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1. Einleitung
1.1 Die Bedeutung der Fette fiir den menschlichen Organismus

In der Erforschung der heute vielfach verbreiteten Erkrankungen, wie Diabetes mellitus
Typ 2, arterieller Hypertonus und Adipositas als Risikofaktoren fiir die Entstehung einer
Koronaren-Herz-Krankheit (KHK) war die Rolle der Fette lange Zeit umstritten.

Die Annahme, eine UibermaRige fettreiche Erndhrung sei im Allgemeinen krankheitsfor-
dernd und bedinge Herz-Kreislauferkrankungen musste durch mehrere wissenschaftliche
Erkenntnisse in den letzten Jahren revidiert werden.! Betrachtete man Lipodystrophie-
Patienten mit vermindertem oder nicht vorhandenem Fettgewebe, litten diese klassi-
scherweise an einer Fettleber, Insulinresistenz und Hyperlipiddmie mit daraus resultie-
rendem deutlich erhdhten Risiko fur Herz-Kreislauferkrankungen. Zog man Volksgruppen
mit niedriger Inzidenz von kardiovaskuldren Erkrankungen, wie Inuiten, heran, zu deren
Hauptnahrungsmitteln Fisch gehort, erkannte man die gesundheitsfordernde Bedeutung
der mehrfach ungesattigten Fettsduren fir den Organismus. Folglich musste die Schluss-
folgerung gezogen werden, dass eine ausreichende Zufuhr von Nahrungsfetten, insbe-
sondere von mehrfach ungesattigten Fettsauren, und das Vorhandensein von ausrei-
chend Fettgewebe in einem eukaryoten Organismus unverzichtbare Komponenten zur

Erhaltung eines gesunden metabolischen Gleichgewichtes sind.

1.2 Ein Rezeptor als multimodales Steuerungsinstrument des
Metabolismus

Mit der Entdeckung des Peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARy) konnten die
zunichst paradox erscheinenden Effekte der Fette und des Fettgewebes erklart werden.’
In der Therapieerforschung von Diabetes mellitus als kardiovaskularer Risikofaktor zeig-
ten PPARy-Agonisten, wie Pioglitazon, ein Vertreter aus der Gruppe der Glitazone zur Be-
handlung von nicht-insulinabhdngigem Diabetes mellitus Typ II, eine Minderung der Insu-
linresistenz und des Blutzuckerspiegels - ohne Erhéhung der Insulinsekretion - durch ihre
agonistische Wirkung am PPARy-Rezeptor.? In Tierversuchen wurde zudem die antihyper-
tensive Wirkung sowie die Verbesserung der endothelialen Funktion und Schutz vor oxi-

dativem Stress in Leber und Nieren durch Pioglitazon bei an Diabetes mellitus erkrankten
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Kaninchen nachgewiesen.>* Interessanterweise fihrten in vivo Untersuchungen von An-
tihypertensiva aus der Gruppe der AT-lI-Rezeptor-Typ1(AT,)-Antagonisten, wie Telmi-
sartan, neben der Blutdrucksenkung zu einer AT;-Rezeptor-unabhdngigen Aktivierung des
PPARy-Rezeptors und bewirkten eine signifikante Minderung der Insulinresistenz und

Hyperglykamie.®

1.3 Kardiovaskuldre Risikofaktoren und Atherosklerose

Bei der Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen wurde ebenfalls das Zigarettenrau-
chen als wichtiger Risikofaktor identifiziert, der u.a. zu vermehrtem oxidativen Stress in
GefdRen fiihrt, eine Minderung der Vasodilatation bewirkt und zudem einen toxischen

®7:%9 Auf der Suche nach Zusammenhangen zwischen

Einfluss auf das Endothel austibt.
den einzelnen kardiovaskularen Risikofaktoren, die haufig miteinander einhergehen, riick-
te die Frage, inwieweit das Zigarettenrauchen der Aktivierung des PPARy-Rezeptors und

somit seinem positiven Einfluss auf die kardiovaskuladren Risikofaktoren entgegenwirkt, in

den Mittelpunkt meines wissenschaftlichen Interesses.

1.4 313-L1-Priadipozyten

Wegen ihrer hohen Genexpression des PPARy-Rezeptors verwendete ich fiir meine Ver-
suchsreihen 3T3-L1-Zellen, um den Einfluss von Zigarettenrauchkondensat auf den Zell-
metabolismus und die Wirkung von Sartanen und Glitazonen zu untersuchen. Hierbei
handelte es sich um eine Subpopulation von Praadipozyten, die 17 bis 19 Tage alten emb-
ryonalen Mausen entnommen wurde und im Rahmen der unten dargestellten Versuche
eine Entwicklung von Praadipozyten zu Adipozyten durchlebte. Der Prozess der Differen-
zierung wurde in seiner Geschwindigkeit und seinem AusmaR durch dufRere Faktoren ent-

scheidend beeinflusst.



1.4.1 Die wesentlichen Phasen der Zelldifferenzierung
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Abbildung (Abb.) 1. Smas CM, Sul HS. Control of adipocyte differentiation. Biochem. J. 1995;303:697-710

Hierbei entsteht aus einer pluripotenten Stammzelle zunachst eine multipotente mesen-
chymale Vorstufe mit exprimiertem Hauptregulator-Gen, das die weitere Entwicklung der
Zelle zum Myoblasten, Chondroblasten oder Praadipozyten bestimmt. Letztere treten
nach vollstandiger Konfluenz mit Erreichen des Zellkontaktes in einen Wachstumsstill-
stand ein, der durch den Einfluss von Transkriptionsfaktoren, Hormonen und zytoskeletta-
lem Remodelling den Prozess der Differenzierung zu reifen Adipozyten bestimmt.
3T3-L1-Zellen vermoOgen zu einem gewissen Grad, sich binnen einiger Wochen nach Errei-
chen der Konfluenz - bei Wachstum im Nahrmedium mit fetalem Kalberserum (FCS) - zu
Blindeln aus Adipozyten zu differenzieren. Setzt man die gleiche Zelllinie dem synthetisch
hergestellten Glukokortikoid Dexamethason und Phosphodiesterasehemmer Isobutyl-
xanthin (IBX) 48 Stunden nach Konfluenz aus, resultiert daraus eine hohere Anzahl sich
differenzierender Zellen sowie eine Verkiirzung der Differenzierungsdauer auf finf bis
sieben Tage. Weiterhin fordern Wachstumshormone, das Schilddriisenhormon T3, der

Insuline-like growth factor 1 (IGF-1) und Prostaglandine die Adipogenese in verschiede-



nen Praadipozyten-Zelllinien. Hormone wie Insulin hingegen, beschleunigen die Speiche-
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rung von Fetten in der Zelle ohne Einfluss auf die Anzahl der Zellen zu nehmen.

Low Density Scale Bar = 100um High Dngity . Scale Bar = 100pm

Abbildung (Abb.) 2. Die verschiedenen Stadien der Konfluenz der Praadipozyten. ATCC, CL-173, designation
3T3-L1, Massachusetts Institute of Technology, USA.

Eine herausragende Rolle bei der Adipozytendifferenzierung spielt eine Kombination aus

IGF-1 und Insulin, die erforderlich ist, um eine Adipozyten-spezifische mRNA zu bilden.*?

