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Einleitung

1. Einleitung

Lipide stellen, neben Kohlenhydraten und Proteinen, energiereiche Substanzen dar, die
vom menschlichen Organismus zur Energieversorgung verwendet werden. Der Grofteil
der Lipide ist wasserunloslich und benoétigt daher spezielle Mechanismen, um im Blut
transportiert werden zu konnen. Wihrend kurzkettige Fettsduren in der Blutbahn
iiberwiegend an Albumin gebunden vorkommen, werden die meisten anderen Lipide in
Form von Lipoproteinen transportiert. Diese enthalten ins Besondere Fettsauren in Form
von Triacylglycerol (TAG) oder Cholesterolestern (CE), die die vorherrschende
Transportform von Cholesterol sind, sowie Phospholipide (PL) und lipophile Vitamine
(siehe Abb. 1.1). Stérungen des Lipoproteinstoffwechsels tragen u. a. zur Entstehung von
Hyperlipiddmien und Atherosklerose bei. Eine Hauptrolle nimmt in diesem Zusammen-

hang das Apolipoprotein E (ApoE) ein.

B ApoB-100 @ Cholesterol
ETriacylglyzerol ’ Cholesterolester

(= Phospholipid

Abb. 1.1.: Modell eines Lipoproteins
Lipoproteine (hier LDL) bestehen aus einem hydrophoben Kern aus TAG und CE, die von einer
amphiphatischen Schicht aus Phospholipiden und freiem Cholesterol umgeben sind. (Abbildung

modifiziert nach (Segrest et al., 2001))

1.1.: Rolle des ApoE im vaskularen Lipoproteinstoffwechsel

Lipide werden im Korper zur Speicherung, Verbrennung und Weiterverarbeitung zwischen
verschiedenen Organen iiber die Blutbahn in Lipoproteinen transportiert. Lipoproteine
zeichnen sich durch eine amphiphile Hiille aus Cholesterol und Phospholipiden und einen
hydrophoben Kern aus TAG und CE aus. Hauptsachlich durch die Wirkung der
Lipoprotein-Lipase (LPL) werden in der Zirkulation aus dem Kern der Lipoproteine freie
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Fettsauren herausgelost, die in der Folge von darunter liegenden Geweben wie Muskel und
Fettgewebe aufgenommen werden konnen (Williams, 2008).

Weiterhin werden die Partikel durch strukturgebende Apolipoproteine, die in die
Lipoproteinhiille eingebettet sind, funktionalisiert. Findet man auf den TAG-reichen
Chylomikronen u. a. ApoB48 und auf very-low density lipoproteins (VLDL) bzw. low-
density lipoproteins (LDL) ApoB100, so ist bei den high-density lipoproteins (HDL) das
Apolipoprotein AI (ApoAl) das Struktur gebende Apolipoprotein. Daneben findet man
viele weitere Apolipoproteine, die je nach Klasse unterschiedliche Aufgaben erfiillen, auf
die nicht weiter eingegangen wird. Man unterscheidet der Dichte und Gro3e nach mehrere

Klassen, die verschiedene Funktionen erfiillen (siehe Tab. 1).

Lipoprotein Dichte [g/mL] @ [nm] Apo Apo [%] TAG [%] | CE[%] | PL[%] | FC [%]
CM ~0,93 5 B48 2 86 3 7 2
' 1200
VLDL 0.93 30-80 B100, C 8 55 12 18 7
-1.006 '
1.006 B100, C,
IDL -1,019 25-35 E 19 23 29 19 9
LDL 1,019 -1,063 28-25 B100 22 6 42 22 8
HDL 1,063 -1,3 5-12 A CE 40-90 0-5 0-17 5-33 5

Tab. 1.: Einteilung der Lipoprotein-Klassen nach Dichte

Hauptsachlich kann zwischen TAG-reichen Lipoproteinen (TRL), darunter CM und VLDL, und den
cholesterolreichen Lipoproteinen (LDL und HDL) unterschieden werden. Neben der Dichte sind
Durchmesser, Apolipoprotein- und Lipidzusammensetzung charakteristisch fiir die einzelnen

Klassen.

Prinzipiell lasst sich zwischen exogenen und endogene Lipoproteinstoffwechsel, die beide
iiber den reversen Cholesteroltransport verkniipft sind, unterscheiden. Im exogenen
(postprandialen: nach der Nahrungsaufnahme) Weg werden die Nahrungslipide von
Enterozyten im Darm in Chylomikronen verpackt und zunichst in die Perpherie unter
Umgehung der Leber transportiert. Die aus der Lipolyse durch LPL hervorgehenden
chylomicron remnants (CR), die eher TAG-arm und CE-reich sind, werden schlieBlich

durch die Leber aus der Zirkulation entfernt (siehe Abb. 1.2, (Mahley et al., 1999)).
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fettreiche Mahlzeit

CM

vaskulares Endothel

Abb. 1.2.: Postprandialer Lipoproteinstoffwechsel

Nach einer fettreichen Mahlzeit werden im Darm TAG-reiche Chylomikronen (CM) gebildet. Im
Blutstrom werden aus TAG Fettsduren durch die endothelstindige Lipoprotein-Lipase (LPL)
freigesetzt, die durch darunter liegende Gewebe (Fettgewebe, Muskel u. a.) aufgenommen werden.
Auf die entstandenen remnant-Partikel wird aus der HDL-Fraktion ApoE iibertragen. ApoE und
LPL auf den Partikeln vermitteln die Aufnahme der Partikel in die Leber iiber Bindung an

Lipoproteinrezeptoren und Heparansulfatproteoglykane.

Als Strukturprotein der CR dient das ApoB48, eine verkiirzte Version des ApoB10o0.
Allerdings wird die Aufnahme anders als im endogenen Weg nicht {iber ApoB, sondern
iiber ApoE vermittelt, das sowohl an den LDL-Rezeptor (LDLR) (Brown et al., 1981; Brown
und Goldstein, 1986; Goldstein und Brown, 1990) als auch an das LDLR-related protein 1
(LRP1) (Beisiegel et al., 1989; Rohlmann et al., 1998) binden kann (siehe auch 1.4). Das
ApoE wurde erstmals als Bestandteil der VLDL beschrieben (Shore und Shore, 1973), ist
aber auf allen Klassen der Lipoproteine zu finden - auBer auf LDL. VLDL transportieren
im endogenen Weg Lipide von der Leber in die Peripherie, wobei durch fortschreitende
Lipolyse zunichst intermediate-density lipoproteins (IDL) und schlieBlich LDL gebildet
werden. LDL enthalten nur noch CE und sind daher besonders atherogen. Der Korper
besitzt jedoch die Moglichkeit, iiberschiissiges Cholesterol in Form von HDL aus der
Peripherie zur Leber und damit iiber die Galle zur Ausscheidung zu transportieren

(reverser Cholesteroltransport). Diesen Prozess kann ApoE fordern, in dem es zur HDL-
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Bildung beitragt (Heeren et al., 2006). Folglich sind Stérungen der ApoE-Funktion sowohl
im ApoE-defizienten Mausmodell als auch beim Menschen mit einer Akkumulation von
remnant-Partikeln und niedrigen HDL-Spiegeln verbunden (Zhang et al., 1992; Plump et
al., 1992). Diese Storungen des systemischen Lipoproteinstoffwechsels sind letztendlich
auch mit der Entstehung von kardiovaskuldren Erkrankungen (vor allem Atherosklerose)
verbunden. Hierbei lagern sich vorwiegend kleine, cholesterolreiche Lipoproteine wie LDL
oder remnants in der Arterienwand ab und I6st eine chronische Entziindungsreaktion aus,
die ultimativ zu Herzinfarkt und Schlaganfall fiihren kann (Ross, 1999; Lusis, 2000). Die
Mehrheit des in der Zirkulation befindlichen ApoE stammt aus der Leber (Elshourbagy et
al., 1985). Daneben wird das ApoE aber auch noch im hohen MaBe im Gehirn (Herz und
Beffert, 2000), im Fettgewebe (Zechner et al., 1991), in Makrophagen (Mazzone, 1996) und
in den knochenaufbauenden Osteoblasten exprimiert (Schilling et al., 2005). Auf die
Struktur und die einzelnen Aufgaben des ApoE in den genannten Zelltypen und Geweben

wird im Folgenden eingegangen.

1.2.: Struktur des ApoE-Molekiils

Das humane ApoE-Gen besteht aus vier Exons, die durch drei intrinsische Sequenzen
voneinander getrennt werden. Das primare Translationsprodukt besteht aus 317
Aminosauren, wobei die ersten 18, N-terminal gelegenen Aminosauren als Signalpeptid
fungieren, das ApoE zum endoplasmatischen Retikulum dirigiert (Zannis et al., 1984). Von
dort aus nimmt ApoE den klassischen Weg sezernierter Proteine, obschon dieser Prozess
im Falle des ApoE kompliziert reguliert wird: ein GroBteil der entstandenen Proteine wird
gleich wieder degradiert (Mazzone et al., 1992; Duan et al., 1997), und diejenigen
Molekiile, die die Zelloberfliche erreichen, konnen dort iber Interaktion mit
Heparansulfatproteoglykanen (HSPG) (Lucas und Mazzone, 1996) und Lipoprotein-
rezeptoren wie dem LDLR (Brown und Goldstein, 1986; Goldstein und Brown, 1990;
Brown et al., 1981) und dem LRP1 (Beisiegel et al., 1989; Rohlmann et al., 1998) schnell
wieder in die Zelle internalisiert werden. Ob ApoE tatsachlich die Zelloberflache verlasst,
wird auch durch die Konzentration von Lipiden bzw. Lipoproteinen im Serum bzw.
Zellkulturiiberstand beeinflusst, weil ApoE mit hoher Affinitat an dort vorhandene Lipide
bzw. Lipoproteine binden kann. ApoE enthilt zwei unabhingig von einander gefaltete

Doménen, die mit einer proteasesensitiven Schleife verbunden sind (siehe Abb. 1.3).
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Abb. 1.3.: Struktur des Apolipoprotein E

Im ApoE liegt N-terminal ein gefaltetes Helix-Biindel vor, das iiber eine proteasesensitive Schleife
(hinge region) mit der Lipidbindungsdoméne verbunden ist. In dem Helix-Biindel liegen die in den
ApoE-Isoformen ApoE2 und ApoE4 mutierten Aminosduren Cys2 und Arg!s8, die entscheidenden
Einfluss auf die intramolekuldren ionischen Wechselwirkungen und damit auch auf die
Rezeptorbindungseigenschaften der ApoE-Isoformen haben (modifiziert nach (Hatters et al.,
2006)).

Die N-terminale Doméine besteht aus vier amphiphatischen a-Helices, die anti-parallel zu
einander angeordnet sind. In diesem Bereich finden sich die arginin- und lysinreichen
Sequenzen, die die Bindung an saure Seitenketten des LDLR und LRP1 vermitteln (Wilson
et al., 1991). Die C-terminale Region bindet mit hoher Affinitidt Lipide und hydrophobe
Oberflachen und ist fiir die Selbstbindung in Abwesenheit von Lipiden verantwortlich.
Auch wenn die exakten 3D-Anordnungen in diesem Bereich nicht bekannt sind ist, wird
vermutet, dass der Lipidierungsgrad mafBgeblich fiir die intra- und extrazellulare Stabilitat

verantwortlich ist (Hatters et al., 2006).

Beim Menschen kommt das ApoE in drei Isoformen vor: ApoE2 (Cys'2; Cys's8), E3 (Cys'2;
Arg'8) und E4 (Arg!2; Arg!s8)(Greenow et al., 2005). Auch wenn diese Isoformen sich nur
durch eine Aminosdure unterscheiden, hat dieser Austausch jedoch eine starke
Auswirkung auf die Struktur des Molekiils und damit auch auf dessen Funktion. Die im
ApoE3 vorhandenen Salzbriicken sind im ApoE2 und ApoE4 aufgelost bzw. verandert, was
im Falle des ApoE2 zur drastischen Reduktion der Affinitit fiir den LDLR fiihrt (<2%,
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(Mahley et al., 1999)). Dariiber hinaus sind auch die Eigenschaften, Lipoproteine zu
binden verandert: ApoE2 und ApoE3 binden praferenziell an HDL wiahrend ApoE4
vermehrt an VLDL bindet (Huang, 2010). Zusammen genommen bringen diese
Eigenschaften der Isoformen auch Konsequenzen fiir den vaskuldaren Lipoprotein-
stoffwechsel mit sich, in der Form, dass — verglichen mit ApoE3 — ApoE2 eher mit
verringerten Cholesterol- und hoheren ApoE-Spiegeln (Hyperlipoproteindmie Typ III nach
Frederickson), ApoE4 eher mit hoheren Cholesterol- und verringerten ApoE-Spiegeln
assoziiert ist. Bei den meisten Typ III-Patienten, die homozygot fiir APOE2 sind, liegt
jedoch eine sogenannte balancierte Dysbetalipoproteinamie vor, die paradoxerweise eher
einen schiitzenden Effekt auf kardiovaskularen Erkrankungen hat. Erst durch weitere
Storungen entwickelt sich bei ca. 1% der Betroffenden ein schéadliches Lipoproteinprofil.
ApoE4 hat dahingegen stets einen verstirkenden Effekt auf die Ausbildung von
kardiovaskuldren Erkrankungen (Wilson et al., 1996) und ist ein Hauptrisikofaktor fiir die

Entstehung der Alzheimer-Krankheit (Herz und Beffert, 2000).

1.3.: Rolle des ApoE in der Entstehung der Atherosklerose

Atherosklerose und die daraus entstehenden kardiovaskuldren Erkrankungen gehen auf
die genetisch oder durch Umweltfaktoren wie Erndhrung, korperliche Inaktivitat u. a.
bedingte Erhohung des LDL- und gleichzeitige Absenkung des HDL-Cholesterols zuriick
(Ross, 1999; Lusis, 2000). Je hoher die LDL-Konzentration in der Zirkulation desto mehr
LDL-Partikel sammeln sich in der GefiBwand an. In einem komplexen Prozess, der
Jahrzehnte dauern kann, bilden sich so genannte atherosklerotische Plaques. Dabei
unterlaufen LDL chemische Modifizierungen und werden von infiltrierenden
Makrophagen ,gefressen und abgebaut. Dieser a priori physiologische Prozess, der
eigentlich der Sduberung der GefiBwand dient, wandelt sich in einen
pathophysiologischen um, sobald die LDL-Menge die Kapazitit der Markophagen
iibersteigt und zum Absterben der iiberladenen Makrophagen (dann Schaumzellen
genannt) fiihrt. Hierdurch wird eine lokale Entziindungsreaktion ausgelost, die im
Folgenden weitere Zellen des Immunsystems anlockt. Der fortgeschrittene, klinisch
relevante atherosklerotische Plaque zeichnet sich durch einen nekrotischen Kern von
abgestorbenen Schaumzellen mit Cholesterolkristallen und eine Vielzahl von anderen
Zelltypen aus (siehe Abb. 1.4). Entsteht eine Ruptur des Plaques, kommt es zu einer
Gerinnungsreaktion, die das GefiB verschlieBen und so einen Herzinfarkt oder

Schlaganfall auslosen kann.



Einleitung

It Ibecdis
Smooth
muscle cells
Adventitia
el
artery
Early atheroma 3 . y
T Enabiized” plagus Healad rupiured
* Simall liped pool plague -'_‘L)-’“|
» Thick fibrous cap * MNarmow lumid o Lisfl
"+ Preserved lumen * Fibrous intima 1 :}'ﬂ'j coronary
| - arlerias
- // 1 -
i | { /
i " { i ALarte
i, il i Myocandisl
P I ] Imfarction
‘Vunerabla' plagqua ; d
il

= Thin fibrowus cap
* Lawg lipid pesol .
* Many inflammatory i ol a rupturad
calls ’ plagus
Fibrous cap

Abb. 1.4.: Entstehung eines atherosklerotischen Plaques

In einem frithen Stadium sammeln sich in der GefiBwand Schaumzellen, die aus
cholesterolbeladenen Makrophagen entstanden sind. Im Verlauf wichst der Plaque in das
GefaBlumen und kann durch eine Thrombose das Gefiaf3 verschlieBen, was zu einem Herinfarkt oder
Schlaganfall fithren kann (nach (Libby, 2002))

Auch wenn etabliert ist, dass das ApoE einen mafgeblichen Einfluss auf die Entstehung
von kardiovaskuldren Erkrankungen hat, stellt sich die Frage, welche Mechanismen zu
Grunde liegen. Hierzu liefert das ApoE-defiziente Mausmodell einige Erkenntnisse. Dieses
Tiermodell zeichnet sich durch eine schwere Hypercholesterolamie aus, wobei dazu noch
der HDL-Spiegel stark erniedrigt ist und weist schon friihzeitig fortgeschrittene
atherosklerotische Plaques auf (Zhang et al., 1992; Plump et al., 1992). Einerseits als
gesichert gilt, dass durch die Wirkung des ApoE als Ligand fiir den LDLR und das LRP1
die atherogenen, cholesterolreichen CR aus der Zirkulation entfernt werden (Rohlmann et
al.,, 1998; Laatsch et al.,, 2009). Andererseits spielt das ApoE, das von Zellen in der
Peripherie und ins Besondere von Makrophagen in atherosklerotischen Lisionen
produziert wird, eine sehr wichtige Rolle beim Abtransport von iiberschiissigem
Cholesterol zur Leber (Heeren et al., 2006), welches iiber die Galle ausgeschieden werden

kann (dieser Prozess wird als reverser Cholesteroltransport bezeichnet).



Einleitung

1.4.: Rolle des ApoE in der Leber

Die Leber und vor allem Hepatozyten produzieren den GroBteil des in der Blutbahn
vorkommenden ApoE. Wie oben beschrieben, folgt das ApoE dem sekretorischen Pfad der
Proteinsynthese. Auf diesem Weg wird das ApoE mit Lipiden beladen und kann auf diese
Weise z.B. Cholesterol aus der Zelle befordern. Gelangt ApoE an die Zelloberflache, so
wird es durch HSPG sequestriert. Neben der Sekretion von ApoE als eigenstindiges
Protein, wird ApoE bei der Produktion von VLDL auf die entstehenden Partikel iibertragen
(Mensenkamp et al., 2001). ApoB, das Strukturprotein der VLDL, wird wihrend der
Passage durch die ER-Membran kotranslational durch MTP lipidiert, da dieses groBe
Protein nur im lipidierten Zustand stabil ist (Hussain et al., 1996). Im zweiten Schritt
reifen die primordialen VLDL im Golgi-Apparat, in dem Lipide (vornehmlich TAG) und
andere Apolipoproteine, darunter auch ApoE, addiert werden (Mensenkamp et al., 2001;
Gusarova et al., 2007). Allerdings scheint die Addition von einigen Apolipoproteinen nicht

essentiell fiir die Reifungsprozesse zu sein.

