (Abb.3.34). Diese Ergebnisse machen
zwei unterschiedliche Funktionen fiir exogenes und von den Adipozyten endogen
synthetisiertes ApoE wahrscheinlich. Um diese Hypothese zu aufzuklaren, konnte eine
ApoE-Reexpression in den depletierten ApoE-Zellen untersucht werden. Wie
endogenes ApoE die adipozytdre Differenzierung beeinflussen kdnnte, ist bislang
jedoch unklar. Interessanterweise konnte in einer Fitterungsstudie, die in unserem
Institut in  Wildtyp-und ApoE-defizienten Mausen durchgefiihrt wurde, eine
gegenlaufige ApoE-abhidngige Auspragung der osteoblastiren und adipozytdren
Entwicklung beschrieben (Bartelt et al., Manuskript in Vorbereitung). Die ApoE-
Knockout Maus zeigt neben einem reduzierten Fettgewebe eine erhdohte osteoblastére
Aktivitdt, die mit einer hoheren Knochenmasse korreliert. Die osteoblastire
Entwicklung wird durch den kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweg reguliert (Boland
et al., 2004; Gregory et al., 2005; Liu et al., 2009). Dabei induzieren die Wnt-Molekile
eine Translokation des B-Catenins in den Nukleus, wo dies zur Inhibition der
Transkriptionsfaktoren PPARy und C/EBPa und den adipozytdren Downstream-Genen
fihrt (Mulholland et al., 2005). Eine Inhibition der Wnt-Signalkaskade fihrt im
Gegensatz zu einer spontanen Adipogenese in mesenchymalen Prakursorzellen (Ross
et al.,, 2000). Dem Wnt/B-Catenin-Signalweg wird somit eine Schalterfunktion
zugeschrieben, die falls aktiviert, die Adipogenese hemmt und die Osteogenese
aktiviert (Zhou et al., 2008). Ein moglicher Mechanismus fiir die Rolle des ApoE in der
adipozytdren Differenzierung ware eine Konkurrenz um die Bindung an den inititalen
LRP/Frizzled-Rezeptor-Komplex von ApoE und Wnt, was bei einer Bindung des ApoE
einen Zerfall dieses Komplexes zur Folge hatte. Die Wnt-Signalkaskade wiirde somit
nicht induziert, was in einer Phosphorylierung des B-Catenins und der Degradation des
Proteins resultiert, und somit der Default-Weg der adipozytdren Differenzierung
aktiviert wird. Derzeit sind vor allem die Rezeptoren LRP5/6 fiir die Interaktion im Wnt-
Signalweg beschrieben (He et al., 2004). Allerdings geben neuere Untersuchungen
auch Hinweise auf eine mogliche Interaktion von LRP1 (Zilberberg et al., 2004). Fir
LRP1-defiziente Adipozyten konnte in vivo und in vitro ebenfalls eine beeintrachtigte
Adipogenese gezeigt werden (Terrand et al., 2009). Diese Hypothese der Interaktion
des ApoE, Wnt und moglicherweise LRP1 beruht derzeit allerdings ausschlieBlich auf
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Ergebnissen fiir die osteoblastidre Differenzierung der hMSC-Tert Zellen und muss fir
die adipozytare Differenzierung abschliefend getestet werden.

Zusammenfassend konnte mit den in diesem Abschnitt generierten Daten eindeutig
gezeigt werden, dass ApoE eine wichtige Funktion zum Einen fiir die Lipidaufnahme
und zum Anderen fir die Differenzierung von humanen Adipozyten innehat.
Angesichts der zentralen Bedeutung des Fettgewebes fiir den Stoffwechsel ist die
Aufklarung der regulatorischen Mechanismen wissenschaftlich von hohem Interesse,
da eine Insulin-Resistenz und Folgeerkrankungen wie Diabetes Mellitus Typ Il mit einer
hohen Fettgewebsmasse assoziiert sind. Konnten direkte Zusammenhange zwischen
der ApoE-Expression und Fettgewebsentwicklung beim Menschen gefunden werden,
eroffnete dies moglicherweise therapeutische Anséatze fiir die Behandlung der Insulin-
Resistenz.
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ANHANG

ANHANG
APOE-SEKRETION
Exp. TagO0 Tag7 Tag 14
1 2,95 56,45 97,71
1 3,25 58,92 95,24
1 3,19 69,16 89,88
2 8,37 32,13 76,68
2 7,62 28,51 69,75
2 9,11 28,07 81,68
3 3,05 12,87 26,87
3 2,81 12,10 26,45
3 2,88 12,92 28,44

Anhang Tabelle 1. ApoE-Sekretion der hMSC-Tert Adipozyten in den Zellkulturiiberstand wahrend des
Differenzierungsverlaufs. Die ApoE-Konzentration wurde mittels ELISA bestimmt und ist in ng/mg
Zellprotein angegeben. Die ApoE-Konzentration variiert zwischen den einezelnen Experimenten trotz
Normierung auf das Zellprotein durch unterschiedliche Differenzierungszustiande der Adipozyten in den

einzelnen Passagen und mit der GroRe des gewdhlten Gebindes.

APOE-SEKRETION NACH INKUBATION MIT INSULIN UND ROSIGLITAZON

Exp. Kontrolle Insulin Rosiglitazon
1 18,73 13,36 21,21
1 11,88 12,71 16,95
2 14,61 13,48 20,65
2 28,8 15,9 19,81

Anhang Tabelle 2. ApoE-Sekretion der hMSC-Tert Adipozyten in den Zellkulturiiberstand nach Inkubation
mit 50 nM/mL Insulin und 1ug/mL Rosiglitazon. Die ApoE-Konzentration wurde mittels ELISA bestimmt und

ist in ng/mg Zellprotein angegeben.