2. Fragestellung

Es soll die Frage untersucht werden, ob Zigarettenrauchkondensat (CSC) die metabolische
Wirkung von dem Antidiabetikum und selektiven PPARy-Rezeptor-Agonist Pioglitazon,
dem Antihypertensivum und partiellen Agonist Telmisartan, dem als Prodrug vorliegen-

den Antihypertensivum Losartan sowie seinem aktiven Metabolit EXP3179 beeinflusst.



3. Die Familie der PPAR-Rezeptoren

PPAR beschreibt eine Gruppe von nukledren Rezeptoren, die als ligandenaktivierte
Transkriptionsfaktoren fungieren. Bislang konnten drei Subtypen des PPAR-Rezeptors
identifiziert werden: PPARa, PPAR, der PPARS entspricht, und PPARY.™

PPARa findet sich vor allem in Herz, Niere, Leber, Skelettmuskel sowie Monozyten und
Makrophagen und wird heute bereits pharmakologisch als Angriffspunkt der Fibrate ge-
nutzt. PPAR ist vor allem in Herz, Nieren und Darm vertreten, ist in seiner Funktion je-
doch nicht hinreichend erforscht. Der PPARy-Subtyp kommt lberwiegend im Fettgewebe
vor, findet sich aber auch in anderen Strukturen des Organismus, wie Endothel, glatten
GefaBmuskelzellen, Monozyten und Makrophagen sowie Darmmukosa.” Fiir PPARY wur-
den bereits zahlreiche Effekte beschrieben. Gemeinsam mit PPARA und , der in ver-
gleichbarer Dichte in nahezu allen Geweben vertreten ist, greift PPARy entscheidend in

den Fettsiurenmetabolismus ein.'*

3.1 Der PPARy-Rezeptor

Flr den PPARy-Rezeptor konnte bereits eine Vielzahl von endogenen als auch syntheti-
schen Liganden identifiziert werden. Zu diesen zdhlen unter anderem lipophile Hormone,
darunter Steroid- und Schilddriisenhormone, Vitamin-A-Metaboliten, oxidiertes LDL,
mehrfach ungesattigte Fettsduren, Glitazone, wie z.B. Pioglitazon, AT;-Antagonisten, wie
Telmisartan sowie der aktive Losartan-Metabolit EXP3179.'> 1% 1718125

Als Transkriptionsfaktor ist dieser Rezeptor befahigt, nach seiner Aktivierung die
Transkription unterschiedlicher Gene durch Bindung der jeweilig spezifischen DNA-
Sequenzen in der Promoter-Region, sogenannte ,PPAR-Response-Elements”, zu steuern.
Damit der PPARy-Rezeptor die Transkriptionsrate bestimmter Gene erh6hen kann, muss
er mit dem Retinoid-X-Rezeptor ein Heterodimer bilden. Erst dieses Dimer bindet an
PPAR-Response-Elements und |6st eine entsprechende Genexpression aus.

Der PPARy-Rezeptor besitzt eine hoch konservierte DNA-bindende Doméane (DBD) in der
GroRe von etwa 70 Aminosauren und eine Liganden-bindende Domane (LBD), die etwa

250 Aminosauren umfasst. Die LBD beinhaltet eine transkriptionsaktivierende Funktion 2

(AF 2), eine Region zur Dimerisierung sowie transkriptionellen Aktivierung, und liegt am



Rande des C-Terminus des Rezeptors. Das N-terminale Ende, auch A/B-Region genannt,
besitzt ebenfalls eine transkriptionsaktivierende Funktion 1 (AF 1), die wiederum eine
mitogen-aktiverte Proteinkinase (MAPK) mit einer phosphorylierbaren Stelle beinhaltet.”
20 Kommt es zu einer Phosphorylierung dieser Stelle, wird die Fahigkeit der Ligandenbin-
dung des PPARy-Rezeptors reduziert, mit der Folge, dass auch seine transkriptionelle Ak-
tivitat gemindert wird.”* PPARy-Agonisten entfalten ihre wichtigsten metabolischen Wir-
kungen in der Skelettmuskulatur, im Fettgewebe und in der Leber. In der Skelettmuskula-
tur und im Fettgewebe wird (iber die vermehrte Expression des Glukosetransportproteins
GLUT 4 die Glukoseaufnahme in die Zelle erhoht, was eine Senkung des Blutzuckerspie-
gels und des nicht enzymatisch glykosylierten Hamoglobins HbA1lc bewirkt. Zudem ver-
bessert eine Aktivierung des PPARy-Rezeptors die Insulin-Sensitivitdt - ein Effekt, der
durch den Einsatz von Glitazonen bereits pharmakologisch genutzt wird. Zusatzlich wird
im Fettgewebe die Differenzierung von Praadipozyten zu Adipozyten herbeigefiihrt, was
zu einer vermehrten Aufnahme von freien Fettsauren und Triglyceriden in die Zellen mit
nachfolgender Senkung der Blutfette fihrt. Die erhdhte Insulinsensitivitat 16st eine Um-
verteilung des Fettgewebes aus. Auf diese Weise nehmen die stoffwechselaktiven viszera-
len Fettspeicher bei Typ-2-Diabetikern ab, wahrend sich das inaktive subkutane Fettge-
webe vermehrt.”* %

In der Leber vermdgen PPARy-Agonisten die Glykolyse, Glykogensynthese und Lipogenese
zu aktivieren, hingegen Vorgadnge, wie die Glykoneogenese und Glykogenolyse, die bei
Insulinresistenz gesteigert sind, zu blockieren.

Dariber hinaus konnte in den vergangenen Jahren ein weiterer wichtiger Effekt der
PPARy-Aktivierung aufgezeigt werden. Uber eine Hemmung der Sekretion von Tumor-
nekrosefaktor-a (TNF-a), einem Zytokin, das Gber seine inflammatorische Wirkung bei
der Entstehung der Atherosklerose eine entscheidende Rolle spielt, wird das kardiovasku-
lare Risiko reduziert.?* Schon friih konnte sowohl im Fettgewebe von tibergewichtigen
Menschen als auch Nagern eine vermehrte Bildung von TNF-a und Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor-1 festgestellt und deren zentrale Rolle bei der Entstehung der Uber-
gewicht-assoziierten Insulinresistenz und der Pathogenese von Diabetes Typ Il herausge-
stellt werden. Auch hier greift die Wirkung der PPARy-Agonisten durch Hemmung der

Sekretion dieser Zytokine mit daraus resultierender Minderung der Insulinresistenz.?> %

10



Neuere Untersuchungen lassen vermuten, dass der PPARy-Rezeptor die in Makrophagen
enthaltene Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP-9), die als Hauptpradilektionsfaktor bei der
Entstehung der Plaque-Ruptur gilt, zu regulieren vermag.27 Die positiven Wirkungen der