ApoE, das im Plasma vorwiegend gebunden an HDL vorkommt, wird in der
postprandialen Phase auf CM iibertragen und tragt zur Aufnahme dieser Partikel iiber den
LDLR und LRP1 in die Leber bei. HSPG wurden zwar mit der Aufnahme, d.h.
Internalisierung in Verbindung gebracht, doch erscheint es eher wahrscheinlich, dass die
erste Bindung an die Zelloberfliche durch HSPG vermittelt wird, von wo aus LDLR und
LRP1 die nachfolgende Internalisierung bewerkstelligen. Diese Rezeptoren unterscheiden
sich allerdings prinzipiell in ihrer Wirkungsweise. Wiahrend der LDLR dem klassischen
Weg der clathrin-coated pits folgt und im 15 min-Takt zwischen dem endosomalen System
und Zellmembran zirkuliert (Brown et al., 1981; Brown und Goldstein, 1986; Goldstein
und Brown, 1990), wird LRP1 erst in der postprandialen Phase von endosomalen
Kompartimenten an die Zellmembran beférdert (Laatsch et al.,, 2009). Auch nach der
Bindung des Liganden verhalten sich beide Rezeptoren unterschiedlich. Liganden, die vom
LDLR an lysosomale Kompartimente geliefert werden, werden ausnahmslos degradiert.
Einige Liganden, die vom LRP1 transportiert werden, konnen dem Abbau entgehen und
gelangen wieder an die Zellmembran — darunter das ApoE (Heeren et al., 1999). Fiir CR ist
das sogenannte ApoE-Recycling beschrieben, bei dem das Gros der Lipide und ApoB48
degradiert, ApoE und eine residuale Menge an Lipiden aber als so genannte surface
remnants gebunden an LRP1 dem Abbau entkommen (Heeren et al., 2001). Dieser Prozess
kann durch HDL stimuliert werden, derart, dass HDL in endosomalen Kompartimenten
surface remnants treffen und sich HDLg bilden, die so zum Cholesterolefflux beitragen

(Heeren et al., 2003).
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1.5.: Rolle des ApoE in Makrophagen

Markophagen sind Zellen des Immunsystems, die universell Fremdkorper, Pathogene u. a.
iiber Phagozytose aufnehmen und helfen, eine systemische Immunantwort gegen etwaige
Eindringlinge und Fremdkorper zu generieren. Man unterscheidet zum einen
geweberesidente (z.B. Kupffer-Zellen in der Leber), zum anderen infiltrierende
Makrophagen, die aus zirkulierenden Monozyten entstehen und durch lokale
Entziindungen angezogen werden. Die verschiedenen Zelltypen lassen sich {iber
bestimmte Oberflaichenmarkermolekiile (CD68 u. a.) unterscheiden. Auch wenn LDL in
der Arterienwand keine Fremdkorper darstellen, so werden durch die Retention
chemische Prozesse ausgelost, die zur u.a. zu Oxidation, Acetylierung und Aggregation
dieser Partikel fiihren. Hierdurch wird eine lokale Entziindungsreaktion ausgelost, die
Zelladhasionsmolekiile auf Endothelzellen induziert und zur Monozyteneinwanderung
fiihrt (siehe Abb. 1.4; (Ross, 1999; Lusis, 2000)). Die resultierenden Makrophagen
nehmen die fiir Phagozytose und Degradation markierten LDL auf. Durch die Aufnahme
von LDL werden Makrophagen mit Cholesterol beladen, was eine Induktion von sowohl
ApoE-Produktion (iiber den Transkriptionsfaktor liver X receptor (Laffitte et al., 2001))
als auch —Sekretion veranlasst (Mazzone et al., 1987). Im Tiermodell ist dieses ApoE in der
Lage, vor der Bildung von atherosklerotischen Plaques zu schiitzen (Linton et al., 1995).
Wenn ApoE-defiziente Tiere mit Knochenmark von Wildtyp-Tieren transplantiert werden,
so wird zwar nicht das Lipoproteinprofil wiederhergestellt, sehr wohl lasst sich aber eine
starke Regression der Atherosklerose beobachten. Der mit der Sekretion von ApoE
verbundene Cholesterolefflux zu vor allem HDL fordert den reversen Cholesteroltransport
zur Leber, wo iiberschiissiges Cholesterol ausgeschieden werden kann (Mazzone, 1996).
Sehr wichtig fiir diesen Prozess ist dazu das ATP-binding cassette transporter Al, welches
mit der C-terminale Lipidbindungsdomine des ApoE interagieren kann und so den

Cholesteroltransfer und HDL-Bildung direkt beeinflussen kann (Yancey et al., 2007).
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1.6.: Adipozyten und Fettgewebe: Fettleibigkeit und zellulare Konsequenzen
WeiBes Fettgewebe, das aus Adipozyten, Kapillargefien, Makrophagen und den
jeweiligen Vorlauferzellen besteht, ist in erster Linie ein Organ, das Glukose und
Fettsduren postprandial als TAG speichert und in Zeiten der Nahrungskarenz Fettsauren
fiir den Rest des Korpers wieder bereitstellt. Folgerichtig ist das wichtigste Hormon, das
die Adipozytenfunktion steuert das anabole Insulin. Auch wenn die Kapazitit einzelner
Adipozyten, kalorienreiche Molekiile zu speichern besonders gro8 ist, fiihrt heutzutage das
Ungleichgewicht zwischen Energieaufnahme und —verbrennung zu den Volkskrankheiten
Ubergewicht (Adipositas) und Typ 2 Diabetes Mellitus (T2DM) (Hossain et al., 2007).
Neben den alltdaglichen Einschrankungen, die diese Krankheitsbilder mit sich bringen,
sind vor allem die stark erhohten Risiken, kardiovaskuldre Komplikationen zu entwickeln,
besonders gefahrlich (Mazzone et al., 2008).

Zu Beginn der Promotion wurde in Pionier-Arbeiten zwar gezeigt, das ApoE an der
Adipogenese und Fettakkumulation beteiligt ist (Schreyer et al., 2002; Huang et al., 2006;
Gao et al., 2007), doch die exakten Mechanismen sowohl auf zellulirer Ebene als auch
systemisch sind unklar. Im Folgenden werden die Mechanismen, die der Entstehung von
Insulinresistenz zu Grunde liegen, ndher beschrieben und maogliche Verbindungen zu der

Rolle von ApoE aufgezeigt.

Die treibende Kraft, die hinter der Entstehung von T2DM steht, ist die nachlassende
Wirkung des Insulins, beschrieben als Insulinresistenz (Guilherme et al., 2008). Man
bezeichnet eine Situation, in der zwar ein chronisch hoher Insulinspiegel vorliegt, jedoch
die Wirkung auf Leber (hepatische Insulinresistenz) und/oder Fettgewebe und Muskel
(periphere Insulinresistenz) stark abgeschwicht bzw. nicht mehr vorhanden ist. Klinisch
wird die Situation dann als T2DM bezeichnet, wenn die Insulinproduktion in der
Bauchspeicheldriise zum FErliegen kommt. Anstatt einer Hyper- liegt eine
Hypoinsulindmie vor und der Patient muss dann mit exogenem Insulin behandelt werden.
In diesem Zusammenhang ist es von Bedeutung, dass verschiedene Depots des weillen
Fettgewebes andere Risiken fiir die Entstehung des T2DM mitbringen. Generell kann
zwischen viszeralem und subkutanem Fettgewebe unterschieden werden, das sich primar
iiber die Lage innerhalb oder auBerhalb der Bauchdecke definiert. Vermehrte
Ansammlung von viszeralem Fettgewebe, das auch als Bauch- oder Organfett bezeichnet
wird, birgt ein hoheres Risiko als Ansammlungen der subkutanen Depots (Gesta et al.,
2007). Auch wenn dieser Zusammenhang noch nicht vollstindig verstanden ist, sind diese
regionalen Unterschiede wohl der zelluliren Komposition des Organs und der
unterschiedlichen Eigenschaften, auf Kalorienbeladung zu reagieren, geschuldet. In

diesem Zusammenhang konnte ApoE durch seine Funktion als Lipidtransportmolekiil die
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Verteilung zwischen viszeralem und subkutanem Fettgewebe entscheiden und damit direkt
auf die Entstehung der Insulinresistenz einwirken.

Ein wichtiger Ansatz zur Therapie von Insulinresistenz birgt die Anwendung von
Thiazolidinedionen, darunter das Rosiglitazon, das direkt den wichtigsten
Transkriptionsfaktor in Adipozyten, den peroxisome proliferator-activated receptor vy
(PPARy) aktiviert (Forman et al., 1995). Auch wenn die Wirkung von Rosiglitazon schon in
anderen Zellen demonstriert wurde (Brunham et al., 2007), liegt ein Haupteffekt in der
Expansion des Fettgewebes, der Patient nimmt zu. Jedoch geht mit dieser
augenscheinlichen Verschlechterung des Zustands eine Verbesserung der metabolischen
Parameter einher, weil durch die Expansion Lipide von Orten im Korper, wo die Lipide
eine schidliche Wirkung entfalten, im Fettgewebe ,sicher verpackt® werden (Kim et al.,
2007). PPARYy ist neben dem CCAAT-enhancer binding protein o (C/EBPa) der wichtigste
Transkriptionsfaktor fiir den Ubergang von Vorliduferzelle zu Adipozyt (Rosen und
MacDougald, 2006) und beeinflusst die Expression von fiir die Adipozyten essentiellen
Genen mafgeblich. Seine Aktivierung auch durch Fettsduren und Fettsaurenderivate fiihrt
folglich zu vermehrter Fettzellbildung und gesteigerter Aktivitit (Tontonoz und
Spiegelman, 2008). Der Transport von Fettsauren konnte durch ApoE beeinflusst sein und
folglich auch der Aktivierungsgrad von PPARy.

Heute wird das Fettgewebe als endokrines Organe gesehen, dass sehr dynamisch auf
Kalorienbeladung reagiert. Durch das in Adipozyten produzierte Zytokin (auch Adipokin)
Leptin wird bestimmten Neuronen im Gehirn ein Sattigungssignal gesendet, was stark die
Appetitregulation beeinflusst (Coll et al., 2007). Dabei korreliert die Leptinausschiittung
mit dem Lipidgehalt der Adipozyten. Folgerichtig sind sowohl Patienten als auch die
natiirlich auftretende Mausmutante ob/ob (Ingalls et al., 1950), denen beiden funktionell
das Leptin fehlt, hyperphagisch und stark iibergewichtig und leiden unbehandelt an
T2DM. Ein anderes Hormon, dem eine protektive Rolle im systemischen
Energiestoffwechsel zu gesprochen wird, ist das anti-diabetische Adiponektin. Es ist das
mengenmaBig haufigste Hormon in der Zirkulation und der Blutspiegel korreliert in
humane Studien negativ mit T2DM und kardiovaskuldren Erkrankungen (Tilg und
Moschen, 2006). Durch Bindung an die Adiponektinrezeptoren AdipoR1 und AdipoR2 in
Muskel, Fettgewebe und Leber hat Adiponektin einen direkten Einfluss auf den
Fettstoffwechsel und Mitochondrienfunktion und damit auch auf Insulinsensitivitat
(Iwabu et al., 2010). Interessanterweise konnen Adipozyten — dhnlich wie Makrophagen —
auch eine Reihe von pro-inflammatorischen Zytokinen ausschiitten, die eine
Entziindungsreaktion auslosen konnen. Darunter sind tumor necrosis factor o (TNFa),
interleukin 6 (IL-6) und das monocyte-chemoattractant protein 1 (MCP1), welche bei

Uberladung abgeben werden (Abb. 1.5; (Tilg und Moschen, 2006)).
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Abb. 1.5.: Chronische Entziindung im weif3en Fettgewebe

Im gesunden Fettgewebe eines Normalgewichtigen (lean adipose tissue) finden sich nur wenige
Makrophagen. Im Verlauf der Entstehung einer Adipositas mit hypertrophen Fettgewebe (obese
adipose tissue) sammlen sich Lipide an, die Adipozyten wachsen im Durchmesser und es wandern
vermehrt Makrophagen ein. Beide Zelltypen produzieren pro-inflammatorischen Zytokine und
Chemokine (TNFa, IL-6 und CCL2), die die Auschiittung von Adipokinen (Adiponektin und Leptin)
beeinflussen und somit die zelluldre Insulinresistenz verstirken (modifiziert nach (Tilg und

Moschen, 2006)).

Es zeichnet sich daher ein kompliziertes Bild, bei dem bei fortschreitender

Nahrungsaufnahme die Adipozyten im Durchmesser wachsen, stetig mehr Leptin und

weniger Adiponektin und ab einem gewissen Zeitpunkt auch verstirkt TNFa, IL-6 und

MCP1 (kodiert vom Gen CCL2) abgegeben werden. Das MCP1 ist ein so genanntes

Chemokin, das auf kurze Distanz Monozyten bzw. Makrophagen anzieht, die dann iiber die
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proinflammatorische Wirkung von TNFa und IL-6 aktiviert werden. An diesem Punkt
steigern sich die Immunantworten von Adipozyten und Makrophagen gegenseitig und

verstarken jeweils ihre Zytokinsekretion.

Bei der Entstehung der Insulinresistenz ist die chronische Entziindung im Fettgewebe von
entscheidender Bedeutung (Hotamisligil, 2006; Hotamisligil, 2010): TNFa und IL-6
fiihren direkt iiber Aktivierung von so genannten ,Stresskinasen“ (ins Besondere der jun
N-terminal kinase, JNK) zur zelluliren Insulinresistenz von Adipozyten, wobei ins
Besondere die Signalkaskade des Insulinrezeptors gestort ist (Hirosumi et al., 2002). Ein
pathopysiologisches Hauptmerkmal ist, dass die Adipozyten ihre Lipide nicht nur dann
abgeben, wenn ein Hungerzustand vorliegt, sondern dass unkontrolliert Lipolyse
stattfindet und aus TAG heraus geloste freie Fettsduren in die Zirkulation abgegeben
werden (Guilherme et al., 2008). Von der Leber aufgenommen, werden diese als TAG in
VLDL verpackt und wieder in die Peripherie geschickt. Da auch die Aufnahme in
Adipozyten gestort ist, gelangt eine Restmenge an Lipiden in andere Organe (ektope
Ablagerungen in beispielsweise Muskelgewebe) oder verbleibt in der Zirkulation als VLDL
remnants. Ahnlich verhilt sich mit der Aufnahme von Glukose. Im Normalzustand
stimuliert Insulin die Translokation des Glukose-Transporters GLUT4 von endosomalen
Kompartimenten an die Zelloberfliche, von wo aus die Glukose aufgenommen und iiber
den Weg der de novo-Lipogenese als TAG gespeichert werden kann (Guilherme et al.,
2008). Im Zustand der Insulinresistenz ist zum einen die Insulinwirkung abgeschwicht,
zum anderen ist auch die Expression des GLUT4-Gens SLC2A4 reduziert, so dass
typischerweise wihrend eines oralen Glukosetoleranz-Testes a) hohere basale BlutGlukose
(Hyperglykdmie) und auch b) ldngere Retentionszeiten mit einer hdherer

Maximalkonzentration im Blut gemessen werden konnen.

Neben Insulin, Adiponektin und Leptin ist kiirzlich ein weiteres Hormon identifiziert
worden, das an der systemischen Regulation der Insulinresistenz beteiligt ist. Es handelt
sich hierbei um die Fettsdure Palmitoleat (C16:1n-7), das die Autoren als ,Lipokin®
bezeichnen (Cao et al.,, 2008). Dieses Lipokin ist in Mausstudien mit verbesserter
Insulinwirkung und Adipositas mit niedrigeren C16:1n-7-Spiegeln assoziiert. Beispielhaft
wird dadurch deutlich, dass nicht nur die Menge an Lipiden sondern anscheinend auch die
exakte Komposition der Fettsauren in den Lipiden im Blut aber auch in Leber und
Fettgewebe von Bedeutung ist. Daher stellt sich die Frage, ob ApoE in seiner Funktion als
Lipidtransportmolekiil nicht nur die Menge, sondern auch die Komposition der TAG in
Adipozyten und Leber maBgeblich beeinflusst. In Pionier-Arbeiten wurde zwar gezeigt, das
ApoE an der Adipogenese beteiligt ist (Schreyer et al., 2002; Huang et al., 2006; Gao et al.,

2007), doch die exakten Mechanismen sind unklar. Neben der Funktion als
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Transportmolekiil kann ApoE auch in die Signalweiterleitung in vielen Signalkaskaden
(z.B. PDGF, IL-1pB) eingreifen (Boucher et al., 2003; Kawamura et al., 2007), ein Feld, das

in Bezug auf ApoE und Fettgewebe weitgehend unerforscht ist.

1.7.: Rolle des ApoE im Knochengewebe

Mineralisierter Knochen unterliegt dem stindigen Entgegenwirken aus Abbau durch
Osteoclasten und Aufbau durch Osteoblasten (Abb. 1.6). Uberwiegt ein Prozess, so kommt
es zu Erkrankungen wie Osteoporose (mehr Abbau) oder Osteopetrose (mehr Aufbau)
(Zaidi, 2007). Wiahrend Osteoclasten aus der myeloiden Stammzelllinie entspringen,
entstehen Osteoblasten — wie Adipozyten - aus mesenchymalen Stammzellen (Rosen und
Bouxsein, 2006). In der Entstehung wird festgelegt, ob eine Zelle zu einem

Praosteoblasten oder Praadipozyt differenziert (Abb. 1.6).

Preosteoclasts Osteoclast
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stem cell S {

—= Bone resorption

Osteoblast
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Abb. 1.6.: Entstehung von Osteoclasten, Osteoblasten und Adipozyten

Im Gegensatz zu Osteoclasten, den knochenabbauenden Zellen, die aus hadmatopoetischen
Vorlaufern hervor gehen, stammen sowohl Osteoblasten als auch Adipozyten von mesenchymalen
Stammzellen ab und sind daher eng miteinander verwandt. Wihrend Osteoblasten, die
knochenaufbauenden Zellen, durch die Transkriptionsfaktoren DLX5, MSX1 und RUNX2 bestimmt
werden, sind die Schliisselfaktoren fiir die Adipozytendifferenzierung C/EBPa und PPARy

(modifiziert nach (Rosen und Bouxsein, 2006)).
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Entscheidend fiir diesen Ubergang ist eine Gruppe von Molekiilen, deren Signale und
Signalweiterleitung als WNT signalling bekannt sind (Clevers, 2006). Zuerst entdeckt in
Drosophila Melanogaster, lassen sich die WNT-Molekiile als Morphogene bezeichnen, die
vornehmlich entwicklungbiologisch relevant sind. Bei dem kanonischen Signalweg bindet
ein WNT-Molekiil an einen Frizzled-Rezeptor und an die Lipoproteinrezeptoren LRP5
oder LRP6 als Korezeptoren auf der Zelloberfliche. Uber weitere Zwischenschritte wird
ein Komplex, der den Transkriptionsfaktor p-Catenin enthilt, zersetzt und das B-Catenin
wandert in den Zellkern, wo ein genregulatorisches Programm nachgeschaltet ist.
Grundsatzlich inhibiert das kanonische WNT signalling primar iiber WNT10b
Adipogenese wahrend es die Osteoblastendifferenzierung iiber WNT5a fordert (Schett et

al., 2008; Christodoulides et al., 2009).