115



ANHANG

APOE-SEKRETION NACH INKUBATION MIT LIPOSOMEN UND LPL

Exp. Kontrolle Insulin Rosiglitazon
1 4,32 13,15 14,02
1 4,45 12,22 12,64
2 4,35 13,55 12,4
2 3,81 12,8 13,2

Anhang Tabelle 3. ApoE-Sekretion der hMSC-Tert Adipozyten in den Zellkulturiiberstand nach Inkubation
mit Liposomen oder Liposomen zusammen mit aktiver LpL. Die ApoE-Konzentration wurde mittels ELISA

bestimmt und ist in ng/mg Zellprotein angegeben.

APOE-SEKRETION NACH INHIBITION

Exp. BFA Colchicin | CytochalasinD | BAPTA-AM 2-APB H89
1 2,90 5,72 3,25 3,25 2,81 3,11
1 3,58 5,07 4,31 3,15 3,53 2,94
1 4,78 7,34 3,78 3,61 2,84 2,79
1 5,17 8,35 7,77 4,09 2,49 2,98
2 5,16 3,53 7,27 2,40 3,86 2,31
2 5,10 3,47 7,12 2,43 4,26 2,26
2 6,62 3,44 7,56 3,97 4,30 3,24
2 6,51 3,15 4,36 3,47 4,15 3,07
3 2,68 2,94 2,25 3,34 4,15 4,13
3 1,75 3,30 2,39 3,16 6,52 3,02
3 1,60 5,25 2,68 4,67 4,33 6,11
3 1,81 4,89 2,56 6,01 4,30 6,15

Anhang Tabelle 4. ApoE-Sekretion in den Zellkulturiiberstand differenzierter hMSC-Tert Adipozyten nach 4
Stunden Inkubation mit den Inhbitoren BFA, Colchicin, Cytochalasin D, BAPTA-AM, 2-APB und H89. ApoE-
Konzentration wurde mittels ELISA bestimmt und ist in ng/mL angegeben.
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ANHANG

APOE-SEKRETION NACH STIMULATION DURCH HDL UND APOAI

Exp. Kontrolle HDL ApoAl
1 5,06 5,02 6,66
1 5,35 5,90 6,18
1 5,04 5,86 6,11
1 4,09 5,77 7,14
2 4,55 5,86 7,00
2 4,57 6,11 6,18
2 3,69 2,93 4,86
2 3,91 3,45 6,08
3 4,01 2,89 5,72
3 3,35 2,95 4,50
3 4,45 4,79 7,31
3 4,39 3,25 6,65

Anhang Tabelle 5. ApoE-Sekretion in den Zellkulturiiberstand differenzierter hMSC-Tert Adipozyten nach 4
Stunden Inkubation mit 10 pug HDL und 10 pg ApoAl. ApoE-Konzentration wurde mittels ELISA bestimmt
und ist in ng/mL angegeben.

APOE-SEKRETION NACH INHIBITION UND STIMULATION DURCH APOAI

Exp. | BFA+ | Colchicin+ | BAPTA-AM + | 2-APB + H89 +
ApoAl ApoAl ApoAl ApoAl ApoAl

1 3,89 3,43 5,44 4,04 4,16

1 3,30 4,06 5,58 4,82 3,72

2 3,05 3,98 5,20 6,37 4,83

2 3,24 4,40 5,26 6,75 3,93

Anhang Tabelle 6. ApoE-Sekretion in den ZellkulturGberstand differenzierter hMSC-Tert Adipozyten nach
Inkubation mit 10 pg BFA, 100 pg Colchicin, 100 ug BAPTA-AM, 100 pg 2-APB und 100ug H89 und
anschlieRender Stimulation der Sekretion durch 10 ug ApoAl. Nach 30 min Vorinkubation der Inhibitoren
wurde das ApoAl hinzugefiigt und die Zellen fir weitere 4 Stunden inkubiert. ApoE-Konzentration wurde
mittels ELISA bestimmt und ist in ng/mL angegeben.
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ANHANG

ADIPONEKTION-SEKRETION

Kontrolle BFA BAPTA-AM H89
6,89 2,87 5,10 3,79
9,12 2,10 6,73 2,01

Anhang Tabelle 7. Adiponektin-Sekretion in den Zellkulturiiberstand differenzierter hMSC-Tert Adipozyten
nach 4 Stunden und nach Inhibition durch 10ug BFA, 100 ug BAPTA-AM und 100 pg H89. Die Adiponektin-

Konzentraion wurde mittels ELISA bestimmt und ist in ng/mL angegeben.

Kontrolle+ | BFA+ | BAPTA-AM+ | H89 +
ApoAl ApoAl ApoAl ApoAl
10,04 2,39 7,71 1,98

8,61 2,10 5,20 1,63

Anhang Tabelle 8. Adiponektin-Sekretion in den Zellkulturiiberstand differenzierter hMSC-Tert Adipozyten
nach Inhibition durch 10ug BFA, 100 pg BAPTA-AM und 100 pug H89 und anschlieRender Stimulation der
Sekretion durch 10ug ApoAl. Nach 30 min Vorinkubation der Inhibitoren wurden 10ug ApoAl hinzugefiigt
und fiir weitere 4 Stunden inkubiert. Die Adiponektin- Konzentraion wurde mittels ELISA bestimmt und ist

in ng/mL angegeben.
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