PPARy-Agonisten auf den Stoffwechsel kdnnen jedoch durch verschiedene Einflussfakto-
ren herabgesetzt werden.’ Jlingste Forschungsreihen konnten das Zigarettenrauchen als

einen dieser Faktoren identifizieren.?®

3.2 Ziel-Gene des PPARy-Rezeptors

3.2.1 Cluster of differentiation 36

Das Cluster of differentiation 36 (CD36) ist ein Zellwandprotein, das zur B Scavenger Re-
zeptorfamilie gehort. Es besteht aus einem extrazelluldren Anteil zum Binden von Ligan-
den sowie zwei Transmembrandomanen, an deren kurzen Ausldufern sich das C- und N-
terminale Ende befindet und ins Zytoplasma hineinreicht. CD36 ist Bestandteil zahlreicher
Zelltypen, wie z.B. differenzierten Adipozyten, Thrombozyten, Erythrozyten, Monozyten
und Makrophagen. Es ist in der Lage, Liganden, wie native und oxidierte LDL, langkettige
Fettsauren, High-density lipoproteins (HDL), oxidierte Phospholipide, fibrillares Amyloid,
Kollagen, Thrombospondin, apoptotische Zellen und mit Plasmodium falciparum infizierte
Erythrozyten zu binden.?® 303%32.33

Der Kontaktaufnahme zwischen Ligand und CD36 folgt eine Internalisierung des Liganden
durch eine Actin-vermittlerte Endozytose. Diese bedingt die Aktivierung der Src- und c-
Jun-N-terminalen Kinasen und Rho-GTPasen. Im Gegensatz zur Pinozytose bleibt diese
seltene Form der Endozytose unbeeinflusst von Inhibitoren der Phosphatidylinositol-3-
Kinase oder vom Natrium/Wasserstoff-Austausch.* Bei rekombinanten Miusen mit einer
Punktmutation im CD36-Gen und folglich nicht mehr nachweisbarem CD36-Protein zeigte
sich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine verminderte Fahigkeit von Makrophagen und
Monozyten, oxidiertes LDL zu binden und aufzunehmen. Zudem konnten bei diesen Tie-
ren deutlich erhohte Nichtern-Spiegel von LDL-Cholesterin, nicht veresterten freien Fett-
sauren und Triglyceriden nachgewiesen und die bislang unterschatzte Rolle des Proteins
CD36 am Stoffwechsel von Lipoproteinen und Fettsiuren herausgestellt werden.*® Der
Mangel an CD36 ist erblich und flhrt zu verschiedenen Herzerkrankungen, wie Kardiomy-

opathie, Vitien oder KHK.* 3’
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Da bei einem CD36-Mangel-Typ 1 das besagte Protein in der Zellwand von Monozyten
und Thrombozyten fehlt, ist die Aufnahme der energieliefernden langkettigen Fettsduren
in Myokardzellen verandert, was eine mogliche Erklarung fir die Entstehung von KHK
liefert.® Interessanterweise konnte bei Patienten mit einem CD36-Mangel auch eine Insu-

38,39 Da Insulinresistenz einen Teil des metabolischen

linresistenz beobachtet werden.
Syndroms ausmacht, welches mit der Entstehung von Atherosklerose vergesellschaftet
ist, gibt es auch eine Verbindung zwischen CD36-Mangel und vaskularen Herz-Kreislauf-

erkrankungen.*®

3.2.2 Fatty acid-binding protein 4

Das Fatty acid-binding protein 4 (FABP4; Synonym fiir ALPB, aP2, FABP, A-FABP) findet
sich hauptsachlich in zytoplasmatischen und nukledaren Kompartimenten reifer Adipozy-
ten, aber auch in Makrophagen. Schon frith wurde FABP4 aus 3T3-L1-Zellen von Mausen

40,55 Eg gehort zur Familie der kleinen

isoliert und einer naheren Erforschung unterzogen.
hochkonservierten zytoplasmatischen Proteine und vermag neben der Bindung von lang-
kettigen Fettsauren auch andere hydrophobe Liganden zu binden. Die Expression von
FABP4 wird durch Fettsduren, oxLDL, PPARy-Agonisten und Insulin reguliert.26'41 42
FABP4 ist beteiligt an der Aufnahme, dem Transport und Metabolismus von langkettigen
Fettsauren sowie der Aufrechterhaltung des Fettsaureanteils in der Zellwand, Regulation
spezifischer Enzyme des Fettstoffwechsels sowie des Zellwachstums und der —differen-
zierung.43

Nach Bindung von Fettsdauren an FABP4 gelangt der FABP4-Fettsaure-Kompex u.a. in den
Zellkern, wo dieser eine Aktivierung des PPARy-Rezeptors bewirkt und im Rahmen eines
positiven Feedbacks eine gesteigerte Expression von FAPBP4 hervorruft.** %°

Adipozyten und aktivierte Makrophagen geben FABP4 zu einem geringen Anteil in den
Blutkreislauf ab, wo es quantitativ bestimmt werden kann.*® Durch seine oxLDL-
vermittelte Up-Regulation in Makrophagen und der resultierenden Kaskade ist FABP4 an

50, 55

der Entstehung der Atherosklerose beteiligt. Nach Einwanderung von Monozyten in

das vorgeschadigte GefalRendothel wandeln sich diese physiologischerweise zunéchst zu

Makrophagen und spater durch oxLDL in Schaumzellen um.*” 48
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Deren Untergang I6st eine Entziindungsreaktion in der GefaBwand sowie Chemotaxis aus,
wodurch eine Kaskade der Atherosklerose und Plaquebildung in Gang gesetzt wird.

Eine Uberexpression von FABP4 fiihrt ferner zur vermehrten intrazelluliren Anhdufung
von Cholesterol und Triglyceriden, die u.a. durch eine Up-Regulation des Acyl-CoA-
Cholesterol-Acyltransferase-1(ACAT)-Gens, das die Umwandlung von Cholesterol in Cho-
lesterolester, der intrazelluldren Speicherform, reguliert wird. Ebenfalls resultiert in einer
gesteigerten FABP4-Genexpression eine Down-Regulation des ATB-binding-Cassette-
1(ABCA)-Gens, das den transmembranen Transport von Lipiden, wie dem Cholesterol, in
den Extrazelluldarraum steuert. Weiterhin kommt es zu einer Down-Regulation des Hor-
mone-sensitive-lipase(HSL)-Gens, das fir den Efflux und die Hydrolyse von Cholesterol-
estern in Makrophagen verantwortlich ist.*®

In einem in vivo Versuch mit Mausen, die unter einer Hypercholesterindmie litten, ver-
hindere das Fehlen von FABP4 die Auspragung einer hochgradigen Atherosklerose.*® *°

In einer Studie mit KHK-Patienten konnte die positive Korrelation zwischen dem Niichern-
FABP4-Serumspiegel und dem metabolischen Syndrom, bestehend aus viszeraler Adiposi-
tas, gestorter Glukosetoleranz, erhéhtem Triglycerid- und erniedrigtem HDL-Spiegel sowie
arterieller Hypertonie, nachgewiesen werden. Hierbei waren die am hochsten gemesse-
nen Nichtern-FABP4-Serumspiegel bei Patienten, die alle Kriterien des metabolischen
Syndroms erfiillten, und die niedrigsten Serumspiegel bei Probanden, die keines der Krite-

>152 ymgekehrt wurde in einer prospekti-

rien flir ein metabolisches Syndrom aufwiesen.
ven 5-Jahres-Studie die Pradiktivitat eines hohen FABP4-Serumspiegels im Hinblick auf die
Entwicklung eines metabolischen Syndroms bewiesen.>®