Neben den Lipoproteinrezeptoren LRP5 und LRP6 ist auch das LRP1 mit WNT signalling
in Verbindung gebracht worden (Zilberberg et al., 2004; Terrand et al., 2009). In
Anbetracht der Tatsache, dass alle Lipoproteinrezeptoren ApoE binden konnen, liegt es
nahe, dass ApoE mit WNT-Molekiilen um die Bindung an LRP1, LRP5 und LRP6
konkurriert und somit in die Signalweiterleitung eingreifen konnte. Ubereinstimmend mit
dieser Hypothese ist die Beobachtung, dass Apoe/—-Tiere ein vermehrtes Knochen-
wachstum zeigen (Schilling et al., 2005) und das Osteoblasten direkt iiber ApoE in ihrer
Funktion beeinflusst werden. Medizinisch bedeutsam ist, das Ubergewichtige oft auch
einen Knochenphéinotyp zeigen (Rosen und Bouxsein, 2006; Karsenty, 2006), doch bleibt
es unklar, ob Ubergewicht eher mit mehr oder weniger Knochenbildung assoziiert ist —

und ob ApoE bei diesen Prozessen eine Rolle spielt.

1.8.: Rolle des ApoE im braunen Fettgewebe

Braunes Fettgewebe (brown adipose tissue, BAT) zeichnet sich zwar durch eine starke
Lipidakkumulation aus, doch erfiillt es andere Funktionen als das weife (Cannon und
Nedergaard, 2004). Die braune Farbe dieses Gewebes entsteht durch eine hohe
Konzentration von Mitochondrien, die zusammen mit den lipid droplets (intrazellulare

Fettspeicher) fiir seine Funktion essentiell sind (Abb. 1.7).
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Abb. 1.7.: WeilRes und braunes Fettgewebe

Wahrend sich weiBes Fettgewebe (white adipose tissue, WAT) durch einen monolokuldren
Fetttropfen auszeichnet, sind die Lipide im braunen Fettgewebe (brown adipose tissue, BAT)
multilokular verteilt (enviromental scanning electron microscopy, ESEM-Bilder von Julia Thomas-

Morr, Balken 25 um)

Evolutionar gesehen kommt dieses Gewebe nur bei Saugern vor, und wird benotigt, um
den homoiothermen Korper vor niedrigen Umgebungstemperaturen zu schiitzen. Dafiir
sind braune Adipozyten mit einem Protein, dem uncoupling protein 1 (UCP1) ausgestattet,
das ermoglicht, in der mitochondriellen Atmungskette den Elektronentransport von der
ATP-Synthese abzukoppeln und so durch diese stark exotherme Reaktion Wirme zu
produzieren (dieser Prozess wird als non-shivering thermogenesis bezeichnet). Das
braune Fett ist stark vaskularisiert, so dass das hindurch flieBende Blut aufgewiarmt und
die Warme in den Rest des Korpers transportiert wird. Bis vor kurzem wurde davon
ausgegangen, dass Erwachsene — im Gegensatz zu Kleinkindern - kein BAT mehr besitzen,
doch wurde neben der Prasenz in Erwachsenen sogar die inverse Korrelation mit
Fettmasse gezeigt (Cypess et al., 2009; Virtanen et al., 2009; Marken Lichtenbelt et al.,
2009). Da BAT durch das ,Verbrennen“ von sowohl Glukose als auch Fettsiduren einen
starken Energiebedarf- und umsatz hat, wird spekuliert dieses Gewebe als Therapieansatz
fiir Adipositas und andere Erkrankungen zu nutzen (Farmer, 2009; Enerback, 2010). In
Bezug auf ApoE ist weder seine Expression noch eine potentielle Funktion in diesem
Gewebe bekannt, doch weil BAT dem weiBen Fettgewebe ist vielen Eigenschaften dhnlich

ist, erscheint es wahrscheinlich, dass ApoE auch von braunen Adipozyten produziert wird.
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Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit soll untersucht werden, wie das multifunktionelle Lipidtransportmolekiil
ApoE die Entstehung von Adipositas und Insulinresistenz im Mausmodell beeinflusst.
Unter Verwendung des ApoE-defizienten Mausmodells, dem genetisch dasjenige Gen
fehlt, das fiir ApoE kodiert, soll charakterisiert werden, welche Rolle ApoE bei der mit
einer fettreichen Nahrung induzierten Adipositas spielt und welche Organe im Korper, die
am Energiestoffwechsel beteiligt sind, dabei von Bedeutung sind. Dafiir wird Wild-Typ-
und ApoE-defizienten Tieren eine Hochfett- bzw. Kontrolldidt gefiittert um Adipositas
auszulosen. Neben makroskopischen Verinderungen im Korper wie Gewicht- und
Fettansammlung, sollen Lipide in Leber und Fettgewebe quantifiziert und auch in ihrer
biochemischen Zusammensetzung analysiert werden. Mit molekularbiologischen
Methoden soll bestimmt werden, wie sich exzessive und ektope Lipidablagerung, die mit
Adipositas verbunden sind, auf chronische Entziindungsprozesse in Leber und Fettgewebe
auswirkt. Entwicklung von Knochen- und Fettgewebe sind entwicklungsbiologisch eng
miteinander verkniipft, weshalb hier der Knochenstoffwechsel histologisch und
biochemisch in Abhingigkeit von Ernihrung und ApoE untersucht werden soll. Uber die
systemische Analyse des Glukosestoffwechsels soll eine Aussage gewonnen werden, ob die
Beobachtungen, die auf zellulirer Ebene in den Organen gesammelt wurden, eine
Korrelation mit der Funktion von ApoE liefern und ob die Entstehung der Insulinresistenz

mit der Funktion von ApoE erklart werden kann.
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2. Material und Methoden

Dieses Kapitel stellt die im Rahmen der Promotion benutzten Materialien und Techniken
zusammen. Bei Materialen wird bei der Erstnennung der Hersteller mit Standort genannt,
im Folgenden dann nur noch der Firmenname. Bei gewohnlichen Chemikalien wird darauf
ganz verzichtet. Die verwendete Mauslinie war bei Beginn der Promotion schon im Labor

etabliert. Daher wird hier deren Darstellung und Erstbeschreibung zitiert.

2.1.: Biochemische Reagenzien
Alle biochemischen Reagenzien wurden von Sigma-Aldrich (USA) bezogen, insofern nicht

anders angegeben.

2.2.: Mausmodelle und Diaten

Alle Tierexperimente wurden mit Genehmigung des Tierschutzkomitees des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf und der Behorde fiir Wissenschaft und
Gesundheit, Stadt Hamburg durchgefiihrt. Mannliche C57BL/6J Wild-Typ und Apoe/--
Tiere (Zhang et al., 1992; Plump et al., 1992) wurden unter einem 12 h-Tag/Nacht-Zyklus
gehalten. Fiir die Fiitterungsstudien wurden die Hochfettdidt Bio-Serv F3282, 35 % w/w
Fett (HFD) und die Kontrolldidat Bio-Serv F4031, 7 % w/w Fett (KD) ad libidum fiir 16

Wochen beginnend im Alter von 4 Wochen.

2.3.: Plasma- und Urin-Analyse

Die Tiere wurden 4 h vor der Organentnahme gefastet. TAG und Cholesterol wurden im
Plasma mit kommerziellen kits (Roche) bestimmt. Die Insulinkonzentration wurde mit
einem kommerziellen rat/mouse insulin assay kit (Chrystal Chem) gemessen.
Adiponektin und Leptin wurden mit ELISA von R&D Systems quantifiziert. Ein
immunoradiometrischer Test (IRMA, Immutopics) wurde fiir die quantitative
Bestimmung des Osteocalcin eingesetzt. Um den Grad der Osteocalcin-Carboxylierung zu
bestimmen, wurde eine Hydroxyapatit-Methode eingesetzt (Niemeier et al., 2008). Der
orale Glukosetoleranztest wurde durchgefiihrt in dem 1,5 g/kg Glukose in 200 pL H.O per
Gavage nach einer vierstiindigen Nahrungskarenz mit einer Fiitterungsnadel verabreicht
wurden. Blutglukose wurde zu den angegebenen Zeitpunkten mit AccuCheck Aviva-
Teststreifen (Roche) gemessen. Der Insulin-Toleranztest wurde durchgefiihrt indem 1U/kg
Insulin (Insuman Rapid, Aventis) intra-peritoneal injiziert und die Blutglukose wie oben

beschrieben gemessen wurde.
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2.4.: Computed tomography (CT)-basierte Korperkompositionsanalyse

Der Fettgehalt der Mause wurde radiographisch mit einem mobilen LaTheta nCT-Scanner
(Aloka Inc., Japan) anhand der Angaben des Herstellers bestimmt (Rotations-
geschwindigkeit: 4,5 s, Rontgenspulenspannung: 50kV bei einem Stiarke von 1,0 mA). CT-
Scans von narkotiserten Mausen wurden im Alter von 19 Wochen durchgefiihrt. Dazu
wurden 1 mm Intervalle aufgenommen, die Leber und die gesamte abdominale
Bauchhohle einschlieSen. Viszerales und subkutanes Fettvolumen [cm3] wurde in den

Intervallen zwischen den Wirbel L1 bis L6 bestimmt (n=4 Tiere pro Gruppe).

2.5.: Histologie und histomorphometrische Analysen
In Paraffin eingebettete Gewebeproben wurde geschnitten und mit Hamatoxilin und Eosin
gefairbt. Morphometrische Analysen des Fettgewebes wurden mit ImageJ

(rsbweb.nih.gov/ij/) durchgefiihrt, wobei eine threshold-Methode verwendet wurde.

2.6.: Histomorphometrie und Histologie des Knochens

Nach der Priaparation des Skeletts wurde es in 3.7 % PBS-gepuffertem Formaldehyd fixiert.
Nach der Dehydrierung in Ethanol wurden die Unterschenkel (Tibiae) und Wirbelkoérper
(Vertebrae) in Methylmethacrylat eingebettet und 5 pm-Schnitte wurden in der
Sagittalebene auf einem rotierenden Mikrotom (Cut 4060E; MicroTech) hergestellt. Die
Schnitte wurden mit Toluidin-Blau oder mit von Kossa/van Gieson gefiarbt. Quantitative
Histomorphometrie wurde auf Toluidin-Blau—gefarbten proximalen Tibia- und lumbar
Vertebra-Schnitten durchgefiihrt. Fiir vergleichende Histomorphometrie wurden
Knochenvolumen [%], Trabekeldicke [um], Trabekelanzahl [pro mm], Trabekelabstand
[um], Osteoblastenanzahl [pro mm], Osteoklastenanzahl [pro mm], Kortikale Dicke [%]
und trabekulare and kortikale Knochenbildungsrate [pm3/pum2/Jahr) anhand der
Standards der American Society for Bone and Mineral Research (Parfitt et al., 1987) mit
Hilfe des Osteomeasure histomorphometry system (Osteometrics) gemessen. Fiir die
Messung der dynamischen histomorphometrischen Indizes wurde Kalcein nach der
Doppelmarkierungsmethode  injiziert = (Amling et al., 1999). Fir die
Fluorochrommessungen wurden zwei 12 um-Schnitte pro Tier in Fluoromount (Electron

Microscopy Sciences) eingebettet und vermessen.

2.7.: Gesamtlipidbestimmung in Lebergewebe

50 mg gefrorenes Lebergewebe wurden in Lysis-Puffer (2 mM CaCl2, 80 mM NacCl, 1%
TritonX-100, 50 mM Tris/HCI, pH 8.0) homogenisert. TAG und Cholesterol wurden mit
kommerziellen Kits (Roche) bestimmt. Die Proteinbestimmung wurde mit einer Lowry-

Methode durchgefiihrt, die fiir fetthaltige Proben mit 0,1% SDS modifiziert war.
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2.8.: RNA-Extraktion und quantitative real-time PCR

RNA von gefrorenen Leberproben wurde mit Hilfe von Trizol (Invitrogen), TissueLyser
und RNeasy system (Qiagen) extrahiert. DNA-Verunreinigungen wurden auf der Saule
durch DNase-Behandlung (RNase-Free DNase set; Qiagen) entfernt. 1 uyg RNA wurde in 50
uL Reaktionsvolumen mit dem High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems)
umgeschrieben. Quantitative real-time PCR wurde wie beschrieben durchgefiihrt (Zitzer et
al., 2006). Fiir alle Gene wurden Assay-on-Demand primer/probe von Applied Biosystems
verwendet. Unter Verwendung der Expression des Haushiltergens TBP wurde die relative

Expression mit der AACi-Methode (Livak und Schmittgen, 2001) errechnet.

2.9.: Fettsauren-Analytik

Fettsaurenmethylester-Standards wurden von Restek, Cayman and Supelco bezogen.
Gesamtlipide von Leber und Fettgewebe wurden nach der Methode von Folch (FOLCH et
al., 1951) extrahiert. Dazu wurden 250 pul Butylhydroxytoluol (0,1 mol/l in Methanol) und
6 ml Chloroform/Methanol (2:1) zu 50 mg Gewebe hinzugefiigt. Nach der
Homogenisierung mit einem Ultraturrax wurden die Proben auf 50 °C fiir 30 min erhitzt
und anschliefend zentrifugiert (1800 g, 5 min). Die Lipidklassentrennung von
Lebergewebe wurde nach der Methode von Hamilton und Comai (Hamilton und Comai,
1988) mit Silika-Saulen (Separtis) erreicht. Die aufgetrennten Lipidfraktionen wurden
evaporiert und in Methanol/Toluol (4:1) gelost. Fettsaiurenmethylester wurden nach der
Methode von Lepage und Roy (Lepage und Roy, 1986) hergestellt, bis auf dass anstatt
Benzol Toluol verwendet wurde. 100 ul des Gewebeextraktes, 2 ml Methanol/Toluol (4:1),
50 ul Heptadecansdure (200 pug/ml in Methanol/Toluol, 4:1) und 200 pl Acetylchlorid
wurden fiir 1 h bei 100 °C erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden 5 ml
6%-iges Na,CO; hinzugefiigt. Nach dem Zentrifugieren (1800 g, 5 min.) wurden 150—200
ul der oberen Schicht in Messrohrchen iiberfiihrt. Fiir Lebergewebe wurde eine
Vorverdiinnung hergestellt, indem 1.6 ml Toluol im Vorraus dem Na,CO; beigemischt
wurde. Gas-chromatographische Analytik wurde mit einem HP 5890 Gaschromatograph
(Hewlett Packard) durchgefiihrt, der mit einem flame ionization detector (Stationary
phase: DB-225 30 m 9 0.25 mm id., film thickness 0.25 um; Agilent) ausgestattet war.

Signalidentifikation und —quantifizierung wurde anhand des Standards erméglicht.

2.10.: Isolation und Kultur von primaren murinen Adipozyten

Es wurde die Methode von Rodbell (Rodbell, 1964) zur Grundlage genommen.
Epididymale Fettdepots wurde von mannlichen C57BL/6J Wild-Typ und Apoe/--Tiere
prapariert, in physiol. NaCl-Losung (Braun) gewaschen und in der Collagenase-Losung
(siehe unten) mit kleiner Gewebeschere zerkleinert. Die Adipozyten und andere Zellen

wurden durch Inkubation mit 1 mg/mL Collagenase II /(Biochrom AG) in DMEM
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(Invitrogen) (10 mg Collagenase II/ g Fettgewebe) fiir 60 min im Wasserbad bei 37 °C
unter leichtem Schiitteln vereinzelt. Gewebereste wurden von Zellsuspension durch
Filtration durch ein Polyproylen-Filter (100 pm, Nunc) abgetrennt. Durch Zentrifugation
bei 1200 rpm fiir 10 min wurde die stromal-vaskulare Fraktion nebst Erythrozyten
pelletiert. Das Pellet wird in 10 mL Erythrozytenlysispuffer fiir 10 min inkubiert und
abzentrifugiert (2x). Der dann weiBe Neiderschlag wurde in 10 mL Standardmedium
(Invitrogen) aufgenommmen und in T75 (Nunc) ausgesetzt. Am nichsten wurden die
Zellen passagiert und mit 250.000 Zellen/mL auf 24-Loch-Platten (Nunc) ausgesetzt
(125.000/Loch, d-2). Die Differenzierung wurde am do durch Wechsel auf
Induktionsmedium initiiert. Am d3 wurde auf Insulinmedium gewechselt, am d5 auf
Standardmedium. Am d7 wurden die Zellen fiir das jeweilige Experiment verwendet (die

Medien sind in Tab. 2 zur Ubersicht niher beschrieben).

A
Komponente Menge
DMEM high glucose (Invitrogen)
FCS (Invitrogen) +10% v/v Medium
PS (Invitrogen) +1% v/v Medium
Insulin 10 mg/mL 2 uM
Dexamethason 0,1 uM
IBMX 450 uM
Rosiglitazon BRL49653 (Cayman) 1 uM
B
Medium Insulin Dexamethason IBMX Rosiglitazon
Induktion + + + +
Insulin -+ + - -
Standard - - - -

Tab. 2.: Zusatze und Differenzierungsmedien
In Tab. 2A sind die Komponenten, die fiir die Adipozyten-Differenzierung verwendet wurden
zusammengefasst. 2B stellt eine Ubersicht iiber die Supplementation fiir die entsprechenden

Kulturmedien dar.

21



Material und Methoden

2.11.: Fettrotfarbung

Am dy wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fiir 30 min bei RT in 4%-
Paraformaldehyd in PBS fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 10 min in Oil-Red-O-
Losung (1 mg/mL in 60%-Isopropanol) gefarbt und dreimal mit H,O gewaschen. Nachdem
die Ergebnisse bildlich festgehalten wurden, wurden die Zellen mit Isopropanol entfarbt
und der extrahierte Farbstoff im Photometer bei 560 nm gegen Isopropanol als

Referenzwert vermessen.

2.12.: Stimulation mit TNFa in vitro

Am d7 wurden die Zellen iiber Nacht in Hungermedium (DMEM Glutamax low glucose,
Invitrogen; 0,1% Fettsaure-freies bovines Serumalbumin), das mit (bzw. ohne) 2 ng/mL
mTNFa (Promega) supplementiert war inkubiert. Nach 24 h wurden die Zellen in Trizol

(Invitrogen) aufgenommen.

2.13.: Lipoprotein-Isolierung

40 mL humanes Plasma eines gesunden Spenders wurden mit KBr auf eine Dichte von 1,21
g/mL eingestellt. Fiir einen Dichtegradieten wurden mit Stammlosungen A (p = 1,33 - 1,34
g/mL; KBr in 0.9 % w/w NaCl, 10 mM Tris/Cl, pH 8.6) und B ( p = 1,006 g¢/mL; KBr in 0.9
% w/w NaCl, 10 mM Tris/Cl, pH 8.6) nach der Formel X mL A p(A) + Y mL B x p(B) = (X
mL + Y mL) x ,,Dichte der Wahl“ Losungen der Dichten p = 1,019 (Losung C) und p = 1,063
g/mL (Losung D) hergestellt. Fiir die Gradientenherstellung wurden UZ-Rohrchen (ca.
11,5 mL Polyallomer Beckman fiir SW 41 Rotor, Beckmann) zunéchst mit 1 mL B beladen.
Dann wurde mit 2 mL C, 2 ml D und zuletzt mit 6 mL humanem Plasma p = 1,21 mit
langer Kaniile unterschichtet. AnschlieBend wurden die Proben fiir 20 h bei 4°C und
38.000 rpm im SW 41 Rotor, Beckman UZ zentrifugiert. Nach der Ultrazentrifugation sah
der Gradient wie folgt aus: Die weiBliche, triibgelbe Bande der VLDL befand sich oben im
Gradienten. Darunter lag eine stark dunkelgelb-orange LDL-Bande. Danach war eine
schwach gelbe, relativ breite HDL-Bande sichtbar. Die VLDL und LDL wurden sequentiell
von oben nach unten mit einer umgebogenen Kaniile abgenommen. Die erhaltenen
Losungen wurden in PD10-Siulen (Amersham) gemiB den Angaben des Herstellers in

PBS umgepuffert.