FABP4 gehort zu den Ziel-Genen des PPARy-Rezeptors. Seine zentrale Rolle bei der Trans-
lation von FABP4 und Adipozytendifferenzierung wurde durch folgenden Versuch heraus-
gearbeitet: Embryonale Stammzellen von Mausen mit Fehlen beider Kopien des PPARy-
Rezeptor-Gens wiesen in der Folge eine mangelhafte FABP4-Genexpression auf. Zudem

waren diese Zellen nicht in der Lage, sich zu Adipozyten zu entwickeln.”* *°
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4. Zigarettenrauchen und seine Auswirkungen

Das Zigarettenrauchen gehort zu den wichtigsten Risikofaktoren bei der Entstehung von
Krebs und kardiovaskularen Ereignissen, wie Schlaganfall und Herzinfarkt. Mehr als die
Halfte der rauchenden Bevdlkerung stirbt vorzeitig an den Folgen des Zigarettenkonsums.
Hierbei tritt die Halfte dieser tabakrauchbedingten Todesfalle bereits im mittleren Le-
bensalter zwischen 35 und 69 Jahren auf. >*°">%>°

Bei der Inhalation des Tabakrauchs werden iber 250 verschiedene zytotoxische und u.a.
kanzerogene Substanzen Uber die Lunge besonders schnell und effektiv aufgenommen
und wirken sich bereits in niedrigen Konzentrationen schadlich auf den Organismus aus.>®
60, 61,62,63

Bei der Fiille an Inhaltsstoffen, die sich im Zigarettenrauch finden, und deren psycho-
physischen Auswirkungen auf den Organismus wurden im Folgenden einige wichtige Sub-
stanzen und die durch sie vermittelten Signalkaskaden exemplarisch herausgestellt.

Zu den wichtigsten Vertretern der kanzerogenen Substanzen im Zigarettenrauch gehéren
Nitrosamine, aromatische Amine, polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe und
Phenole.®* Weiterhin wurden im Zigarettenrauch Kanzerogene, wie Acetaldehyd, Acryl-
nitril, Arsen, Benzol, 1,3-Butadien, Blei, Cadmium, Formaldehyd, Hydralazin, p-
Hydrochinon, Naphthalin, Nickel, Nitromethan, Styrol sowie Tuluol identifiziert.>® ® ¢
Bei den genannten Stoffen handelt es sich zum Teil um Prakanzerogene, die von einem
Organismus in ihre aktive Form erst (iberflihrt werden missen. Zudem wird die schadi-
gende Wirkung dieser Substanzen durch viele nicht primar kanzerogene Zusatzstoffe ver-
starkt. So [6st Ammoniak langfristig eine Zerstérung der Flimmerepithelien in den Bron-
chien aus, was zum ldangerem Verbleib der Kanzerogene im Organismus fiihrt.>® 0. 61,6263
Eine zentrale Rolle beim Zigarettenrauchen spielt das Nikotin. Es ist das Hauptalkaloid der
Tabakpflanze. Dieses bindet an nikotinerge Acetylcholinrezeptoren in den autonomen
Ganglien, im Nebennierenmark, an neuromuskuldren Nervenendigungen und im Zentra-
len Nervensystem. Daraus resultiert eine Freisetzung von Adrenalin und Noradrenalin, die
neben einer Erhohung von Blutdruck, Herz- und Atemfrequenz, zu einer Verstarkung der
Darmmotorik und des Glykogenabbaus fiihren. Uber die direkte Erregung des Hypophy-

senhinterlappens durch nikotinische Rezeptoren hat Nikotin eine antidiuretische Wir-

kung. Durch Bindung an Chemorezeptoren des Brechzentrums werden Ubelkeit und
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Erbrechen induziert. An der motorischen Endplatte fiihrt Nikotin ebenfalls zu einer Erre-
gung und Muskelkontraktion. An sensiblen Nervenenden I6sen hohere Konzentrationen
jedoch eine Ganglienblockade und Dauerdepolarisation aus.®” Nach Inhalation des Ziga-
rettenrauchs wird Nikotin in nicht-ionisierter lipidloslicher Form rasch tiber Lunge, Haut,
Schleimhaut und Darmmukosa aufgenommen, gelangt ins Herz-Kreislauf-System und pas-
siert die Blut-Hirn-, Plazenta- und Milchschranke.®’ ®®

Zu einer neuronalen Signallibertragung kommt es durch Bindung des Nikotins sowohl an
pra- als auch postsynaptische nikotinerge Rezeptoren, was neben der Ausschittung von
Noradrenalin und Adrenalin auch die Sekretion von Dopamin, Serotonin und Endorphinen
hervorruft.®

Als Agonist von nikotinergen Rezeptoren beeinflusst Nikotin nach Bindung am Cortex und
Limbischen System kognitive Funktionen und Emotionen. Durch Interaktion mit dem Nuc-
leus accumbens, einem Teil des Striatums, das zu den Basalganglien gehort, resultiert
sowohl ein Belohnungsgefiihl, als auch Triebkontrolle, was zum Teil das resultierende
Entspannungsgefihl hervorruft.®’ Bei der Tabakverbrennung entsteht zudem das hochgif-
tige und geruchlose Gas Kohlenmonoxid, das mit einer vielfach hoheren Affinitat vergli-
chen mit Sauerstoff an das Ham in Erythrozyten bindet und so den Sauerstofftransport zu
den Organen vermindert.®® Kompensatorisch steigen Blutdruck und Herzfrequenz an, um
der verminderten Sauerstoffversorgung entgegenzuwirken. Dies fiihrt zu einer reduzier-
ten korperlichen Belastung und einem erhohten Risiko fiir die Entstehung von Herz-
Kreislauferkrankungen.>® Ein weiterer schadigender Mechanismus des Zigarettenrau-
chens fiihrt zur Endotheldysfunktion. Physiologischerweise bewirkt Stickstoffmonoxid
(NO) eine endothelvermittelten Vasodilatation. Dieses wird von dem endothelialen Enzym
Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) aus der Aminosaure L-Arginin gebildet. Das Ergebnis
dieser Enzymreaktion hangt von der Menge des vorhandenen Cofaktors Tetrahydrobiop-
terin (BH4) ab, der bei Rauchern erniedrigt ist.”® Bei geringer Bioverfugbarkeit von BH4
bildet die eNOS zellschadigende Superoxid-Anionen statt des endothelprotektiven Stick-
stoffmonoxids, das nur bei BH4 in héheren Mengen entsteht.”* Die vermehrte Bildung
von Superoxid-Anionen flhrt zu einem erhdhten oxidativen Stress, was wiederum die
Entstehung der Atherosklerose beg[]nstigt.70 In vitro durchgefiihrte Endothelversuche
demonstrierten die jeweils positive Korrelation zwischen der Einwirkzeit, der Konzentrati-

on des Zigarettenextraktes und NADPH-Dosis im Hinblick auf die Dysfunktion der eNOS,
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deren Produkt Superoxid-Anionen sind. Diese konnte jedoch durch hohe Konzentrationen
des Cofaktors BH4 in ihrer NO-bildenden Funktion nahezu vollstédndig wiederhergestellt
werden. Zudem wurde bewiesen, dass eNOS den Cofaktor BH4 in Anwesenheit von Ziga-
rettenextrakt durch Oxidation selbst zerstorte.”> Weiterhin wurde der Beweis einer direk-
ten toxischen Wirkung von Zigarettenrauch auf Endothelzellen gerhrt.g’ 3

Bereits in den 80er Jahren wurde herausgearbeitet, dass Zigarettenrauchen zu einem ra-
piden Anstieg des Angiotensin-Converting-Enzyms im Serum und damit eine erhdhte
Umwandlung von Angiotensin | zu Angiotensin Il bewirkt.”* Angiotensin Il fihrt in glatten
Muskelzellen tber die Aktivierung der NADPH- und NADH-Oxidase zur vermehrten Bil-
dung von zellschddigenden Superoxid-Anionen, die an der Entstehung von GefaRhyper-
trophie und -hyperplasie beteiligt sind.”> Zudem ist Angiotensin Il ein sehr potenter Vaso-
konstriktor und beglinstigt die Entstehung bzw. Zunahme der Schwere eines arteriellen
Hypertonus.

Nikotin, ein wichtiger Bestandteil des Zigarettenrauchs, vermag die Angiotensin-II-
vermittelte mitogene Reaktion in glatten GefaBRmuskelzellen und Fibroblasten zu erho-
hen, was moglicherweise ebenfalls zur Entstehung von Herz-Kreislauferkrankungen in
Verbindung mit Zigarettenrauchen beitragt.

Atherosklerose, die eine Schliisselrolle bei der Entstehung von kardiovaskuldren Erkran-
kungen spielt, wird Gber eine weitere Kaskade, die das Zigarettenrauchen in Gang setzt,
begiinstigt und betrifft das LDL. Rauchen verstarkt die Oxidation des LDL. Dieses modifi-
zierte LDL wird von Makrophagen, die sich in Gefdlendothelzellen befinden, iber Sca-
venger Rezeptoren, wie das CD36, aufgenommen, woraufhin sich die Makrophagen, die
das oxidierte LDL (oxLDL) nicht abbauen kénnen, zu Schaumzellen verwandeln. Im Verlauf
flhrt dieser Prozess zur Nekrose von Schaumzellen und Ablagerung freiwerdender Lipide
in der der Intima.”® Zudem werden beim Zerfall von Schaumzellen Wachstumsfaktoren
frei, die eine Entziindungsreaktion und die Einwanderung von Leukozyten und Endothel-
zellen aus der Media in die Intima herbeiflihren und daraufhin die Bildung einer Bindege-
websmatrix sowie proinflammatorischer Proteine induzieren.”’

Endothelzellen sind ebenfalls befahigt liber Scavenger Rezeptoren oxLDL aufzunehmen,
was zu einer erhdohten Bildung von Adhasionsmolekiilen und Chemokinen in Endothelzel-
len fihrt. Adhdsionsmolekiile vermitteln die zunehmende Einwanderung von Monozyten

aus dem Gefalumen. Chemokine regulieren deren Umwandlung zu Makrophagen.

16



OxLDL fuhrt auBerdem zur Bildung von Autoantikorpern und einer Erhohung der Throm-
bozytenaggregation.”® Zu weiteren Auswirkungen des Zigarettenrauchens auf das Herz-
Kreislaufsystem und die Entstehung der KHK zdhlen die Erh6éhung des Fibrinogenspiegels
und der Blutviskositat sowie die Beglinstigung der Insulinresistenz, letztere durch ver-

mehrte Freisetzung des Zytokins TN F-o.”®

5. Die zur Inkubation verwendeten Testsubstanzen

5.1 Angiotensin-Rezeptor-Antagonisten im Allgemeinen

Defintionsgemal sind AT;-Rezeptor-Antagonisten, auch als Sartane bekannt, Pharmaka,
deren Bindung an den Rezeptor eine sehr hohe Affinitat und Selektivitit aufweist.®°

In der Folge werden auf diese Weise die Rezeptor-vermittelten Wirkungen von Angioten-
sin Il gehemmt. Indirekt fliihren sie zu einer Aktivierung des AT,-Rezeptors, da das anfal-
lende Angiotensin Il nun vermehrt mit den AT,.Rezeptoren interagiert. Die Aktivierung
von AT,.Rezeptoren, die bei arterieller Hypertonie hochreguliert werden, tragt zur blut-
drucksenkenden Wirkung von AT;-Rezeptor-Antagonisten bei.

Durch die Behandlung mit AT;-Rezeptor-Antagonisten wird die Angiotensin II-Bildung so-
gar erhoht, da durch die Besetzung der AT;-Rezeptoren die negative Rickkopplung auf die
Reninsekretion ausbleibt, die Reninsekretion also nicht mehr durch Angiotensin Il ge-
hemmt wird.”® Zu den Indikationen einer Therapie mit AT;-Rezeptor-Antagonisten gehé-
ren neben der arteriellen Hypertonie auch Nephropathie, Diabetes mellitus Typ Il, diabe-
tische Proteinurie, linksventrikuldre Hypertrophie sowie Husten im Rahmen einer ACE-
Hemmer—Therapie.80 Unerwiinschte Wirkungen von Sartanen sind u. a. Hyperkaliamie,
Diarrhoe, Muskelkrampfe, Sinusitis, verlegte Nasenwege, Erythem, Schwindel, Schlaflo-
sigkeit, Depression, Atemnot, Hypotonie, periphere Odeme, das angioneurotische Odem
sowie Anstieg von Serumkreatinin und -bilirubin. Zu den allgemeinen Kontraindikationen
zahlen Schwangerschaft, Stillzeit, schwere Einschrankungen der Leberfunktion sowie im

Speziellen bei Telmisartan eine bestehende GaIIenwegsobstruktion.“o’ 141, 142
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5.1.1 Losartan und EXP3179

Als erster Vertreter der AT;-Rezeptor-Antagonisten kam Losartan im Jahr 1996 auf den
deutschen Markt. Chemisch gehort es zu den Imidazolderivaten und unterliegt bei gleich-
zeitig guter oraler Resorption einem ausgeprigten First-pass-Effekt.®® So betrigt seine
relative Bioverfligbarkeit 33 %.”° Bei der Biotransformation entsteht mit Hilfe der Cytoch-
rom-P450-Enzyme aus Losartan, das zunachst als Prodrug vorliegt, sein aktiver Metabolit
EXP3179, der hauptsachlich fir die Wirkung des Pharmakons verantwortlich ist. Im Ge-
gensatz zum nicht-kompetitiven Hemmer EXP3179 entfaltet Losartan seine Wirkung im
Rahmen einer kompetitiven Hemmung am AT;-Rezeptor. Zu den vielfdltigen Wirkungen
von Losartan und EXP3179 gehoren die Hemmung der AT;-Rezeptor-vermittelten Vaso-
konstriktion, der Gefa3- und Myokardhypertrophie, positiven Inotropie, Koronarkonstrik-
tion, Absorption von Natrium und Wasser, intraglomerularen Proliferation, Aldosteron-,
ADH- und Katecholaminfreisetzung sowie Sympathikusaktivierung.®® Zudem entfaltet
EXP3179 eine AT;-Rezeptor unabhangige Wirkung und ist verantwortlich fur die anti-
inflammatorischen Effekte des Losartans, in dem es die Up-Regulation der Cyclooxygena-
se-2 hemmt 3828384

Ferner stimuliert EXP3179 die endotheliale NO-Synthase und hemmt die TNF-a-ver-
mittelte Apoptose.82 Weiterhin konnte dem EXP3179 eine gerinnungshemmende Eigen-
schaft durch die Hemmung einer kollagenabhangigen Thormbozytenaktivierung zuge-
sprochen werden.®* Ebenso wurde EXP3179 als direkter PPARy-Agonist identifiziert, was
seine positiven Effekte auf den Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel erklart.®