2.14.: ApoE-Uberexpression

Die Zellkultur-Uberstinde von ApoE-iiberexprimierenden Zellen waren eine Gabe von Dr.
D. Lasrich. Kurz gesagt wurde, um ApoE konstitutiv in hoher Konzentration zu erhalten,
cDNA, die fiir humanes ApoE kodiert in den pLEGO (Weber et al., 2010) kloniert und in

einem Lenti-viralen Vektor verpackt. Mit diesem wurde die humane mesenchymale
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Stammzelllinie hMSC-TERT (Simonsen et al., 2002; Prawitt et al., 2008) infiziert und
anschlieBend die ApoE-Expression charakterisiert. Dieses neue Zellsystem liefert in hohen
Konzentrationen ApoE-reiche Uberstinde. Diese wurden auf 5 pug/mL ApoE mit Hilfe
eines ApoE-ELISA (Genentech) durch Zugabe von frischem DMEM eingestellt und fiir die

Inkubation/Differenzierung der primiren Adipozyten verwendet.

2.15.: Aktivierung des BAT durch Kéalteexposition
Das braune Fettgewebe wurde durch Kilteexposition aktiviert. Dafiir wurden die Tiere fiir
24 h in einem Kiihlraum bei 4°C gehalten bzw. die Kontrolltiere bei Raumtemperatur. In

den letzten 4 h wurden die Tiere zusatzlich gefastet.

2.16.: Herstellung von ApoE-freien TRL

ApoE-defiziente Tiere wurden mit 370 KBq [9,10-3H(N)]-triolein pro Maus gavagiert und
das Blut nach 2 h entnommen. Das Plasma wurde einem Ultrazentrifugationsschritt (siehe
2.13) unterzogen und die TRL-Fraktion iiber eine PD10-Sdule (Amersham) in PBS

umgepuffert.

2.17.: Organverteilung von radioaktiv-markierten TRL

200 uL der ApoE-freien wurden in die Schwanzvene von BAT-aktivierten Wild-Typ- und
Apoe/—-Tieren injiziert und nach 15 min das Blut und die Organe unter Narkose
entnommen. Die Organe wurden 1:10 in Solvable (PerkinElmer) fiir 1 h bei 60°C gelost

und die Radioaktivitit 1:5 in UltimaGold (PerkinElmer) Szintillationsfliissigkeit bestimmt.

2.18.: Histologie

Tiefgefrorene Gewebeproben wurden in Paraffin eingebettet, einer Alkoholreihe
unterzogen, getrocknet, mit einem Mikrotom geschnitten und mit Hamatoxylin-Eosin
gefarbt.

2.19.: Statistik
Statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des zweiseitigen, ungepaarten Student”™s T-Test

iiberpriift. Bei P<0,05 wurde statistische Signifikanz angenommen.
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3. Ergebnisse

Dieses Kapitel stellt die im Rahmen der Promotion erzielten Ergebnisse dar. Dabei werden
zunidchst die Ergebnisse der Adipositas-Fiitterungsstudie im Tiermodell dargelegt. Im
ApoE-defizienten Mausmodell und Wild-Typ-Kontrolltieren wurde durch Fiittern einer
fettreichen Nahrung eine Adipositas ausgelost. Die Auswirkungen dieser Adipositas in
Anhiangigkeit von ApoE werden organspezifisch fiir Leber, Knochen und Fettgewebe.
SchwerpunktmiBig wurde die Funktion des ApoE im Fettgewebe untersucht. Zu diesem
Zweck wurden primare murine Adipoyzten, die von Wild-Typ- und Apoe-/--Tieren isoliert
wurden, charakterisiert. Hierbei wird Bezug auf Adipogenese, zellulire Markermolekiile

und chronische Entziindung genommen.
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3.1.: Diat-induzierte Adipositas in Wild-Typ und ApoE-defizienten Tieren

Die Fiitterung der Tiere begann nach dem Abstillen durch die Muttertiere im Alter von 4
Wochen. Die Hochfettdiat (HFD) enthilt 35 % w/w TAG (Kontrolldiat, KD 5 % w/w) und
ist daher geeignet, primar Fettleibigkeit zu erzeugen, die sich in der Zunahme an weiBem
Fettgewebe manifestiert. Dieses Futter unterscheidet sich grundsitzlich von Futtermitteln,
denen Cholat und Cholesterol beigemischt sind, um Atherosklerose auszulosen. Um
auszuschlieBen, dass sich HFD und KD in ihrer Komposition unterscheiden, wurde in
dieser Studie ein besonderes Futter verwendet, dass ein definiertes Fettsaureprofil zeigt.
HFD und KD unterscheiden sich demnach nicht in Komposition, sondern nur in der
Menge bestimmter Fettsiduren in den TAG. In der folgenden Abbildung 3.1 ist der
Gewichtsverlauf nach Beginn der Fiitterung in Wild-Typ und Apoe~/--Tieren gezeigt.
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Abb. 3.1.: Gewichte der Wild-Typ und Apoe“/--Tiere im Verlauf der Futterungsstudie

A: Wihrend Tiere auf der Kontrolldidt nach 18 Wochen ihr endgiiltiges Korpergewicht erreicht
haben, nehmen die Tiere auf HFD weiterhin zu. Dabei zeigen die Apoe/~-Tiere eine deutlich
verminderte Gewichtszunahme (n=14; P < 0,01: **, P < 0,001: **¥*), B: Dieser Gewichtsunterschied

zwischen Wild-Typ- und Apoe-/--Tieren nach HFD ist auch makroskopisch zu erkennen.

Wie erwartet nehmen die Wild-Typ-Tiere rasch an Gewicht zu (Abb. 3.1A), wobei die Tiere
auf KD mit 18 Wochen ausgewachsen sind (Gewicht im Alter von 20 Wochen: ca. 32 g).
Auf HFD jedoch sind die Tiere deutlich schwerer und zeigen keine Begrenzung in der
Zunahme des Korpergewichts wihrend der Fiitterungsperiode (Gewicht im Alter von 20
Wochen: ca. 46 g). In ApoE-defizienten Mausen, denen dasjenige Gen, das fiir ApoE
kodiert, fehlt, ist auf KD kein Unterschied im Kérpergewicht im Vergleich zum Wild-Typ.
Betrachtet man jedoch den Verlauf auf HFD, so liegt die Gewichtskurve deutlich unter
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derjenigen des Wild-Typs, mit einem Gewicht im Alter von 20 Wochen, das bei ca. 39 g
liegt. Dieser Unterschied lasst sich auch makroskopisch am Aussehen der Mause erkennen
(Abb. 3.1B).

Dass tatsidchlich eine Adipositas, d.h. eine Fettleibigkeit vorliegt, konnte nicht-invasiv
mittels in vivo uCT festgestellt werden. In Abb. 3.2 sind reprisentative Aufnahmen aus der
uCT-Messung dargestellt. Je dichter ein Gewebe desto heller ist der Kontrast im Bild
(Knochenwirbel erscheinen weil3, Fett ist relativ dunkel). Es ist zu erkennen, dass die HFD
im Wild-Typ sowohl eine drastische Zunahme an viszeralem als auch an subkutanem Fett
induziert (siehe Abb. 3.2A). Nimmt man die Bauchdecke als Begrenzung so kann diese
Zunahme durch die Farbgebung in Abb. 3.2B sichtbar gemacht und Bestimmung der
Flache zur Quantifizierung genutzt werden (Abb. 3.3). Die Akkumulation von weilem

Fettgewebe ist in den Apoe~/--Tieren vermindert.

Wild-Typ KD Wild-Typ HFD Apoe’- KD Apoe’ HFD

Abb. 3.2.: Bestimmung der Korperkomposition in Wild-Typ und Apoe/--Tiere nach
HFD/KD-Futterung mittels in vivo uCT

A: Nach 19 Wochen wurden die Tiere unter Narkose einer in vivo uCT-Messung unterzogen.
B: Anhand der Bauchdecke kann innerhalb (abdominal-viszeral, pink dargestellt) und auBerhalb

(subkutan, gelb dargestellt) liegendes Fettgewebe unterschieden werden.
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Im Alter von 20 Wochen wurden die Tiere sakrifiziert und die Organe zur
Gewichtsbestimmung und fiir weitere Analysen entnommen (Abb. 3.3). Das Gewicht der
Leber, eines der wichtigsten Organe im Energiestoffwechsel, ist weder durch den Genotyp
der Tiere noch durch deren Fiitterung deutlich beeinflusst. Anders verhalt sich dagegen die
Masse an epididymalen und subkutanen Fettgewebe, die die Ergebnisse der uCT-Messung

bestatigt — ApoE-defiziente Tiere zeigen eine stark abgeschwichte Adipositas.
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Abb. 3.3.: Leber- und Fettmasse in Wild-Typ und Apoe~-Tieren nach HFD/KD-
Futterung — Vergleich zur Quantifizierung mittels uCT

A: Nach 20 Wochen wurden die Organe entnommen. Wiahrend das Gewicht der Leber nicht durch
die HFD verdndert ist, nehmen die Fettgewebe massiv an Gewicht zu. Dabei nehmen Apoe~/--Tiere
deutlich weniger zu (n=6; P < 0,001: **¥*). B: Im Vergleich dazu die Quantifizierung mittels puCT:
der Befund aus der uCT-Messung lasst sich anhand der Organentnahme bestitigen und auf das

viszerale Fettgewebe erweitern (n=4; P < 0,05: *, P < 0,001: ***),
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3.2.: Analyse der Serumparameter und Insulinresistenz in Wild-Typ und
ApoE-defizienten Tieren nach HFD/KD-Futterung

Die enorme Ansammlung von Fettgewebe ist mit einer Anderung der Spiegel einer
Vielzahl von Lipoproteinen, Hormonen, Zytokinen und vor allem Glukose verbunden. In
den HFD-gefiitterten Wild-Typ-Tieren verdndern sich die Blutlipide in Richtung
Hypercholesterolimie mit keiner Anderung in den TAG-Spiegeln (Tab. 3).

Wild-Typ Apoe”’
KD HFD KD HFD

Cholesterol [mg/dl] 141 + 25 188 + 19™ 444 + 75%## 376 + 95 ##
TAG [mg/dl] 54+11 55+ 15 104 + 43## 83 + 24##
Glucose [mg/dl] 137 + 26 179 + 25™ 114 + 31# 153 + 29™#
Insulin [mU] 06+0.3 3.7+1.9™ 0.8+0.6 21+£1.1™%
Leptin [ng/ml] 6.1 + 6.4 26.6 +9.9™ 31422 18.9 +8.9™%
Adiponektin [ug/mi] 329+58 346 +8.7 28.4+50 33853

Tab. 3.: Serumparameter in Wild-Typ und Apoe“/--Tieren nach HFD/KD-Futterung
Nach 20 Wochen wurden die fiir den Energiestoffwechsel wichtigsten Serumparameter bestimmt.
Die Apoe-/~-Tiere zeichnen sich wie erwartet durch eine Hypercholesteroldmie aus, wobei auch die
Wild-Typ-Tiere erhohte Cholesterolwerte nach HFD aufweisen. Die HFD-induzierte Hyperglykdmie
ist bei Apoe/~-Tieren weniger stark ausgeprigt, ebenso wie die Hyperinsulindmie und -leptindmie.
Die Adiponektin-Level sind nicht signifikant verdndert (n=6; Wild-Typ: KD vs. HFD und Apoe~/-:
KD vs. HFD P < 0,05: *, P < 0,01: **, P < 0,001: ***; KD Wild-Typ vs. Apoe/- und HFD Wild-Typ vs.
Apoe/-P < 0,05: #, P <0,01: ##, P < 0,001: ###).

In den ApoE-defizienten Tieren liegt erwartungsgemiaB auf KD schon eine
Hypercholesterolamie vor, die sich nach HFD kaum verandert. Gleiches gilt fiir die TAG-
Spiegeln; es liegt also unabhiangig von der Diat eine kombinierte Hyperlipiddamie durch
Akkumulation von ApoE-freien Lipoproteinpartikeln vor. Im Menschen sind mit der
Adipositas oft Erhohung von Glukose (Hyperglykdmie), Insulin (Hyperinsulinamie),
Leptin und eine Erniedrigung von Adiponektin verbunden. Diese Veranderungen sind
auch im Wild-Typ auf HFD zu beobachten: Glukose, Insulin und Leptin sind stark erhoht.
Nur Adiponektin liegt noch im Bereich der Tiere auf KD. In allen Belangen zeigen die
Apoe/~-Tiere eine abgeschwichte Erhohung von Glukose, Insulin und Leptin -

Adiponektin ist sogar leicht erhoht.
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Ein weiteres Hauptmerkmal der Adipositas ist die Insulinresistenz, d.h. eine verminderte
Signalwirkung des Insulins. Dies hat zur Folge, dass Glukose nach der Aufnahme langer im
Blut verbleibt. Um zu testen, wie sich die vier Gruppen in Bezug auf Glukoseaufnahme
verhalten, wurde im Alter von 19 Wochen ein oraler Glukosetoleranztest durchgefiihrt, ein
Verfahren, dass auch beim Menschen ein standardisiertes MaB zur Bestimmung der
Glukosetoleranz ist (Abb 3.4).
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Abb. 3.4.: Oraler Glukose- und Insulintoleranztest in Wild-Typ und Apoe/--Tieren
nach HFD/KD-Futterung

A: Nach 20 Wochen wurde den Tieren oral 1,5 mg/kg Glukose verabreicht. Bei den HFD-
gefiitterten Tieren liegt eine Hyperglykdmie vor, die jedoch bei Apoe-/--Tiere abgeschwicht ist. Im
Verlauf des Tests kliaren die KD-gefiitterten Tiere die Glukose wesentlich schneller als die HFD-
Tiere; im Vergleich zu den Wild-Typ-Tieren sind die Apoe”/--Tiere durch eine beschleunigte
Glukoseentfernung aus dem Blut gekennzeichnet. B: Nach Injektion von 1 U/kg Insulin sinkt die
Blut-Glukose in den Apoe~/--Tiere Tieren deutlich schneller. C: Der Insulinanstieg ist in den Apoe-/--
Tiere auf HFD erniedrigt. (n=6; Wild-Typ: KD vs. HFD und Apoe~/-: KD vs. HFD P < 0,05: *; KD
Wild-Typ vs. Apoe”/- und HFD Wild-Typ vs. Apoe”/- P < 0,05: #)
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Nach der oralen Gabe steigt die Glukose im Blut in allen Gruppen an (Abb. 3.4A). Die
Aufnahme in die Gewebe ist jedoch stark unterschiedlich zwischen KD und HFD, derart,
dass die KD-gefiitterten Tiere die maximale Konzentration nach 15 min, die HFD-
gefiitterten Tiere nach 30 min zeigen, d.h. die Aufnahme der Glukose ist verzogert. Auch
das Maximum, das im Blut gemessen werden kann, ist stark unterschiedlich (KD: ca. 275
mg/dL vs. HFD: ca. 345 mg/dL). Die Apoe”/--Tiere zeigen auf beiden Didten eine hohere

Insulinsensitivitit, die Glukose wird schneller aufgenommen als im Wild-Typ.

Die verlangsamte Aufnahme der Glukose kann zum einen durch eine abgeschwachte
Insulinwirkung aber auch durch eine verringerte Ausschiittung des Insulins verursacht
werden. Um ersteres zu testen, wurden den HFD-gefiitterten Tieren im Alter von 19
Wochen Insulin intraperitoneal injiziert und die Abnahme der Glukose-Konzentration
verfolgt (Abb. 3.4B). Die Glukose wird in den Apoe/--Tiere schneller aufgenommen; sie
haben eine hohere systemische Insulinsensitivitit. Um diesen Befund zu bestatigen, wurde
die Erhohung der Insulinkonzentration nach Glukose-Gabe gemessen. Die Messung

spiegelt die Ergebnisse aus Glukose- und Insulintoleranztest wieder (Abb. 3.4C).

Die oben genannten Teilergebnisse dieser Studie wurden kiirzlich publiziert (Bartelt et al.,

2010).

3.3.: Auswirkung der HFD auf den Lipidstoffwechsel der Leber in Wild-Typ
und ApoE-defizienten Tieren

Die Leber ist die zentrale Plattform fiir den systemischen Transport von exo- und
endogenen Lipiden aus Nahrung und Fettgewebe. Lipide gelangen als freie Fettsduren vom
Fettgewebe zur Leber und von dort als TAG in Lipoproteinen wieder in die Peripherie.
Eine weitere pathophysiologische = Komplikation der Adipositas ist die
(alkoholunabhingige) Verfettung der Leber (Steatose oder non-alcoholic fatty liver
disease, NAFL), die im schweren Fall auch mit einer chronischen Entziindung verbunden
sein kann (Steatohepatitis, non-alcoholic steatohepatitis, NASH). Um zu erfassen, wie sich
die HFD auf den Lipidstoffwechsel der Leber auswirkt, wurde zunichst die
makroskopische und biochemische Lipidakkumulation analysiert (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5.: Lipidakkumulation in der Leber von Wild-Typ und Apoe~/-Tieren nach
HFD/KD-Futterung

A: Nach 20 Wochen wurden die Leber entfernt und in der Hamatoxylin-Eosin (HE)-Histologie
analysiert. Schon basal zeigen die Apoe-/--Tiere eine hohere Lipidakkumulation, zu erkennen an den
feinen kreisrunden Einlagerungen, welche sich nach HFD erweitern. B: Die makroskopische
Analyse lasst sich auch durch biochemische Quantifizierung bestatigen. Sowohl Leber-TAG als auch
—cholesterol sind bei beiden Didten in den Apoe~/--Tieren hoher (n=6; Wild-Typ: KD vs. HFD und
Apoe/: KD vs. HFD P < 0,05: *, P < 0,001: ***; KD Wild-Typ vs. Apoe/- und HFD Wild-Typ vs.
Apoe/- P < 0,05: #, Balken 100 um).