Die Halbwertszeit von Losartan bzw. EXP3179 betrigt 2 bzw. 6-9 Stunden.®® Die Eliminati-

on von Losartan und EXP3179 erfolgt in gleichen Anteilen hepatisch und renal.”® 8> 8¢

5.1.2 Telmisartan

Ein jingerer Vertreter der Gruppe der Imidazolderivate ist Telmisartan, der als nicht-
kompetitiver AT;-Rezeptor-Blocker fungiert. Im Gegensatz zu Losartan ist Telmisartan
kein Prodrug und zeichnet sich durch seine hohe Halbwertszeit zwischen 20 und 24 Stun-
den aus. Zudem weist es im Gegensatz zu Losartan mit 50 % eine héhere relative Biover-

fugbarkeit auf.”>®’
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Neben seiner vordergriindigen antihypertensiven Wirkung am AT1-Rezeptor, spielt Telmi-
sartan durch seinen partiellen Agonismus am PPARy-Rezeptor zudem eine wichtige Rolle
im Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel. Zu den positiven Effekten dieser Interaktion ge-
horen u.a. eine Verbesserung der Insulinresistenz sowie Reduktion des Triglyceridse-
rumspiegels und auf diese Weise die Senkung des kardiovaskularen Risikos.®® Telmisartan
wird nahezu ausschliefRlich Gber Galle und Stuhl ausgeschieden, wahrend alle anderen

Sartane (ber die Leber und Niere eliminiert werden.*°

5.2 Ein wichtiger Vertreter der Glitazone: Pioglitazon

Bei einer jingeren Gruppe von Diabetestherapeutika wurde ein dhnlicher Effekt auf den
Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel beobachtet. Einer der bekanntesten Vertreter dieser
Gruppe ist Pioglitazon. Er gehort chemisch zu den Thiazolidindionen. Seine metabolische
Wirkung entfaltet er durch selektiven Agonismus am PPARy-Rezeptor und beeinflusst, wie
AT-Rezeptor-Blocker, nach dessen Bindung die Transkriptionsrate des Glukosetransport-
proteins GLUT 4, woraufhin eine Verbesserung der Insulinempfindlichkeit im Skelettmus-
kel und Fettgewebe resultiert.®

Seine relative Bioverfligbarkeit betragt 80 %. Die Halbwertszeit von Pioglitazon liegt bei
11, die seiner wirksamen Metaboliten bei 27-29 Stunden. Die Elimination erfolgt iber-
wiegend renal.**°

Verschiedene unabhangige Arbeitsgruppen zeigten auf, dass Pioglitazon u.a. auch blut-
druckregulierend wirkt. Neben einer direkten Blockade der Calciumkanale und Erhéhung
des NO-Serumspiegels mit resultierender Vasodilatation, beglinstigt Pioglitazon zudem
den Abbau des zytotoxischen Superoxid-Radikal-Anions, das standig als Nebenprodukt

des oxidativen Stoffwechsels entsteht.!”- %% 9192

Die resultierende Minderung der GefaR-
konstriktion und des oxidativen Stresses fordern die Wiederherstellung der Endothelfunk-
tion, was am Beispiel von diabetischen Mausen aufgezeigt wurde. Bei diesen Tieren, die
zwar an einem Insulinmangel litten, jedoch keine -resistenz aufwiesen, fiihrte Pioglitazon
weder zu einer signifikanten Blutzuckersenkung, noch zu der typischen Gewichtszunah-
me."’

Leider zeigte Pioglitazon in einer retrospektiven Studie eine leicht erhéhte Inzidenz von

Harnblasenkrebs, so dass Patienten mit einem leicht erhéhten Blasenkrebsrisiko, Blasen-
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krebs in der Vorgeschichte oder nicht abgeklarter Makrohdmaturie bei der Behandlung
eines Diabetes mellitus Typ Il nicht auf Pioglitazon eingestellt werden sollten.'3?

Ferner fiihrt Pioglitazon zu Fliissigkeitsretention und peripheren Odemen, was fiir Patien-
ten mit Herzinsuffizienz gefahrlich werden kann. Rosiglitazon, ein anderer Vertreter der
Glitazone, steht sogar im Verdacht das Herzinfarktrisiko zu erhéhen, was maRgeblich zur
Ricknahme des Medikamentes vom europdischen Markt im November 2010 beitrug. Pi-
oglitazon ist frei von diesem Risiko, es soll jedoch das Frakturrisiko erhohen.'®

Aus diesem Grund sollte das Nutzen-Risiko-Verhiltnis bei einer Therapie mit Pioglitazon

im Hinblick auf altersbedingte Risiken wie Blasenkrebs, Frakturen und Herzinsuffizienz vor
einem Therapiebeginn sorgfaltig abgewogen und der Patient nach wenigen Monaten The-
rapiedauer beziglich der genannten Erkrankungen untersucht werden.'*

Pioglitazon ist aktuell der einzige zugelassene Vertreter dieser Gruppe in Europa und
kontraindiziert bei Leberfunktionsstorungen, Herzinsuffizienz NYHA I-IV, wahrend der
Schwangerschaft und Stillzeit, bei Uberempfindlichkeit gegen den Wirkstoff sowie bei dia-
betischer Ketoazidose und oder diabetischem Prakoma. Aufgrund des guten sowie lang an-
haltenden positiven Einflusses von Pioglitazon auf den Metabolismus ohne Gefahr einer
Hypoglykamie ist Pioglitazon ein wichtiges Therapeutikum bei Patienten mit Diabetes melli-
tus Typ Il und gleichzeitig vorliegender Insulinresistenz.”*® Eine unerwiinschte Wirkung von
Pioglitazon ist eine Appetitsteigerung sowie eine hiervon unabhangigen Gewichtszunahme

durch Wassereinlagerungen.'*% 143

5.3 Zigarettenrauchkondensat

Bei den vielfaltigen bereits oben genannten psycho-physischen Auswirkungen des Ziga-
rettenrauchens, hervorgerufen durch zahlreiche Inhaltsstoffe, untersuchte ich im Rahmen
dieser Arbeit keinen besonderen Inhaltsstoff, sondern ein reprasentatives kondensiertes
Stoffgemisch, das diverse zytotoxische und kanzerogene Substanzen einer Zigarette ent-
halt, die bei der Inhalation von Zigarettenrauch vom Organismus aufgenommen werden.
Im eingesetzten CSC wurde eine Vielzahl verschiedener Chemikalien identifiziert, die in-
flammatorische Prozesse einleiten und sich zytotoxisch auf zahlreiche Zelltypen auswir-
ken, nachgewiesen. Hierbei handelt sich unter anderem um Nikotin, Nitrosamine, Cadmi-

um, Phenole, Schwermetalle und chemische Kanzerogene.ga’ %
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Direkte Vergleiche zwischen Zigarettenrauch, einem komplexen Gemisch aus vielen ein-
zelnen chemischen Bestandteilen, die als Gase, Dampfe und kondensierte Aerosolpartikel
vorliegen, und CSC bezlglich ihrer gemessenen biologischen Aktivitat kdnnen nicht gezo-
gen werden, da sie sich im Hinblick auf ihre chemische Zusammensetzung sowie physiko-
chemischen Eigenschaften unterscheiden.” Ergebnisse maschinellen Abrauchens kénnen
als ein Beitrag zur Risikobewertung herangezogen werden, sie sind jedoch weder vorge-
sehen noch geeignet, als Mall moglicher menschlicher Exposition oder zur Risikoeinschat-
zungzu dienen.*®

Da es sich in diesem Versuch um eine im feuchten Milieu angesiedelte Zellkultur von Pra-
adipozyten handelt, die natiirlicherweise weder (iber nikotinische Rezeptoren verfiigen,
noch Katecholamin-induzierte Prozesse aufweisen, wurde in den folgenden Versuchen
lediglich die Wirkung von CSC auf die Expression bestimmter Gene untersucht.

Zur Herstellung von CSC wurden in den vergangen Jahrzehnten mehrere Maschinen her-
gestellt. Dabei verfolgten die Produzenten zunachst das Ziel, ein dem Zigarettenrauch
vergleichbares Stoffgemisch herzustellen und so die vom Menschen inhalierten Substan-
zen zu eruieren. Durch Modifizierung des Zugvolumens, der -haufigkeit und -dauer stan-
den bei den spater entwickelten Geraten die Unterschiede der Stoffkonzentrationen im
gewonnen CSC im Mittelpunkt des Herstellerinteresses. Durch jede dieser Maschinen
wird die vorher eingespannte Zigarette abgeraucht und der gewonnene Rauch konden-
siert.”’ Das in diesem Versuch verwendete CSC entstammt der University of Kentucky mit
der Zigaretten-Referenznummer 2R4F. Erzeugt wurde das Kondensat durch eine Ab-
rauchmaschine unter Standardbedingungen, die von der Internationalen Organisation fir
Normung (ISO) mit der ISO-Nummer 4387:2000 festgelegt wurden. Die Sammlung der
Partikelphase erfolgte auf einem Camebridgefilter, der derselben ISO-Norm entspricht.
Der Dunst wurde durch denselben Filter abgeleitet und in DMSO eingelassen.

Somit lassen sich die Kondensat- und Nikotingehalte von Zigaretten, die mit diesem Ver-
fahren bestimmt werden, vergleichen und kénnen auf der Grundlage der durch maschi-
nelles Abrauchen erhaltenen Werte eingestuft werden. Aus produkttechnischen Griinden
und aus Griinden der Rechtsetzung ist es sinnvoll, Zigaretten maschinell abzurauchen, um
Informationen Uber Zigarettenrauchbestandteile zu erhalten.’® %

Der Rauch einer Referenzzigarette 2RF4 dhnelt in seiner Zusammensetzung mit Nikotin

(0,8 mg/Zigarette), Kohlenmonoxid (13 mg/Zigarette) und Teer (9,7 mg/Zigarette) dem
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Rauch einer nicht schadstoffreduzierte Filterzigarette (Nikotin 0,8 mg/Zigarette, Kohlen-
monoxid 10 mg/Zigarette und Teer 10 mg/Zigarette) auf dem deutschen Markt.*
Viele Studien haben in den vergangenen Jahrzehnten die DNA-Schadigung sowohl durch

CSC als auch durch Zigarettenrauch in vitro und in vivo nachgewiesen,®* 100 101,102,103, 104,

105, 106, 107, 108, 109, 110, 111 Beispielsweise zeigten in vitro behandelte Ovarial- und Leberzellen
chinesischer Hamster chromosomale Aberrationen und chromosomale Translokationen.”?
Das wiederholte Bestreichen der Haut von Nagern mit CSC flihrte an den behandelten

112

Stellen zu benignem und malignem Tumorwachstum. ™ Bei Versuchen mit Filter- sowie

teer- und schwebstofffreien Zigaretten konnte ebenfalls ein resultierender DNA-Schaden

®4 113 Das Zigarettenrauchkondensat der Referenzzigarette wurde

nachgewiesen werden.
flir meinen Gebrauch in dem organischen Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSQ) mit
einer Konzentration von 10 mg/ml gel6st und in EppendorfgefaRen bei -80 °C aufbewahrt.

In den Versuchen kam das CSC in den Konzentrationen 1,5 und 10 pg/ml zum Einsatz.

6. Materialien und Methoden

6.1 Gerite

- Varioklav Dampfsterilisator H+P, Thermo Electron GmbH, OberschleiRheim,
Deutschland

- Eppendorf Centrifuge 5415 D, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

- Eppendorf Centrifuge 5415 R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

- Microwelle Sharp R-212, Sharp Electronics GmbH, Hamburg, Deutschland

- Sartorius Laborwaage CP 225 D, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

- Sartorius Laborwaage BP 3100, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

- Heraeus Brutschrank B 5050 E, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

- ACCU Jet Brand Pipettierhelfer, Brand & Co. KG, Wertheim, Deutschland

- Heidolph REAX Top (Vortexapparat), Heidolph Instruments & Co. KG, Schwabach,
Deutschland

- Scotsman AF 10 (Eismaschine), MET Mack Eistechnik GmbH, Maintal, Deutschland

- 96 und 384 Well Multiply-PCR-Platten aus Polypropylen, Sarstedt AG & Co., Nim-

brecht, Deutschland
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- Transparentfolie fir Multiply-PCR-Platten, Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,
Deutschland

- Cover slips 13 mm, Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

- Zellschaber mit 1,7 cm Klinge, Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

- 6-Well-Zellkulturplatten mit traditioneller Wachstumsoberflache, Sarstedt AG &
Co., Nimbrecht, Deutschland

- Zellkulturflaschen mit 25 und 75 cm? Wachstumsflache, Sarstedt AG & Co., Niim-
brecht, Deutschland

- Eppendorf Reaktionsgefale 1, 5 und 2 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

- Eppendorf Pipetten 1-10 pl, 10-100 pl und 100-1000 pl, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

- Pipettenspitzen farblos 10 pl, Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

- Atman Sequentes Detektion System 7900 HAT, Applied Biosystems Deutschland
GmbH, Darmstadt, Deutschland

- Smart spec 3000 (Spectrophotometer), Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

- Pasteurpipetten, Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

- Kihlschrank, Liebherr IKB 2420-20 Premium, Liebherr-International Deutschland
GmbH, Biberach, Deutschland

- Axioskop 2, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

6.2 Chemikalien

- Insulin solution human, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

- 3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBX), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

- Dexamethason, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

- Pioglitazonhydrochlorid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

- Losartan Potassium, Fluka/Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland

- EXP3179, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

- Telmisartan, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

- TagMan Probes, Assay on Demand, Applied Biosystems Deutschland GmbH,
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Darmstadt, Deutschland

RealMasterMix Probe with ROX, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Aqua dest, MedPlus Medizintechnik, Dresden-Langebriick, Deutschland
Superscript Il Reverse Transkriptase, Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland
dNTP Mix 10 mM Solution, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland
RNAzol, WAK-Chemie GmbH, Steinbach, Deutschland

GAPDH Maus Primer, Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt,
Deutschland

FABP4 Primer, Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland
CD36 Primer, Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland
Random Primer, Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

RNAsin, Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

Trypsin Gibco EDTA, Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland

Gibco D-MEM, liquid, high glucose, Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland
Dabco, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland

Sudan Red 7 b, Fluka/Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
Mowiol 4-88, Calbiochem/Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Paraformaldehyd, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Diamino-2-phenylindol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
2-Propanol, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Dimethylsulfoxid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
Zigarettenrauchkondensat von Referenzzigaretten mit der Referenznummer 2R4F,

University of Kentucky, USA

6.3 Zellen

3T3-L1-Zellen, eine Subpopulation von Praadipozyten der CCL-Linie-173 von emb-
ryonalen Mausen, ATCC, Manassas, USA
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6.4 Puffer und Losungen

6.4.1 Herstellung des Nahrmediums

Der Flasche Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) mit 450 ml Inhalt wurden 50 ml
inaktiviertes fetales Kalberserum (FCS) zugefiihrt und durch mehrfaches Pipettieren ver-

mischt, so dass sich ein Nahrmedium mit 10 %igem FCS-Anteil ergab.