In der Histologie ist deutlich zu erkennen, dass die HFD-Fiitterung sowohl in Wild-Typ-
als auch in ApoE-defizienten Tieren eine Ansammlung von Lipiden verursacht (Abb. 3.5A).
Auffallig ist weiterhin, dass die ApoE-defizienten Tiere auch auf KD schon eine erhohte
Lipidkonzentration im Lebergewebe haben. Durch Quantifizierung mittels biochemischer
Methoden (Abb. 3.5B), lisst sich die HFD mit vermehrter Akkumulation von sowohl TAG
als auch Cholesterol assoziieren. Die ApoE-defizienten Tiere weisen schon auf KD TAG-
und Cholesterolspiegel auf, wie der Wild-Typ auf HFD. Es lasst sich zusammenfassen, dass

in den Apoe”/--Tiere eine Steatose vorliegt — sowohl auf KD als auch auf HFD.

3.4.: Entzindungsreaktion in der Leber von Wild-Typ und Apoe~--Tieren nach
HFD/KD-Futterung

Ansammlungen von Lipiden auBerhalb des Fettgewebes (ektope Fettablagerungen) stellen
unphysiologische Prozesse dar, auf die der Korper wie auf etwas Fremdes reagiert.
Folgerichtig werden durch ektope Lipidakkumulation Zellen des Immunsystems (ins
Besondere Makrophagen, aber auch einige Klassen der T-Lymphozyten) angezogen und
aktiviert. Zum einen produzieren Kupfferzellen in der Leber, die sich dort unabhingig vom

Entziindungsgrad befinden, pro-inflammatorische Zytokine (TNFa, IL-6), zum anderen
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locken auch Hepatozyten nach exzessiver Lipidbeladung durch MCP-1 weitere Monozyten
aus der Blutbahn an, die im Verlauf zu Makrophagen (CD68*/Emri*) reifen. Diese
Prozesse lassen sich phanomenologisch anhand von Markermolekiilen, die von beteiligten
Zellen exprimiert werden, detektieren. Zu diesem Zweck wurde von Lebergewebe im Alter
von 20 Wochen RNA isoliert, in ¢cDNA umgeschrieben und mittels der Tagman-

Technologie auf die Expression relevanter Gene hin untersucht (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6.: Expressionsanalyse von Entziindungsmarkern in der Leber von Wild-Typ
und Apoe~/--Tieren nach HFD/KD-Futterung

Nach 20 Wochen wurde die Leber entfernt, RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels
Tagman-Analyse wurde die Expression der unten genannte bestimmt. Es ist deutlich, dass
Lipidgehalt mit erhohter Expression von sowohl pro-inflammatorischen (Ccl2, Tnfa) als auch dem
anti-inflammatorischen Gen 1l-10 korreliert: Die Entziindungsmaker sind im Apoe-/--Hintergrund
auf beiden Didten erhoht. Auffillig ist jedoch, dass durch die HFD im Wild-Typ keine erhohte
Expression Cd68 und Emrl zu detektieren ist (n=6; Wild-Typ: KD vs. HFD und Apoe”/-: KD vs.
HFD P < 0,05: *, P < 0,01: **, P < 0,001: ***; KD Wild-Typ vs. Apoe~- und HFD Wild-Typ vs. Apoe-/-
P <0,05: #, P <0,01: ##, P <0,001: ###).

Neben der Bestiatigung, dass in Apoe”/--Tieren keinerlei Apoe-Expression zu detektieren
ist, korreliert Lipidbeladung mit der Expression von Tnfa, Cd68 und Emrl, d.h. auch
schon auf KD ist in den Apoe/--Tieren eine Entziindungsreaktion in der Leber festzustellen
(jedoch starker wie bei den Wild-Typ-Tieren auf HFD), die durch die HFD noch verstarkt
wird. Anders verhilt es sich mit Ccl2 und Cxcl10, die nur durch die HFD in beiden
Genotypen induziert werden. Das Muster der hepatischen Entziindung spiegelt nicht die
Lipidkonzentrationen wieder, d.h. Steatose korreliert nicht zwangsldaufig mit pro-
inflammatorischen Zellen und/oder Zytokinen und dariiber hinaus auch nicht mit Apoe-

Expression.
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3.5.: Fettsaurenanalytik der Gesamt- und Phospholipiden in Lebergewebe von
Wild-Typ und Apoe/--Tieren nach HFD/KD-Futterung

In der Leber korreliert der Lipidgehalt nicht zwangslaufig mit der Entziindungsantwort.
Da nicht nur die Gesamtheit der Lipide wichtig fiir Insulinsensitivitit und
Entziindungsprozesse ist, sondern auch die Fettsdurezusammensetzung, wurden aus
Gesamtlipiden (Abb. 3.7) und Phospholipiden (Abb. 3.8) nach Lipidklassentrennung die
Fettsdurekomposition mittels Gas-Chromatographie bestimmt. In der Darstellung der
Ergebnisse werden folgende Schwerpunkte gesetzt: die Produkte der A9-Desaturase, der n-
6 und der n-3 Weg der Fettsaurebiosynthese. Dariiber hinaus wird diejenige Darstellung

gewahlt, die Unterschiede fiir beide Genotypen im Vergleich zur jeweiligen KD

verdeutlicht.
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Abb. 3.7.: Verdnderung des Fettsaure-Profils der Gesamtlipide in der Leber von Wild-
Typ und Apoe~--Tieren nach HFD/KD-Futterung

Nach 20 Wochen wurde die Leber entfernt und die Fettsdurezusammensetzung mittels GC
bestimmt. Die Fettsduren sind als Veranderung zur entsprechenden KD dargestellt. Auffillig sind
die Anstiege in C18:2n-6 und C18:3n-6. Dariiber hinaus scheint der n-6 Weg in Abhéngigkeit von
ApoE reguliert zu sein, der n-3 Weg hingegen scheint nur leicht durch ApoE-Abwesenheit
modifiziert zu sein. Interessanterweise ist C16:1n-7 durch die HFD erniedrigt, in Apoe~/~-Tieren ist
diese Abnahme ausgepragter. (n=6; Wild-Typ: KD vs. HFD und Apoe~/-: KD vs. HFD P < 0,01: **, P
< 0,001: ***; KD Wild-Typ vs. Apoe/- und HFD Wild-Typ vs. Apoe’/- P < 0,05: #, P < 0,001: ###).
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Die Produkte der Ag-Desaturase, bei denen eine Doppelbindung eingefiigt wurde und zu
denen auch C16:1n-7 gehort, sind bei beiden Genotypen in den Gesamtlipiden erniedrigt,
starker jedoch in den Apoe”/--Tieren (Abb. 3.7). Die Anteile von Linolensaure (C18:2n-6)
und y-Linolensdure (C18:3n-3), die in relativ hohen Mengen in dem in der Studie
verwendeten Futter enthalten sind, nehmen erwartungsgemiB zu, sowie auch deren
weitere Produkte der n-6 und der n-3 Wege bis auf wenige Ausnahmen: in Wild-Typ-
Tieren nehmen C20:3n-6 (Dihomo-y-linolensdure) und C20:4n-6 (Arachidonsiure), im
Gegensatz zu Apoe”/--Tieren, wo beide erhoht sind, ab. Bezieht man diese Ergebnisse der
Gesamtlipide auf die Zusammensetzung der Phospholipide (Abb. 3.8), so wird deutlich,
dass die Gesamtlipide nicht direkt auf andere Lipidklassen zu iibertragen sind — sowohl

absolut als auch relativ, ins Besondere im Fall von C20:4n-6.
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Abb. 3.8.: Verdnderung des Fettsdure-Profils der Phospholipide in der Leber von
Wild-Typ und Apoe/--Tieren nach HFD/KD-Futterung

Nach 20 Wochen wurde die Leber entfernt, die Phospholipide abgetrennt und die
Fettsdurezusammensetzung mittels GC bestimmt. Die Fettsduren sind als Veranderung zur
entsprechenden KD dargestellt. Deutlich sind hier die Zunahme an C18.2n-6 und C18:3n-3 im
Apoe-/--Hintergrund. Wihrend der n-6 Weg eher abgeschaltet zu werden scheint — ins Besondere
Arachidonséure (C20:4n-6) — nimmt der Anteil der n-3-Fettsduren in Apoe/--Tieren eher zu — im
Wild-Typ eher ab. (n=6; Wild-Typ: KD vs. HFD und Apoe~/-: KD vs. HFD P < 0,05: *, P < 0,01: **, P
< 0,001: ***; KD Wild-Typ vs. Apoe’/- und HFD Wild-Typ vs. Apoe’/- P < 0,05: #, P < 0,01: ##, P <
0,001: ###).
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Betrachtet man die Schwerpunkte (A9-Desaturase-Weg: Produkte in beiden Genotypen
gleichermaBen erniedrigt; n-6 Weg: sehr viel stirkere Ansammlung von C18:2n-6 bei
herabgesetzten Spiegeln der entsprechenden Produkte; n-3 Weg: im Apoe/--Hintergrund
scheint der gesamte Weg zu akkumulieren), so deutet sich an, dass im Wild-Typ Ag9-
Desaturase-Produkte (Edukte relativ und absolut stark erhoht) stark verringert sind und
somit der Anteil der n-3 und n-6 Wege abnehmen. Bei den Apoe”/--Tieren ist der A9-
Desaturase-Effekt relativ schwiacher, C18:2n-6 und n-3 Weg dementsprechend erhoht im
Anteil.

Zusammenfassend stellt sich die Situation im Lebergewebe von Wild-Typ und Apoe/--
Tieren folgendermaBen dar: die Fiitterung einer HFD fiihrt sowohl in den Wild-Typ als
auch in den Apoe/--Tieren zur massiven Akkumulation von Cholesterol und TAG. Diese
ektope Fettablagerung ist mit einem deutlichen Anstieg in der Expression der
maBgeblichen Entziindungsmarker verbunden, allerdings vorwiegend nur im Wild-Typ.
Wihrend das Fettsaureprofil in Gesamt- und Phospholipiden in den Wild-Typ-Tieren
zeigt, dass anteilig die Produkte der n-3 und n-6 Wege abnehmen, ist diese Verschiebung

in den Apoe”/--Tieren umgekehrt messbar.

Die Teilergebnisse dieser Studie die Leber betreffend wurden in einem Manuskript

verwendet, dass sich in Vorbereitung zur Publikation befindet (Bartelt et al., 2011).

Neben der Akkumulation von Lipiden in der Leber, ist die Zunahme an weiBem
Fettgewebe ein wesentlicher Parameter der Fettleibigkeit. Im Folgenden wird dieser
Zusammenhang in Wild-Typ und Apoe”/-Tieren nach HFD/KD-Fiitterung naher

beschrieben.
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3.6.: Histologie des Fettgewebes von Wild-Typ und Apoe”-Tieren nach
HFD/KD-Futterung

Die exzessive Akkumulation von Fettgewebe bei Adipositas kann durch eine Zunahme in
der Anzahl der Adipozyten (Hyperplasie) oder in ihrem Durchmesser, d.h. in ihrem
zellularen Lipidgehalt (Hypertrophie) entstehen. Wiahrend hyperplasischem Fettgewebe
ein protektiver Effekt auf das T2DM-Risiko zugeschrieben wird, ist Hypertrophie mit
verstiarkter Insulinresistenz assoziiert. Um die Morphologie der Fettgewebe zu unter-

suchen, wurden hier die weiBen Fettdepots in der Histologie analysiert (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9.: Histologische Bestimmung der Adipozytengrof3e im weil3en Fettgewebe von
Wild-Typ und Apoe~--Tieren nach HFD/KD-Futterung

A: Nach 20 Wochen wurde das Fettgewebe entfernt, in Paraffin eingebettet und die Gewebeschnitte
mit HE gefarbt. Die HFD induziert eine deutliche Zunahme im Durchmesser der Adipozyten im
Wild-Typ, im subkutanen weiBen Fettgewebe (SubWAT) stirker als im epididymalen (epiWAT). Die
ApoE-defizienten Tiere zeigen eine deutlich geringere Lipidakkumulation. B: Dieser Unterschied
lasst sich mit Hilfe von ImageJ mit einer threshold-Methode quantifizieren. (n=3; P < 0,01: **, P <

0,001: **%)

Die hier verwendete HFD ist bei beiden Genotypen mit Hyperplasie verbunden, wobei sich
die geringeren Organgewichte in den Apoe~/--Tieren auch in kleineren Adipozyten wieder
spiegeln, ins Besondere in subkutanen Depots (Abb. 3.9A). Dieser Befund lasst mit Hilfe
der ImageJ-Software quantifizieren und bestatigen (Abb. 3.9B).
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3.7.: Entzindungsreaktion im weil3en Fettgewebe von Wild-Typ und Apoe~--Tieren

nach HFD/KD-Futterung

Exzessive Ansammlung von Lipiden im Fettgewebe stellt einen unphysiologischen Prozess

dar, auf den der Korper mit einer chronischen Entziindung antwortet. Hier wurde die

Expression von Genen bestimmt, die an diesem Prozess beteiligt sind. (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10.: Expressionsanalyse von Entzindungsmarkern im weil3en Fettgewebe von
Wild-Typ und Apoe/--Tieren nach HFD/KD-Futterung
Nach 20 Wochen wurde die epididymalen (epiWAT, A) und subkutanen (subWAT, B) Fettdepots

prapariert und mittels Tagman die Expression unten genannter Gene gemessen. Erhohter

Lipidgehalt korreliert mit erhohter Expression von pro-inflammatorischen Genen (Ccl2, Tnfa,

Cd68, Emrl), welche im Apoe~/--Hintergrund auf beiden Didten stark erniedrigt sind. Adipoq, das
Gen, das fiir Adiponektin kodiert, ist nur im Wild-Typ weniger transkribiert. (n=6; Wild-Typ: KD
vs. HFD und Apoe~/-: KD vs. HFD P < 0,05: *, P < 0,01: **, P < 0,001: ***; KD Wild-Typ vs. Apoe~/-

und HFD Wild-Typ vs. Apoe/- P < 0,05: #, P < 0,01: ##, P < 0,001: ###).
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Neben der Bestiatigung, dass in Apoe”/--Tieren auch im Fettgewebe keinerlei Apoe-
Expression zu detektieren ist, korreliert Lipidbeladung durch HFD mit der Induktion der
Gene Ccl2, Tnfa, Cd68 und Emrl (Abb. 3.10). In den ApoE-defizienten Tieren ist die
Antwort abgeschwicht, sowohl in subWAT (Abb. 3.10A) als auch in epiWAT (Abb. 3.10B).
Die Induktion von pro-inflammatorischen Markern ist prinzipiell im epiWAT hoher als im
subWAT. Obwohl im Serum keine Unterschied in der Adiponektin-Konzentration
festzustellen war, findet sich nach HFD zumindest eine erniedrigte Expression des Adipog-
Gens, jedoch im subWAT nicht bei ApoE-defizienten Tieren. Zusammengenommen ist

ApoE-Defizienz mit stark abgeschwiachter Entziindung im Fettgewebe assoziiert.

Zusammenfassend sind Adipozyten nach HFD/KD-Fiitterung in den Apoe~/--Tieren kleiner
als diejenigen in Wild-Typ-Tieren. Diese verringerte Hypertrophie Kkorreliert mit

verringerter Expression von Entziindungsmarkern im Fettgewebe.

Die Teilergebnisse dieser Studie das weiBe Fettgewebe betreffend wurden kiirzlich

publiziert (Bartelt et al., 2010).

In dieser Arbeit sollte schwerpunktmaBig die Bedeutung des ApoE im weiBen Fettgewebe
analysiert werden. Um die Befunde, die in der Fiitterungsstudie gewonnen wurden, weiter
zu flihren, wurden primire Adipozytenvorlduferzellen aus dem weilen Fettgewebe von
Wild-Typ und Apoe~/--Tieren isoliert und in vitro in Adipozyten differenziert. Die Methode

und vorgenommene Analysen werden im Folgenden vorgestellt.
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3.8.: Praparation von primaren Adipozyten

WeiBes Fettgewebe, das aus Adipozyten, KapillargefiBen, Makrophagen und den
jeweiligen Vorlauferzellen besteht, kann relativ einfach durch Organentnahme gewonnen
werden. In den folgenden Experimenten wurde epididymales Fettgewebe verwendet, da in
diesen die groBSten metabolischen Unterschiede zu erwarten sind. Diskrete Fettdepots

wurden entnommen, zerkleinert und mit Collagenase behandelt (Abb. 3.11).

Abb. 3.11.: Prparation von primaren Adipozyten

A: Isolierte Depots des weiBen Fettgewebes werden fein zerkleinert (B) und fiir 30-60 min mit
Collagenase II behandelt (C). D: Die Zellsuspension wird durch einen 100 um-Filter filtriert, um
groBere Gewebestiicke abzutrennen. Diese Zellsuspension kann als primare Adipozyten verwendet
oder durch Zentrifugation in Adipozyten und stromal-vaskuldre Fraktion (SVF) getrennt werden,
wobei die Qualitit der reifen Adipozyten Schaden nimmt (E). Die als Niederschlag vorliegende SVF
(Pfeil in F) kann nach Lyse der Erythrozyten direkt in Zellkulturflaschen in den entsprechenden

Nihrmedien propagiert werden.

Der noch recht grobe Zellkuchen flotiert und konnte durch mechanische Einwirkung und
Filtration durch ein 100 um-Netz von GefaBen u.i. abgetrennt werden. Es ergibt sich eine
Suspension von vereinzelten Adipozyten. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei
hoherer Zentrifugalkraft bildete sich eine flotierende Schicht aus fusionierten Adipozyten
und ein roter Niederschlag, der Erythrozyten, Makrophagen und die Adipozyten-
Vorlduferzellen enthélt. Diese Zellen konnen in unbehandelten Zellkulturflaschen ausgesit
werden und werden adherent. Einen Tag nach dem Aussetzen wurden die Zellen durch

Behandlung mit Trypsin abgelost (wobei die Makrophagen entfernt werden) und in der
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geeigneten Konzentration ausgesit. Durch eine Abfolge von bestimmten Medien, die die
fir die Differenzierung nétigen Substanzen enthalten, wird der Ubergang von

Vorlauferzellen zu Adipozyten erzwungen (Tab. 2 und Abb. 3.12).

Organentnahme Induktion Standardmedium
L 1 1 1 1
I 1 1 1 1 N
d-3 d-2 do d3 d5 d7
Zellen ausséhen Insulinmedium

Abb. 3.12.: Differenzierungsschema fur primaren Adipozyten
Nach der Organentnahme (d-3), wurde die Zellen passagiert (d-2) und die Differenzierung am do
induziert. Nach Medienwechseln am d3 und d5 wurden die Zellen am d7 fiir weitere Experimente

verwendet.
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3.9.: Charakterisierung von primaren Wild-Typ und Apoe“/--Adipozyten

Nach sieben Tagen Differenzierung (d7) bilden sich in Wild-Typ-Zellen Lipidtropfen (lipid
droplets), die charakteristisch fiir Adipozyten sind (Abb. 3.22). Diese lipid droplets
konnen zum einen mit einem Farbstoff fiir Neutrallipide (Oil-Red-O, Fettrotfarbung)
dargestellt werden (Abb. 3.13A), zum anderen kann man mit Hilfe des Programms ImageJ
die GroBe der lipid droplets quantifizieren (Abb. 3.13B). Der augenscheinliche Befund, das
am d7 in den Apoe/-Zellen weniger lipid droplets zu sehen sind, ldsst a) sich durch
Analyse mit ImageJ bestitigen und b) nach Extraktion des Farbstoffes quantifizieren (Abb.

3.13C).
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Abb. 3.13.: Lipidakkumulation nach Differenzierung von primaren Wild-Typ- und Apoe~/--
Adipozyten in vitro

A: In der Fettrotfirbung ist zu erkennen, dass die Differenzierung von Apoe~/-Adipozyten mit
weniger Einlagerung von Lipiden einher geht. B: Mit Hilfe der ImageJ-Software kann die
durchschnittliche GroBe der Lipidtropfen errechnet werden, die bei Apoe/-Adipozyten kleiner ist.

C: Extrahiert man den Fettrotfarbstoff, so lasst sich die Gesamtlipideinlagerung messen, die bei

Apoe/—-Adipozyten kleiner ist. (n=3; P < 0,05 *, P < 0,001: ***)

In der Adipozytendifferenzierung wird ein kompliziertes Programm induziert, das
maBgeblich iiber den Transkriptionsfaktor PPARy gesteuert wird und die Expression von
u. a. den Genen Apoe, Fabp4, Adipoq und Slc2a4 mit sich bringt. Wie erwartet, steigert
sich in den Wild-Typ-Zellen die Expression der genannten Gene von do zu d7 ernorm,
doch sind im Vergleich zu den Wild-Typ-Zellen in den Apoe/-Zellen die mRNA-Spiegel
deutlich erniedrigt (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14.: Expressionsprofil von Adipozytengenen in primaren Wild-Typ und Apoe/--
Adipozyten

Im Verlauf des Ubergangs von Priaadipozyt zu reifem Adipozyt wird eine Reihe von Genen induziert,
darunter Apoe, der fiir die Adipozytendifferenzierung wichtigste Transkriptionsfaktor Pparg, das
mengenmaBig hiufigste Protein im Fettgewebe aP2 (Fapb4), das Adipokin Adiponektin (Adipoq)

und der insulin-stimulierbare Glukosetransporter GLUT4 (Slc2a4). In den ApoE-defizienten Zellen
kann erwartungsgemilB keine Expression des Apoe-Gens detektiert werden. In Bezug auf alle
anderen Gene gilt, dass die mRNA-Spiegel nach Differenzierung stark reduziert vorliegen.

(n=4; P < 0,05 *, P < 0,01: *¥)
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3.10.: Differenzierung von Wild-Typ und Apoe”/-Adipozyten nach
Supplementation von ApoE

Um zu testen, ob die defekte Adipozytendifferenzierung in Apoe/--Zellen zu
rekonstituieren ist, wurde exogenes ApoE in das Zellkulturmedium supplementiert (Abb.
3.15). Zunichst wurden dafiir Zellkulturiiberstinde einer ApoE-iiberexprimierenden
Adipozyten-Zelllinie verwendet (siehe 2.14), die widhrend der Differenzierung der
Vorlauferzellen mit dem Differenzierungsmedium gemischt wurden. Am d7y wurde die

Expression der Adipozytenmarkergene analysiert (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15.: Effekt von ApoE-Supplementation im Zellkulturmedium auf die
Expression von Adipozytengenen in priméren Wild-Typ und Apoe~--Adipozyten
ApoE-reiche Uberstinde wurden von einer ApoE-iiberexprimierenden Zelllinie gewonnen und fiir
die Kultur der primiren Adipozyten verwendet. Die Supplementation von 5 ug/mL ApoE fiihrt
nicht dazu, dass die abgeschwichte Genexpression in den ApoE-defizienten Zellen wieder auf Wild-
Typ-Niveau angehoben wird. Dariiber hinaus scheint das ApoE eher sogar die Adipozytengene in
den Wild-Typ-Zellen in ihrer Expression leicht zu inhibieren. (n=2; Wild-Typ vs. Apoe/-: P < 0,05:
*. - ApoE vs. + ApoE : P < 0,05: #)

Die Supplementation fiihrt nicht zu einer Erhohung der mRNA-Spiegel auf Wild-Typ-

Niveau. Auch die Verwendung von ApoE-reichen VLDL zur Supplementation des

Zellkulturmediums fiihrt nicht zu einer effektiven Erhohung (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16.: Effekt von VLDLg-Supplementation im Zellkulturmedium auf die
Expression von Adipozytengenen in priméaren Wild-Typ und Apoe/--Adipozyten

ApoE-haltige VLDL (VLDLg) wurde aus Plasma durch Ultrazentrifugation gewonnen und wihrend
der Differenzierung in das Kulturmedium supplementiert. Die Zugabe fiihrt nicht dazu, dass die
abgeschwichte Genexpression in den ApoE-defizienten Zellen wieder auf Wild-Typ-Niveau

angehoben wird. (n=2; Wild-Typ vs. Apoe/-: P < 0,05: *; - VLDLg vs. + VLDLg: P < 0,05: #)

Diese in vitro gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass sich der Phinotyp der ApoE-
defizienten Adipozyten nicht durch exogenes ApoE aufheben ldsst. Durch die gestorte
Differenzierung, konnten fiir die Entstehung von Insulinresistenz wichtige
Adipozytenfunktionen beeintriachtigt sein, ins Besondere die inflammatorische Antwort

die durch chronische Uberladung mit Lipiden in Adipozyten hervorgerufen wird.

3.11.: Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen in Wild-Typ und
Apoe/--Adipozyten nach TNFa-Gabe

Ein Hauptmerkmal der Adipositas-assoziierten Pathophysiologie ist die chronische
Entziindungsreaktion, die zwischen Adipozyten und Makrophagen stattfindet. Diese
Reaktion wurde durch Stimulation der primaren Adipozyten mit TNFa simuliert. Obschon
in Wild-Typ-Zellen TNFa zur Produktion von MCP1 (Ccl2) und TNFa fiihrt, bleibt diese
Antwort in den Apoe~/--Zellen aus (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17.: Reaktion auf TNFa-Stimulation in priméren Wild-Typ und Apoe-
Adipozyten

TNFa als pro-inflammatorischer Stimulus wurde fiir 4 h ins Kulturmedium supplementiert. In
Wild-Typ-Zellen wird die Expression von Ccl2 und 116 induziert. In ApoE-defizienten Zellen wird

Ccl2 nicht induziert, 116 wird sogar entgegengesetzt reguliert.

Zusammenfassend ist das Fehlen von ApoE in vivo mit einer abgeschwichten
Fettleibigkeit, geringerer Hypertrophie von sowohl viszeralen als auch subkutanen
Adipozyten und verminderter Expressions von Entziindungsmarkern im weilen
Fettgewebe verbunden. In vitro zeigen ApoE-defiziente Adipozyten eine defekte
Differenzierung, die sich nicht durch exogenes ApoE wiederauftheben ldsst. Dieser
Phinotyp ist in den ApoE-defiziente Adipozyten mit einer eingeschrinkten Antwort auf
TNFa-Stimulation verkniipft. Es lassen sich also in vivo mit in vitro-Ergebnissen
korrelieren; in beiden Fillen sind ApoE-defiziente Adipozyten vor exzessiver

Lipidakkumlation und deren schadlichen Nebeneffekten relativ geschiitzt.

Das weile Fettgewebe ist mit zwei weiteren Geweben eng verwandt: dem braunen
Fettgewebe, das jedoch andere Funktionen wahrnimmt und der Knochen, in dem die
knochenaufbauenden Osteoblasten aus den gleichen Vorlduferzellen entstehen wie die
Adipozyten. In beiden Geweben konnte ApoE einen starken Effekt auf die Entstehung der
Insulinresistenz haben. Im Folgenden wird daher naher auf diese beiden Gewebe

eingegangen.
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3.12.: Rolle des ApoE im braunen Fettgewebe

Braunes Fettgewebe ist am vaskuldren TRL-Stoffwechsel beteiligt, nimmt Fettsauren zur
Speicherung bzw. Verbrennung auf, um seinen Energiebedarf zu decken. In diesem
Zusammenhang konnte ApoE die Funktion des BAT durch Anderung a) der chronischen
Entziindung oder b) Anderung des Lipidtransports in das BAT beeinflussen. Durch die
nervose, sympathische Aktivierung des BAT nach Kilteexposition wird der Energieumsatz
in diesem Gewebe und damit auch die Energiezufuhr erhoht. In seiner Funktion als
Lipidtransportmolekiil konnte ApoE die Aufnahme von TRL in das BAT beeinflussen.
Allerdings sind die mRNA-Level des Apoe-Gens nach Aktivierung gesenkt, sowohl in KD-
als auch in HFD-gefiitterten Tieren (Abb. 3.18).
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Abb. 3.18.: Expression des Apoe-Gens in Abhangigkeit von Adipositas und BAT-
Aktivitat in Wild-Typ-Tieren

Nach 16 Wochen HFD wurden die Tiere fiir 24 h bei 4°C gehalten, um das braune Fettgewebe zu
aktivieren. AnschlieBend wurde das interskapulare braune Fettdepot pripariert, RNA isoliert, in
cDNA umgeschrieben und mittels Tagman auf die unten genannte Gene hin vermessen. Die HFD
hat keinen starken Effekt auf die Expression des Apoe-Gens im Braunen Fettgewebe. Es ist deutlich,
dass die Aktivierung des BAT durch Kilte die mRNA-Level des ApoE senkt.

Die in den weiBen Fettdepots beobachtete Entziindung nach HFD bzw. die Abschwéachung
durch das Fehlen des ApoE konnte auch im BAT auftreten. Jedoch lasst sich der Befund in

der Expressionsnanalyse von Entziindungsmarkern nicht auf das BAT iibertragen (Abb.

3.19).
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Abb. 3.19.: Expressionsanalyse von Entziindungsmarkern im braunen Fettgewebe von
Wild-Typ und Apoe/--Tieren nach HFD/KD-Futterung

Nach 20 Wochen wurde das interskapulare braune Fettdepot prapariert, RNA isoliert, in ¢cDNA
umgeschrieben und mittels Tagman auf die unten genannte Gene hin vermessen. Es ist deutlich,
dass erhohter Lipidgehalt mit erhohter Expression von pro-inflammatorischen (Ccl2, Cd68) Genen
korreliert, jedoch sind die Entziindungsmarker nicht merklich unterschiedlich zwischen den
Genotypen. Ucpl, das Gen, das fiir das wichtigste Protein der non-shivering thermogenesis kodiert,
ist nicht beeinflusst. (n=6; Wild-Typ: KD vs. HFD und Apoe~/-: KD vs. HFD P < 0,05: *, P < 0,01: **,
P < 0,001: ***; KD Wild-Typ vs. Apoe/- und HFD Wild-Typ vs. Apoe/- P < 0,01: ##)

Zwar nimmt die Expression der pro-inflammatorischen Zytokine Ccl2 und Cd68 durch die
Fiitterung der HFD zu, doch anders als im weiem Fettgewebe gibt es keinen Effekt durch
das Fehlen des ApoE in den Apoe”/--Tieren.

Um zu testen, ob ApoE tatsachlich auch den Transport von TRL-Lipiden in das BAT
beeinflusst, wurde in Wild-Typ und ApoE-defizienten Tieren durch Kalteexposition das
BAT aktiviert, radioaktiv-markierte ApoE-freie TRL in die Schwanzvene injiziert und die

Organaufnahme nach 15 min analysiert (Abb. 3.20).
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Abb. 3.20.: Aufnahme von TRL in BAT von Wild-Typ und ApoE-defizienten Tieren

Wild-Typ- und ApoE-defiziente Tiere wurden fiir 24 h bei 4°C gehalten, um das braune Fettgewebe
zu aktivieren. Dann wurden ApoE-freie TRL, markiert mit 3H-Triolein, in die Schwanzvene injiziert
und die Organaufnahme gemessen. Wihrend die Leberaufnahme verringert ist, ist die Aufnahme in

das BAT stark erhoht. (n=6; P < 0,05: *, P < 0,001: **¥)

Es wird deutlich, dass wahrend weniger TRL in die Leber aufgenommen werden, die BAT-
Aufnahme stark erhoht ist. Zusammengenommen lassen sich die Effekte, die im weiBem
Fettgewebe beziiglich der chronischen Entziindung gemacht wurden, nicht auf das BAT
iibertragen. ApoE scheint in diesem Gewebe keine Effekt zu haben. Folglich sind auch
ApoE-Expression nicht verandert und der Lipidtransport in das BAT ist nicht durch ApoE

beeinflusst.

Die Teilergebnisse dieser Studie das braune Fettgewebe betreffend wurden kiirzlich

publiziert. (Bartelt et al., 2011).
Wie bereits oben erwahnt, entstehen neben Adipozyten auch Osteoblasten aus

mesenchymalen Vorlauferzellen. Es liegt daher nahe, dass nach HFD/KD-Fiitterung auch

der Knochen beeinflusst wird. Darauf wird im Folgenden Teil eingegangen.
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3.13.: Bedeutung von ApoE fur den Knochenstoffwechsel in Wild-Typ und
ApoE-defizienten Tieren nach HFD/KD-Futterung

Knochenmasse ist haufig in adiposen Patienten verdndert, doch als oft nicht konsequent
verfolgter Nebenbefund bleibt offen, ob tatsdchlich ein gerichteter Effekt von Adipositas
auf Knochengewebe vorliegt. Da ApoE ein wichtiges Molekiil fiir den Lipidtransport auch
in den Knochen ist (Niemeier et al., 2008), wurde die Knochenmasse in Wild-Typ und

ApoE-defizienten Tieren analysiert.
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Abb. 3.21.: Histologie des Knochens in Wild-Typ und Apoe/-Tieren nach HFD/KD-
Futterung

Nach 20 Wochen wurde das Skelett préapariert, in Ethanol fixiert, in Akrylpolymer eingebettet und
Gewebeschnitte von Wirbelkorpern angefertigt. Das Verhéltnis von bone volume zu trabecular
volume (BV/TV) wurde mit Hilfe einer histomorphometrischen Software (Osteomatrix) bestimmt.
BV/TV, d.h. die Knochenmasse ist auf KD in ApoE-defizienten Tieren stark erhoht. Die HFD ist mit
einer Zunahme an Knochenmasse im Wild-Typ verbunden wihrend die HFD-Fiitterung eine

Reduktion der Knochenmasse verursacht. (n=8; P < 0,05: *, P < 0,001: **¥)

In der Histologie (Abb. 3.21) ist deutlich zu erkennen, das sich Apoe~/--Tiere durch erhohte
Knochenmasse (erhohtes bone volume/trabecular volume, BV/TV) auszeichnen, die
jedoch nach HFD wieder signifikant abnimmt. In Wild-Typ-Tieren hat die HFD keinen
Einfluss auf die Knochenmasse. Analysiert man verschiedene Parameter wie trabecular
number (Tb.N), trabecular separation (Tb.Sp) und trabecular thickness (Tb.Th) (Abb.
3.22), so spiegelt sich der Befund aus BV/TV wieder.
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Abb. 3.22.: Histologie des Knochens in Wild-Typ und Apoe/--Tieren nach HFD/KD-
Futterung ff.

Nach 20 Wochen wurde das Skelett préapariert, in Ethanol fixiert, in Akrylpolymer eingebettet und
Gewebeschnitte angefertigt. Die Knochenparameter trabecular number (Tb.N), trabecular
separation (Tb.Sp) wund trabecular thickness (Tb.Th) wurden mit Hilfe einer
histomorphometrischen Software (Osteomatrix) bestimmt. Alle Parameter spiegeln das BV/TV auf
KD in ApoE-defizienten Tieren wieder, d.h. die Knochenmasse. Die HFD ist nur mit Verdnderungen

im Apoe~/--Genotyp verbunden. (n=8; P < 0,05: *, P < 0,01: **, P < 0,001: ***)

Durch 2 Injektionen im Abstand von sieben Tagen eines fluoreszierenden Farbstoffes
(Calcein), der sich in der Wachstumsfuge des neugebildeten Knochens einlagert, kann

verfolgt werden, wie schnell in vivo Knochen gebildet wird (Abb. 3.23).
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Abb. 3.23.: Knochenformation in Wild-Typ und Apoe/-Tieren nach HFD/KD-
Futterung

9 Tage und 2 Tage vor der Praparation des Skeletts wurde intraperitoneal Calcein injiziert. Der
Abstand, der sich zwischen beiden Markierungen bildet, stellt die Knochenformationsrate dar,
welche hier den Befund des BV/TV wieder spiegelt: Die Apoe”/--Tiere zeigen ein verstirktes
Knochenwachstum, das durch die HFD verlangsamt wird. Bei den Wild-Typ-Tieren hat die HFD
keinen Effekt. (n=8; P < 0,01: **, P < 0,001: **¥)
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Die Knochenformationsrate ist bei ApoE-defizienten Tieren deutlich erhoht und wird
durch HFD gebremst (Abb. 3.23).

Knochenbildung unterliegt dem Entgegenwirken von Osteoblasten und Osteoclasten. Eine
Veranderung dieses Krifteverhaltnisses hitte Konsequenzen fiir die Knochenmasse. ApoE
konnte hier einen Einfluss haben. Zu diesem Zweck wurde histomorphometrisch
bestimmt, wie viele Osteoblasten und Osteoclasten pro Knochenperimeter vorhanden sind,

und wie viel Knochenoberfliche von diesen Zellen bedeckt wird (Abb. 3.24).
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Abb. 3.24.: Bestimmung der Anzahl von Osteoblasten und Osteoclasten in Wild-Typ
und Apoe~/--Tieren nach HFD/KD-Futterung

Nach 20 Wochen wurde das Skelett prapariert, in Ethanol fixiert, in Akrylpolymer eingebettet und
Gewebeschnitte angefertigt. Die Anzahl und Flache der Osteoblasten und Osteoclasten wurden mit
Hilfe einer histomorphometrischen Software (Osteomatrix) bestimmt. A: Weder die Anzahl der
Osteoblasten (NOb/BPm) noch deren Oberfliche (ObS/BS) unterscheidet sich zwischen den
Genotypen und Diidten. B: Gleiches gilt fiir Osteoclastenanzahl (NOc/BPm) und —oberfliche
(OcS/BS).

Nach histomorphometrischer Analyse scheinen weder die Anzahl noch die Oberflache der

Osteoblasten und Osteoclasten verandert in Wild-Typ und ApoE-defizienten Tieren nach
HFD/KD-Fiitterung (Abb. 3.24).
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Eines der wichtigsten Proteine, das ausschlieBlich von Osteoblasten gebildet wird, ist das
Osteocalcin (OCN). Es kann neben der gangigen auch als sogenannte untercarboxylierten
Form auftreten. Dieses Hormon wurde zuletzt auch mit einer entscheidenden Funktion im
Energiestoffwechsel bedacht (Lee et al., 2007). Daher wurde hier sowohl die Gesamt-OCN
als auch die Konzentration des untercarboxylierten OCN Wild-Typ und ApoE-defizienten
Tieren nach HFD/KD-Fiitterung im Serum bestimmt (Abb. 3.25).
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Abb. 3.25.: Serumanalyse der Osteocalcin-Konzentration in Wild-Typ und Apoe--
Tieren nach HFD/KD-Futterung

Nach 20 Wochen wurde Blut entnommen und im Serum mit Hilfe einer ELISA-Methode die
Konzentration des Osteocalcins (OCN) und des untercarboxylierten OCN bestimmt. Auch wenn im
Gesamt-OCN kein Unterschied festzustellen ist, findet sich nach HFD in den ApoE-defizienten

Tieren mehr untercarboxyliertes OCN. (n=8; P < 0,05: *)

In unserer Studie zeigen die ApoE-defizienten Tiere leicht erhohte Osteocalcinspiegel
(Abb. 3.25), die allerdings nicht durch HFD veridndert sind. Wichtig fiir die Funktionalitat
des OCN ist der Carboxylierungsgrad von Glutaminresten, die eine Bindung an Calcium
ermoglichen. Hier scheint die HFD in den ApoE-defizienten Tieren das untercarboxylierte
OCN zu erhohen (Abb. 3.25).

Neben den Knochenparametern und der Anaylse von Osteoblasten und Osteoclasten, ist
das Auftreten von Knochenmarkadipozyten im proximalen Bereich der Tibia ein weiteres
Merkmal in diabetischen Modellen. Auch hier konnte ApoE durch die Beeinflussung von
Adipozytenentwicklung- und/oder Funktion eine Rolle spielen. Darauf wird im Folgenden

eingegangen.
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3.14.: Auftreten von Knochenmark-Adipozyten in Wild-Typ und ApoE-
defizienten Tieren nach HFD/KD-Futterung

Osteoblasten und Adipozyten entstehen aus mesenchymalen Vorlauferzellen. Es liegt
daher nahe, dass auch im Knochen unter bestimmten Bedingungen Knochenmark-
Adipozyten auftreten. Dies ist ins Besondere bei adiposen Patienten, die an T2DM leiden,
der Fall. Daher wurde hier in der Histologie das Auftreten von Knochenmark-Adipozyten
analysiert (Abb. 3.26).
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Abb. 3.26.: Darstellung von Adipozyten im Knochenmark der Tibiae in Wild-Typ und
Apoe/-Tieren nach HFD/KD-Futterung

A: Nach 20 Wochen wurde das Skelett prapariert, in Ethanol fixiert, in Akrylpolymer eingebettet
und Gewebeschnitte angefertigt. Die HFD fiihrt im Wild-Typ zur Ansammlung von Knochenmark-
Adipozyten (Pfeil) im proximalen Bereich der Tibia. Im Apoe~/--Hintergrund finden sich nur wenige,

deren Fldche deutlich kleiner ist. B: Makroskopische Quantifizierung (n=5; P < 0,05: *).

In der Histologie der proximalen Tibia zeigt sich deutlich, dass in den HFD-gefiitterten
Wild-Typ-Tieren groBe Adipozyten auftreten (Abb. 3.26). In den Apoe/--Tieren finden sich
allerdings nur im Einzelfall einige wenige. Es wird deutlich das Knochenmark-Adipozyten
in ihrer Entstehung analog zu den weiflen Fettgeweben auBerhalb des Knochens reguliert

werden und das ApoE hierbei eine tragenden Rolle spielt.

Die Teilergebnisse dieser Studie den Knochen betreffend wurden kiirzlich publiziert
(Bartelt et al., 2010).
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4. Diskussion

Die Verbreitung von Adipositas und ihren schidlichen Wirkungen wie T2DM und
kardiovaskuldre Erkrankungen nehmen weltweit zu. Daher ist es notig, die
molekularbiologischen und biochemischen Mechanismen, die diesen Erkrankungen zu
Grunde liegen, zu verstehen und aus diesem Wissen neue Therapieansitze zu
verwirklichen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle des ApoE, einem wichtigen
Molekiil im systemischen Lipidtransport, bei der Entstehung der Adipositas im
Mausmodell untersucht. Nach Induktion der Fettleibigkeit in Apoe”/--Tieren und
entsprechenden Wild-Typ-Kontrollen, wurden die pathophysiologischen Konsequenzen
auf organischer und zellularer Ebene untersucht. Die dabei gewonnen Ergebnisse werden

im Folgenden diskutiert.

4.1.: Abgeschwachte Fettleibigkeit in Apoe”/--Tieren

Die Hochfettdiit induziert eine Zunahme an weilem Fettgewebe, primar durch Aufnahme
von Fettsiuren, die aus Lipoproteinen-TAG herausgelost und reverestert in lipid droplets
der Adipozyten gespeichert werden. In Apoe~/--Tieren ist die Akkumulation von weilem
Fettgewebe abgeschwiacht (Abb. 3.2, Abb. 3.3, Abb. 3.9). MaBgeblich fiir die Entstehung
von Adipositas ist die Energiebilanz, d.h. wie hoch ist die korperliche Energieverbrennung
durch beispielsweise physische Aktivitiat im Vergleich zu Energieaufnahme durch Nahrung
ist. Eine positive Energiebilanz fiihrt iiber lingere Zeitriume unweigerlich zu Ubergewicht
(Rosen und Spiegelman, 2006). Neben physischer Aktivitdt kann aber auch effektiveres
Verbrennen von Kalorien zu einer negativen Energiebilanz fithren, nur ist dieser
Grundumsatz zwischen Apoe”/--Tieren und Kontrollen nicht unterschiedlich (Hofmann et
al., 2008). Eine weitere Moglichkeit die Energiebilanz zu beeinflussen, liegt in der
neuronalen Kontrolle der Nahrungsaufnahme. In Bereichen des Gehirns, in denen die
Steuerungselemente fiir Nahrungsaufnahme (Coll et al.,, 2007) liegen, wird festgelegt,
wann ein Sattigungszustand erreicht ist. In Apoe/--Tieren wurde allerdings auch an dieser
Stelle kein Einfluss des ApoE festgestellt (Karagiannides et al., 2008). Daher erscheint es
wahrscheinlich, dass die mildere Adipositas weder durch erhohten Grundumsatz noch
durch niedrigere Nahrungsaufnahme verursacht wird. Neben der deutlich geringeren
Masse an weiBem Fettgewebe, sind in den Apoe”/-Tieren auch die wichtigsten
Serumparameter nach HFD weniger stark verandert (Tab. 3), ein Umstand der sehr
wahrscheinlich direkt mit der weilen Fettmasse und Insulin korreliert. Deutlich wird
weiterhin, dass das verwendete Adipositas-Modell nicht mit einem diabetischen
gleichzusetzen ist. Zum einen sind die Insulinkonzentrationen im Wild-Typ nur stark
erhoht, die Produktion ist daher noch nicht zum Erliegen gekommen. In dem verwendeten

Modell liegen auch keine Erhohung der TAG bzw. deutliche Erniedrigung des
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Adiponektins vor, Merkmale, die weithin in iibergewichtigen Patienten mit T2DM
verbreitet sind (Van Gaal et al.,, 2006; Despres und Lemieux, 2006). Nichtsdestotrotz
liegen alle anderen Befunde der Adipositas vor.

Systemisch betrachtet, ergibt sich grundsitzlich folgendes Szenario. Im Vergleich zur
Kontrolldidt nimmt der Wild-Typ stark an Fettgewebe zu, was mit der
pathophysiologischen Erhohung der Serumparameter einhergeht und ultimativ mit
verschlechter Glukosetoleranz und Insulinsensitivitat (Abb. 3.4). Erst nach HFD kann eine
extope Lipidakkumulation in der Leber (Abb. 3.5) beobachtet werden. In den ApoE-
defizienten Tieren liegt schon auf Kontrolldiat eine milde Verfettung der Leber vor, die
sich auf HFD noch verstarkt und Merkmale der NASH zeigt (Abb. 3.5 und 3.6). In der
Peripherie zeigt sich im Vergleich zum Wild-Typ eine abgeschwiachte Adipositas und
zusammengenommen — im Vergleich zum Wild-Typ — eine verbesserte Glukosetoleranz
und Insulinsensitivitat. Mit anderen Worten sind die Lipide in den beiden Mausmodellen
nach HFD unterschiedlich verteilt, allerdings mit groBer Auswirkung auf die
Insulinresistenz, der treibenden Kraft hinter der Entstehung des T2DM. Anhand der
Umverteilung zwischen Leber und Peripherie soll die Rolle des ApoE in den Organe im

Einzelnen diskutiert werden.

4.2.: Rolle des ApoE in NASH

Die Leber in ApoE-defizienten Tieren zeigt eine verstiarkte Lipidakkumulation, verstarkt
noch durch HFD (Abb. 3.5). Dieser Beobachtung konnen zwei prinzipielle Rollen des ApoE
zu Grunde liegen. Zum einen kann die Kapazitit der Peripherie (ins Besondere weiles
Fettgewebe), Lipide zu speichern vermindert sein und es kommt zum ,Uberlaufen“ der
Lipide in andere Organe (ektope Lipidakkumulationen). Zum anderen kann ApoE bei der
Reifung und Sekretion von TAG-reichen VLDL in Hepatozyten notwendig sein, so dass
sein Fehlen den Export von Lipiden vermindert. Die Leber hat per se eine hohe Kapazitit,
Lipide zu speichern, ohne dabei groBen Schaden zu nehmen (Fabbrini et al., 2009). Sobald
hier der Endpunkt iiberschritten wird, kommst es zu einer inflammatorischen Reaktion,
die sowohl durch Hepatozyten als auch durch Kupffer-Zellen vermittelt wird. Beide
Zelltypen produzieren ApoE, wobei die Hepatozyten mengenmafBig das Gros des Plasma-
ApoE bereitstellen. Auch wenn ApoE an der Synthese von VLDL beteiligt ist, so scheint
sein Fehlen die Rate, mit der Lipide aus der Leber exportiert werden, nicht zu
beeinflussen, sondern eher fiir die Struktur bzw. GroBe der Partikel wichtig zu sein
(Mensenkamp et al., 2001). Es liegt daher nahe, dass die Leber in der Lage ist, Lipide zu
exportieren, wenn auch eventuell in etwas geringeren Umfang. In Kupffer-Zellen
produziertes ApoE scheint fiir den Aktitvitaitsgrad wichtig zu sein, der Art, dass
Cholesterolansammlung eine pro-inflammatorische Antwort provoziert. Dieser Prozess ist

demjenigen in Makrophagen sehr dhnlich und lasst die Frage offen, ob ohne ApoE die
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Kupffer-Zellen die Einlagerung von Lipiden in Hepatozyten iiber die Ausschiittung von
pro-inflammatorischen Zytokinen beeinflussen. Kompletter Verlust der Makrophagen
fordert tatsachlich Lipidspeicherung in Hepatozyten (Clementi et al., 2009). Es wire also
interessant, aus ApoE-defizienten und Wild-Typ Lebern Kupffer-Zellen zu isolieren und in
Zellkultur das inflammatorische Potential in Abhéngigkeit von ApoE zu charakterisieren.

Neben seiner Funktion als Lipidtransportmolekiil, hat ApoE durch Bindung an Rezeptoren
auch Signaleigenschaften (Getz und Reardon, 2009). Darunter fillt ins Besondere die
Beeinflussung der Proliferationsrate in vascular smooth muscle cells und somit der
Entstehung von Atherosklerose. In Bezug auf die Leber ist allerdings nichts bekannt, was
auf eine Beteiligung des ApoE an Signalen, die eine Steatose beeinflussen, hindeutet.
Analysiert man das Fettsaure-Profil in der Leber, so wird deutlich das ein prinzipieller
Unterschied zwischen Wild-Typ und Apoe”/--Tieren vorliegt. Nach HFD sind die Gesamt-
Fettsduren im n-6-Weg in den Apoe”/--Tieren erhoht (Abb. 3.7), in den Phospholipiden
jedoch erniedrigt, ins Besondere der Anteil des Arachidonat (Abb. 3.8). Umgekehrt verhalt
es sich mit dem n-3-Weg. Man kann aus diesem Profil schlieBen, dass in den Apoe/--
Tieren der Einbau von n-6-Fettsduren in die Phospholipide zuriickgeht, der Einbau von n-
3-Fettsduren aber zunimmt. Fettsduren in den Phospholipiden sind oft Vorlaufer fiir die
Synthese von hoheren Signalmolekiilen wie denjenigen aus den Stoffklassen der
Endocannabinoide, Prostaglandine und Leukotriene (Di, V, 2008). Dariiber hinaus wurde
sowohl in Maus- als auch in Humanstudien gezeigt, dass sich mehrfach ungesattigte
Fettsduren, ins Besondere die n-3-Fettsduren  Docosahexaensdure  und
Eicosapentaensiure, nicht nur vorbeugend sondern auch im Krankheitsfall duBerst giinstig
fiir den Stoffwechsel auswirken (Harris, 2010). Es liegt daher nahe, dass von diesem

Aspekt aus die NASH in den Apoe”/--Tieren vergleichsweise vorteilhaft ist.

4.3.: Rolle des ApoE im weil3en Fettgewebe

Adipositas ist in Apoe”/--Tieren mit geringerer Fettmasse verbunden (Abb. 3.2 und 3.3).
Gemessen am durchschnittlichen Adipozytendurchmesser (Abb. 3.9) kann davon
ausgegangen werden, dass verglichen mit dem Wild-Typ sowohl die Adipozyten im
epiWAT als auch diejenigen im subWAT relativ weniger hypertroph sind. Dies stimmt
auch mit den Spiegeln der wichtigsten Adipokine, Leptin und Adiponektin iiberein (Tab.
3). Da Adiponektin einen direkten Einfluss auf die Insulinsensitivitiat in Muskel und in
Leber hat (Iwabu et al., 2010), liegt es nahe, dass sich dieser Umstand vorteilhaft auf die
Glukosetoleranz in den Apoe”/--Tieren auswirkt. In Kombination mit der relativ geringeren
Hypertrophie der Adipozyten, die auf zellularer Ebene direkt Insulinsensitivitiat beeinflusst
(Hotamisligil, 2006; Hotamisligil, 2010), kann die verbesserte Glukosetoleranz erklart
werden. Dazu kommt auch, das ApoE wichtig fiir die inflammatorische Reaktion in

Makrophagen sein konnte, ein Umstand der schon fiir Kupffer-Zellen in der Leber unter
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4.2 diskutiert wurde. Verringertes inflammatorisches Potential wiirde die zellulare
Insulinresistenz in Adipozyten abschwachen (Hotamisligil, 2006; Hotamisligil, 2010).
Nichtsdestotrotz liegt in den Apoe/--Tieren NASH vor, wobei es unklar bleibt, ob a) eine
NASH mit hepatischer Insulinresistenz verbunden ist und b) ob periphere oder hepatische
Insulinresistenz im System qualitativ wichtiger ist. Obwohl es keinen direkten
experimentellen Beweis gibt, nimmt man an, dass NASH, die auch haufig in adipésen
Patienten beobachtet wird (Fabbrini et al., 2009), zur Entstehung der systemische
Insulinresistenz beitragt. Weiterhin gilt es als vorteilhaft, im Therapieverlauf ektope
Lipidakkumulation (z. B. in Herz, Leber und Muskel) zu vermeiden und Lipide anstatt
dessen ,sicher” verpackt im Fettgewebe zu speichern — unter der Vorraussetzung, dass
Hyperplasie an Stelle von Hypertrophie vorliegt. Im Gegensatz zu einigen experimentellen
Modellen (Kim et al., 2007), in denen gezeigt wurde, dass die Abnahme ektoper
Lipidakkumulation bei gleichzeitiger Zunahme an weiBem Fettgewebe vorteilhaft fiir
Insulinsensitivitat ist, liegt in Apoe/--Tieren nach HFD genau das entgegen gesetzte Bild
vor: weniger weiles Fettgewebe bei gleichzeitiger NASH verbessert die systemische
Insulinsensitivitdt im Vergleich zum Wild-Typ. An diesem Punkt gibt es zwei elementare
Fragen: 1. ist die NASH in den Apoe/--Tieren von Vorteil im Vergleich zum Wild-Typ? Und
2. Was fiihrt zur geringeren Akkumulation von weiBem Fettgewebe? Die erste Frage lasst
sich wohl — in Anbetracht der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse - positiv beantworten.
Um diese Hypothese zu bestitigen, konnen sogenannte hyperinsulinemic-euglycemic-
clamp studies durchgefiihrt werden, in denen direkt die Glukose-Produktion der Leber
und der Einfluss des Insulins hierauf gemessen werden kann. Dariiber hinaus kann {iber
proteinbiochemische Methoden in Leberlysaten direkt verfolgt werden, wie der Zustand
von Proteinen des Insulinsignalweges ist. Diese Ergebnisse wiirden Aufschluss dariiber
geben, ob die NASH bei weniger weiBem Fett in den ApoE-defizienten Tieren im Vergleich
zum Wild-Typ (weniger NASH, hypertrophes Fettgewebe) von Vorteil fiir systemische
Insulinresistenz ist.

Fiir die Beantwortung der zweiten Frage liegen zwei Moglichkeiten nahe: a) durch die
fehlende Funktion des ApoE im vaskuldren Lipidtransport nimmt das Fettgewebe in den
ApoE-defizienten Tieren weniger Lipide auf oder b) es gibt mehr Lipide ab, bzw. kann sie
nicht effizient speichern. Die Aufnahme aus der Zirkulation in das Gewebe wurde von
Hofmann et al (Hofmann et al., 2008) als defekt beschrieben, allerdings sprechen die
Daten aus Abb. 3.13 dafiir das keine Verminderung in der Aufnahme weder in weiBes (epi
und subWAT) noch in braunes (BAT, siehe 4.4) Fettgewebe vorliegt. Fiir die Variante b),
dass also mehr Lipide abgegeben bzw. nicht gespeichert werden, sprechen einige
experimentelle Hinweise, die hier in vitro in primaren Adipozyten gewonnen wurden. Zum
einen ist in Apoe”/--Zellen die Lipidakkumulation gestort (Abb. 3.22), was vermutlich auf

einen Fehler im Differenzierungsprogramm zuriickzufiihren ist (Abb. 3.23). Auch wenn
57



Diskussion

der Effekt von primaren Adipozyten in vitro nicht direkt auf die in vivo-Situation
iibertragbar ist, wo mehrere Zelltypen in einer 3D-Organisation ein Organ bilden, das mit
anderen Organen im Stoffaustausch steht, liegt ein Zusammenhang nahe.
Uberraschenderweise konnte das Expressionsprofil der Adipozyten weder mit
rekombinanten ApoE noch mit ApoE-haltigen VLDL wiederhergestellt werden (Abb. 3.24
bzw. Abb. 3.25). Dies deutet auf eine Rolle des endogenen ApoE, d.h. in den Adipozyten
hergestellten, innerhalb der Adipozyten hin.

Huang et al (Huang et al., 2009) untersuchten weiterhin, ob die rezeptorvermittelte
Endozytose liber Lipoproteinrezeptoren unterschiedlich ist, doch wurde in dieser Studie
vernachlassigt, dass a) per se ein Defekt in der Differenzierung vorlag und b) das in der
physiologischen in vivo-Situation Adipozyten nicht mit TRL in Kontakt treten, da im
weiBen Fettgewebe das Endothel der primare Ort der Bindung ist.

Dariiber hinaus konnte ApoE iiber seine Bindungseigenschaften an hydrophobe
Oberflachen an lipid droplets binden und so die Physiologie der LD beeinflussen. Eine
gestorte intrazelluldre Lipolyse kann eine gestorte Lieferung von Fettsdure-Liganden fiir
die PPARy-Aktivierung zur Folge haben (Haemmerle et al., 2006; Zimmermann et al.,
2009). Diese Aktivierung von PPARy ist bedeutsam fiir seine Funktion, weshalb es moglich
erscheint, dass die Freisetzung von freien Fettsduren direkt mit der physiologischen
Funktion gekoppelt ist. Intrazellulares ApoE konnte demnach iiber die Modulation der
Lipolyse die Aktiverung von PPARy und damit die Differenzierung beeinflussen, zumindest
in isolierten Adipozyten. Neben geringerer Lipidakkumukation scheint auch die
inflammmatorische Antwort auf das Zytokin TNFa in ApoE-defizienten Zellen gestort zu
sein (Abb. 3.26). Dies kann direkt in der gestorten Differenzierung und damit in einer
generell gestorten Funktion dieser Zellen begriindet liegen. Eine partielle Resistenz gegen
pro-inflammatorische Reize hitte zur Folge, dass die sonst verstirkende Wirkung auf
Insulinresistenz nicht auftritt. Zusammen mit der geringeren Lipidbeladung kann somit
eine Hypothese generiert werden, wie zelluldre Effekte in primaren Adipozyten die in vivo

beobachtete verbesserte Insulinresistenz in den ApoE-defizienten Tieren erklart.

4.4.: Rolle des ApoE im braunen Fettgewebe

Die Ergebnisse beziiglich des braunen Fettgewebes sind in ihrer Gesamtheit sehr klar.
Obwohl ApoE im BAT produziert wird, findet sich sowohl fiir die chronische Entziindung
nach HFD als auch fiir die Expression des wichtigsten Proteins der braunen Adipozyten,
des UCP1, kein signifikanter Unterschied zwischen Wild-Typ- und ApoE-defizienten
Tieren (Abb. 3.11). Auch dass das Apoe-Gen nach Aktivierung des BAT induziert wird
(Abb. 3.12), ist fiir die Aufnahme von TRL in das BAT, der eigentlichen Funktion des
ApoE, nicht von Bedeutung (Abb. 3.13). Allerdings wird deutlich, dass erwartungsgemaB
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ApoE sehr wichtig fiir die Aufnahme von TRL in die Leber ist und dass aufgrund dieser
verringerten Leberaufnahme und vermutlich lingeren Zirkulation der Partikel die
Aufnahme in das BAT sogar erhoht ist. Zusammengenommen scheint das BAT in seiner

Funktion nicht durch das Fehlen von ApoE beeinflusst zu sein.

4.5.: Rolle des ApoE im Knochen

Interessanterweise ergibt sich auch eine Erkliarung fiir die HFD-sensitive erhohte
Knochenmasse (Abb. 3.14, 3.15 und 3.16) und die stark verringerte Lipidakkumulation im
Knochengewebe der ApoE-defizienten Tieren (Abb. 3.19). Wenn die endogene Expression
von ApoE in von mesenchymalen Stammzellen abgeleiteten Adipozyten fiir
Differenzierungsprozesse wichtig ist (siehe oben), so liegt es nahe, dass dhnliches auch fiir
Osteoblasten gilt, die einen gemeinsamen entwicklungsbiologischen Ursprung mit
Adipozyten haben (Rosen und Bouxsein, 2006). GemaB dem Modell, dass in der
Entwicklung festgelegt wird, ob eine Stammzelle in Adipozyt oder Osteoblast differenziert,
kann ApoE das Verhiltnis beider zu einander beeinflussen — kurz verschiebt also die
Differenzierung in Richtung Osteoblast, was eine gesteigerte Knochenbildung zur Folge
hitte (Schilling et al., 2005). Gerade die potentielle Rolle des ApoE im WNT signalling
unterstiitzt diese Hypothese: Lipoprotein-Rezeptoren wie LRP5, LRP6 und LRP1 sind am
WNT signalling beteiligt und binden ApoE. Es kann vermutet werden, dass ApoE die
Bindung von WNT-Liganden an Lipoprotein-Rezeptoren verdndert und somit die
Effektivitat der WNT-Molekiile, die Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen zu
steuern, beeinflusst. Weiterhin konnte die Effizienz des ApoE hierbei durch die
Bindungsstiarke an Lipoprotein-Rezeptoren vorgegeben sein. Eine Aktivierung des WNT
signalling resultiert in der Hemmung der Adipozytendifferenzierung und der Forderung
der Osteoblasten-Entwicklung (Ross et al., 2000; Takada et al., 2009), ein Phanotyp, der
in den ApoE-defizienten Tieren vorliegt. Jedoch ist die Osteoblastenanzahl nicht erhoht
(Abb. 3.17), die Menge an untercarboxyliertem OCN jedoch in den ApoE-defizienten
Tieren auf HFD schon (Abb. 3.18). In Kombination mit der gesteigerten
Knochenformation (Abb. 3.16), deutet dies zumindest auf eine gesteigerte Osteoblasten-
Aktivitat hin. Auch wenn bis heute unklar ist, welche Faktoren bei der Bildung von
untercarboxyliertem OCN eine Rolle spielen, deuten Studien darauf hin, dass diese From
des OCN direkt mit verbesserter Insulinsensitivitit verbunden ist (Hwang et al., 20009;
Prats-Puig et al., 2010). Tatsdchlich liegen in den ApoE-defizienten Tieren auf HFD
erhohte untercarboxylierte OCN-Werte vor, die zumindestens teilweise die im Vergleich

zum Wild-Typ verbesserte Insulinsensitivitat erklaren konnten.

Alle Effekte, die in dieser Studie nach HFD in Apoe/--Tieren beschrieben werden, sind

klinisch relevant. ApoE ist in seinen Isoformen ApoE2 und ApoE4, die veridnderte
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Liganden-Eigenschaften mit sich bringen, distinkten Krankheitsbildern zugeordnet. Ins
Besondere die Korrelation mit kardiovaskularen Erkrankungen konnte zumeist
potentiellen Einfluss des ApoE auf die Entstehung von Fettleibigkeit tiberschatten. Laut
der oben aufgestellten Theorie, dass Knochen- und Fettmasse der Regulation durch ApoE
unterliegen, sollten Individuen, die homozygote Triager des APOE2-Allels sind, einen
erniedrigten Korperfettanteil aufweisen und umgekehrt homozygote Triager des APOE4-
Allels einen erhohten und damit auch erniedrigte bzw. erhohte Risiken, an T2DM zu
erkranken. Tatsachlich ist ein Promoterpolymorphismus im APOE-Gen mit
Insulinsensitivitit im Zusammenhang mit Nahrungslipiden assoziiert (Moreno et al.,
2005) und Daten aus Mausen, die knock-ins der human Isoformen ApoE3 bzw. ApoE4
deuten auf diesen Zusammenhang hin (Arbones-Mainar et al., 2008).

In umgekehrter Weise sollten die Knochenmasse und damit das Auftreten von
Osteoporose und —petrose in diesen Populationen beeinflusst sein, obwohl es noch keine
Hinweise dazu gibt (Schoofs et al., 2004). Fiir die Zukunft ist es ratsam, sorgsam klinische
Studien zu reevaluieren, um die Wichtigkeit des ApoE in der Entstehung der
Insulinresistenz auch im Menschen zu untersuchen. Durch sorgfiltige Anamnese konnte
der Entstehung von Adipositas und damit verbundenen anderen Erkrankungen
vorgebeugt werden, bestenfalls durch einfache Feststellung des APOE-Genotyps und

entsprechende medizinische Empfehlungen.
GroBe Teile der Ergebnisse, die in dieser Promotion erarbeitet wurden, konnten fiir

Manuskripte verwendet werden, die teilsweise schon publiziert sind (Bartelt et al., 2010;

Bartelt et al., 2011) (siehe 8.7).
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Zusammenfassung

Das multifunktionelle 34 kDa Glykoprotein ApoE ist ein Lipidtransportmolekiil und wird
von vielen verschiedenen Zelltypen produziert. Es vermittelt die Aufnahme von
Lipoproteinen, fordert die Ausscheidung von iiberschiissigem Cholesterol und kann durch
die Bindung an Lipoprotein-Rezeptoren Signalfunktion iibernehmen. Adipositas, die
hieraus entstehende Insulinresistenz und ultimativ Typ 2 Diabetes Mellitus bergen
weltweit ein wachsendes Gefahrenpotential fiir die Gesundheit. Ziel dieser Arbeit war es,
die organspezifische Rolle des ApoE fiir den Stoffwechsel der Leber, des Fettgewebes und
des Knochens zu untersuchen und den Bezug zur Entstehung der Insulinresistenz im
Mausmodell naher zu beschreiben. Dazu wurde Wild-Typ- und ApoE-defizienten Tieren
Hochfettdiat bzw. Kontrolldiat gefiittert und dadurch Adipositas induziert. Die Wirkung
des ApoE wurde sowohl systemisch als auch auf Organ- und =zellulirer Ebene
charakterisiert.

Wihrend der Wild-Typ durch exzessive Akkumulation von weilem Fettgewebe und
systemische Insulinresistenz gekennzeichnet ist, sind die Apoe”/--Tieren relativ davor
geschiitzt. Die Adipozyten des weiBen Fettgewebes in Apoe/--Tieren sind durch weniger
Lipideinlagerung und verbesserte Leptin- und Adiponektin-Spiegel charakterisiert.
Folgerichtig ist nicht nur die schidliche chronische Entziindung im weien Fettgewebe
verringert, sondern auch die Glukosetoleranz signifikant verbessert. Das braune
Fettgewebe, das sehr bedeutsam fiir den Energiestoffwechsel ist, ist nicht durch die
Abwesenheit von ApoE beeinflusst. Erstaunlicherweise liegt durch das Fehlen des ApoE
eine Steatohepatits vor, die allerdings durch ein eher vorteilhaftes Fettsaureprofil
charakterisiert ist. Die vergroferte Knochenmasse bei relativ weniger Adipozyten, legt eine
Beeinflussung der entwicklungsbiologischen Linie von Osteoblasten und Adipozyten durch
ApoE nahe. Diese Hypothese lisst sich durch den Phéanotyp von in vitro differenzierten
Adipozyten aus Apoe”/-Tieren untermauern, der Art, dass endogenes ApoE fiir die
Adipozytendiffernzierung — und funktion wichtig ist.

ApoE ist im Menschen ein Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung von kardiovaskularen
Erkrankungen und der Alzheimer-Krankheit. Dariiber hinaus etabliert diese Arbeit ApoE
als inversen Regulator von Fettgewebe- und Knochenmasse und dadurch als kritischen

Faktor in der Auspragung von Insulinresistenz und Typ 2 Diabetes Mellitus.
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Summary

Apolipoprotein E (apoE) is multifunctional 34 kDa glycoprotein that is present on all
lipoprotein classes except LDL. It mediates the efficient clearance of lipoprotein remnants
from the circulation and stimulates reverese cholesterol transport, thus preventing the
development of atherosclerosis. Although the vast majority of apoE is produced by the
liver its expression has been detected in several other tissues such as osteoblasts and
adipocytes. As the prevalence of obesity and its deleterious metabolic consequences is
steadily growing, knowledge of underlying molecular mechanisms is required. This work
aimed to deceipher the role of apoE as a lipid transport molecule for the organ-specific
function in liver, adipose tissue and bone with regard to the development of insulin
resistance, the driving force in the development of type 2 diabetes.

Therefore, apoE-deficient (Apoe/-) mice and wild-type controls were fed a high-fat diet or
control diet to induce obesity. At all parameters Apoe”/- mice were proteced from excessive
weight gain due to reduced white fat accumulation and less chronic inflammation in
adipose tissue. Consequently, these mice displayed improved insulin sensitivity. Although
highly important for energy metabolism, we obeserved no changes in brown adipose tissue
in Apoe”-mice. Surprisingly, even on control diet and more strikingly on HFD Apoe~/- were
characterized by fatty liver disease with hallmarks of inflammation. However, the fatty
acid profile revealed a remarkable difference to wild-type control with increased levels of
n-3 fatty acids, a profile beneficial for insulin sensitivity. In primary Apoe/- adipocytes,
differentiation as well as the inflammatory response are impaired, suggesting a molecular
defect apart from disturbed lipid transport. Next to adipocytes, bone forming osteoblasts
arise from mesenchymal progenitor cells. Here we observe that apoE in an inverse
regulator of bone and fat development: while on control diet Apoe”/- mice have increased
bone mass after HFD these mice have slower rates of bone formation; on wild-typ controls
is no change in response to diet. This inverse regulation could by based on manipulation of
the precursor-to-osteoblast-or-adipocyte transition. Taken together, apoE enhances the
accumulation of white adipose tissue, protects from steatosis and is a major regulator of
bone formation in relation to diet-induced obesity.

In humans apoE is a major risk factor for atherosclerosis and Alzheimer’s disease. In line
this work establishes apoE as an important factor for bone and fat mass development and

thus as a critical factor in the development of obesity and insulin resistance.
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8. Anhang

8.1.: Abkilrzungsverzeichnis

Abb.
ApoAl
ApoE
ATP
BAT
BV
bzw.
C/EBPa
cDNA
CE

CR

CT

d.h.
DNA
DMEM
ELISA
epiWAT
ESEM
FCS
GC
HDL
HDLg
HFD

hMSC-TERT

HSPG

Abbildung

Apolipoprotein Al

Apolipoprotein E
Adenosintriphosphat

brown adipose tissue

bone volume

beziehungsweise

CAAT-enhancer binding protein alpha
complementary deoxyribonucleic acid
Cholesterolester

chylomicron remnant

Computed Tomography

das heifit

deoxyribonucleic acid

Dulbecco”s modified eagle medium
enzyme-linked immunosorbent assay

epididymal white adipose tissue

enviromental scanning electron microscopy

fetal calf serum
Gaschromatographie
high-density lipoprotein
HDL mit ApoE

Hochfettdiat

human mesenchymal stem cells engineered with telomerase reverse

transcriptase

Heparansulfatproteoglykan
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i.p.
IBMX
IDL
I-1B
IL-6
JNK
KD
KFR
LDL
LDLR
LRP1
LRP5
LRP6
MCP1
mRNA
NAFL
NASH
NOb/BPm
NOc/BPm
ObS/BS
OCN
OcS/BS
PBS
PCR
PDGF
PL
PPARYy
PS

RNA

intra-peritoneal

Isobutylmethylxanthin
intermediate-density lipoprotein
interleukin lbeta

interleukin 6

c-Jun-terminal kinase

Kontrolldiat

Knochenformationsrate

low-density lipoprotein

LDL-Rezeptor

LDLR-related protein 1

LDLR-related protein 5

LDLR-related protein 6

monocyte chemoattractant protein 1
messenger ribonucleic acid

non-alcoholic fatty liver disease
non-alcoholic steatohepatitis

number of osteoblasts per bone perimeter
number of osteoclasts per bone perimeter
osteoblast surface per bone surface
Osteocalcin

osteoclast surface per bone surface
phosphate-buffered saline

polymerase chain reaction
platelet-derived growth factor
Phospholipide

peroxisome proliferator-activated receptor gamma
penicillin/streptomycin

ribonucleic acid
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SDS
subWAT
T2DM
Tab.
TAG
Tb.N
Tb.Sp
Tb.Th
TNFa
TRL

TV
UCP1
uOCN
VisWAT
VLDL
VLDLg
WAT

z.B.

sodium dodecyl sulfate
subcutaneous white adipose tisue
Typ2 Diabetes Mellitus
Tabelle

Triacylglycerol

trabecular number
trabecular spacing
trabecular thickness

tumor necrosis-factor alpha
triglyceride-rich lipoprotein
trabecular volume
uncoupling protein 1
untercarboxyliertes OCN
visceral white adipose tissue
very low-density lipoprotein
VLDL mit ApoE

white adipose tissue

zum Beispiel
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8.3.: Chemikalien

Substanz Gefahrensymbol R-Satze S-Satze
Acetylchlorid F,C 11-14-34 (1/2)-9-16-26-45
Chloroform Xn 22-38-40-48/20/22 36/37
Ethanol F 11 7-16
Formaldehyd T 23/24/25-34-40-43 (1/2)-26-36/37/39-45-51
Isopropanol F, Xi 11-36-67 (2)-7-16-24/25-26
Methanol F, T ;;/233{ 7;‘4/2255 7-16-36/37-45
Paraformaldehyd Xn 20/22-36/37/38-40-43 22-26-36/37
Salzsidure C 34-37 (1/2)-26-45
Toluol F,Xn 11-38-48/20-63-65-67 (2)-36/37-62

79




Anhang

8.4.: verwendete Gefahrenhinweise und Sicherheitsratschlage

Gefahrensymbole

F

T

Xn

Xi

leichtentziindlich
giftig
gesundheitsschédlich
reizend

atzend

Hinweise auf besondere Gefahren (R-Satze)

R 11

R 14

R 22

R 34

R 36

R 37

R 38

R 40

R 43

R 63

R 65

R 67

Leichtentziindlich.

Reagiert heftig mit Wasser.
Gesundheitsschiadlich bei Verschlucken.
Verursacht Veratzungen.

Reizt die Augen.

Reizt die Atmungsorgane.

Reizt die Haut.

Verdacht auf krebserzeugende Wirkung.

Sensibilisierung durch Hautkontakt moglich.

Kann das Kind im Mutterleib moéglicherweise schadigen.

Gesundheitsschadlich: Kann beim Verschlucken Lungenschiaden

verursachen.

Dampfe konnen Schlifrigkeit und Benommenheit verursachen.

Kombination der R-Satze

R 20/22
R 23/24/25
R 36/37/38

R 39/23/24/25

Gesundheitsschadlich beim Einatmen und Verschlucken.

Giftig beim Einatmen, Verschlucken und Beriihrung mit der Haut.

Reizt die Augen, Atmungsorgane und die Haut.

Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen,

Beriihrung mit der Haut und durch Verschlucken.
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R 48/20

R 48/20/22

Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei
langerer Exposition durch Einatmen.

Gesundheitsschidlich: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei
langerer Exposition durch Einatmen und durch Verschlucken.

Sicherheitsratschlage

S2

S7

S16

S22

S 26

S45

S51

S 62

Darf nicht in die Hande von Kindern gelangen.
Behalter dicht verschlossen halten.

Von Ziindquellen fernhalten - Nicht rauchen.
Staub nicht einatmen.

Bei Beriihrung mit den Augen sofort griindlich mit Wasser abspiilen
und Arzt konsultieren.

Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt hinzuziehen (wenn moglich,
dieses Etikett vorzeigen).

Nur in gut geliifteten Bereichen verwenden.

Bei Verschlucken kein Erbrechen herbeifithren. Sofort arztlichen Rat
einholen und Verpackung oder dieses Etikett vorzeigen.

Kombination der S-Satze

S1/2
S 24/25

S 36/37

S 36/37/39

Unter Verschluss aufbewahren.
Beriihrung mit den Augen und der Haut vermeiden.

Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung
tragen.

Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und
Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.
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