6.4.2 Herstellung der Insulinlésung

Es wurde Insulin mit einer Konzentration von 10 mg/ml in Verhaltnis 1:20000 mit aufbe-

reitetem Apothekenwasser verdiinnt.

6.4.3 Herstellung der Dexamethasonl6sung

Zunéachst wurde eine Stammlosung mit 1 mg/ml DMSO angelegt und hiernach im Verhalt-

nis 1:25000 mit destilliertem Wasser verdinnt.

6.4.4 Herstellung der Isobutylxanthin(IBX)-Lésung

Nach Fertigung der Stammlésung von 1 mg IBX/ml Ethanol wurde diese im zweiten Schritt

im Verhaltnis 1:90 mit Apothekenwasser verdiinnt.

6.4.5 Herstellung der Phosphate-Buffered-Saline(PBS)-Losung

PBS wurde zur Trypsinverdiinnung und als neutrale Spillésung zum Reinigen der Zellen
von Uberstinden eingesetzt. Fiir die Herstellung wurden 4,77 g PBS-Pulver mit 500 ml
Apothekenwasser in einer autoklavierbaren Glasflasche vermischt und mit aufgedrehtem

Verschluss autoklaviert.

6.5 Aufbereitung und Durchfiihrung der Fettrot-Firbung

Fettrot vermag die Neutralfette einer Zelle anzufarben. Dapi hingegen bringt die Zellkerne
durch einen Fluoreszenzfarbstoff zum Vorschein.

3 g Fettrot wurden in 100 ml heilem 70 %igem Ethanol in der Mikrowelle geldst, liber
Nacht bei 56 °C geschiittelt, auf Raumtemperatur abgekihlt und durch ein Filterpapier
passiert. Vor jedem Gebrauch wurde die Verbindung erneut erhitzt und von den sich bil-

denden groben Partikeln filtriert.
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Die Zellen mussten fir den Farbevorgang auf Deckglasern, sogenannten Cover slips (CS),
die vorher in 6-Well-Zellkulturplatten hineingelegt wurden, wachsen. Der Inkubationsvor-
gang gestaltete sich sonst unverandert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die mit
Zellen bewachsenen CS zweimal mit PBS gewaschen und in 12-Well-Zellkulturplatten
Uberfiihrt. Hier erfolgte die Fixierung in 4 %igem Paraformaldehyd (PFA) mit jeweils 1
ml/Well fur einen Zeitraum von 30 min. Im Anschluss wurden die Zellen einmal mit PBS
gespllt und zweimal mit 50 %igem Ethanol fir jeweils 2 min gewaschen. Nun wurde das
erhitzte und gefilterte Fettrot mit 1 ml/ Well fiir 10 min auf die Zellen aufgetragen. Hier-
nach erfolgten drei Waschungen a 3 min mit 50 %igem Ethanol und anschlieRend die
dreimalige Waschung a 5 min mit PBS.

Um die Zellkerne anzufarben wurden 3 ml Dapi in 100 ml frisch angeriihrtem PBS ver-
mischt und die Zellen mit 1 ml/Well fiir 3 min beimpft. Hiernach erfolgte die zweimalige
Waschung mit PBS & 2 min. Zur Erhaltung der Immunfluoreszenz der gefarbten Zellkerne
wurden die Zellen abschlieBend durch Mowiol mit 0,1 %igem p-Phenyldiamin(PPD)-Anteil
bedeckt, auf einem Objekttrager mit der Zellseite nach unten getrocknet und bei 4 °C ge-

lagert.

7. Zellkultivierung

Alle Arbeiten im Bereich der Zellkultivierung fanden unter einer Sterilbank mit Abzug
statt. Die Kultivierung erfolgte in einem Inkubator bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuch-

tigkeit. Das eingesetzte Nahrmedium wurde vor dem Gebrauch stets auf 37 °C erwarmt.

7.1 Vorbereitung der Zellkultur und Handhabung der Zellen

Die Zellen wurden in der Hand aufgetaut, die sich vom Rand I6sende Masse in einen 15 ml
fassenden Aliguot mit 7 ml Medium Uberfiihrt und 6 min bei 37 °C, RCF 130 g zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde mittels einer sterilen Pasteurpipette vorsichtig abgenommen
und das verbleibende Sediment mit 6 ml Medium durch Hoch- und Herunterpipettieren
blasenfrei vermischt. AnschlieRend erfolgte die Uberfiihrung des Gemisches in eine 25
cm? fassende Zellkulturflasche und Bebriitung in einem Inkubator. Der Mediumwechsel

fand alle drei bis vier Tage statt.
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Bei 70 %iger Konfluenz wurden die Zellen vom Flaschenboden gel6st und auf neue Zell-
kulturflaschen verteilt. Hierfur waren insgesamt 18 ml Medium, drei 25 cm? fassende
Zellkulturflaschen sowie 3 ml 1x Trypsin vonndten.

Nach dem Absaugen des Mediums mittels steriler Pasteurpipette und Spulung der Zellen
mit 1 ml 1x Trypsin, wurde den Zellen erneut jeweils 2 ml Trypsin zugesetzt und diese fur
ca. 5 min inkubiert. Die Inaktivierung des Trypsins erfolgte mittels Zugabe von 4 ml Medi-
um. Durch blasenfreies Pipettieren wurde die Suspension vermischt und das Zellgemisch
auf drei 25 cm? fassende Zellkulturflaschen, die vorab mit je 4 ml Medium versehen wur-
den, aufgeteilt und inkubiert.

Bei dem zweiten Splitting-Vorgang, bei dem die Zellen vom Flaschenboden geldst und in
verdiinnter Menge auf neue Flaschen tberfiihrt wurden, erfolgte zum Zweck der Okono-
misierung des Arbeitsprozesses eine Umverteilung der Zellen auf mindestens zwei 75 cm?
fassende Zellkulturflaschen.

Die Zellen wurden hierbei in einem Stadium der ca. 40-50 %igen Konfluenz wie zuvor mit
1 ml 1x Trypsin gespult und anschlieBend mit 3 ml 1x Trypsin versetzt. Die Menge des
eingesetzten Mediums richtete sich nach der GroRRe der Zellkulturflaschen. So sollte die
Menge des Gemisches aus Zellen, Trypsin und Medium ein Drittel des Flaschenvolumens

betragen.

7.2 Einfrieren der Zellen zur Konservierung

Hierbei wurden kleine Behalter mit Schraubverschluss, sog. Kryo-Vials, DMEM mit 10
%igem FCS-Anteil, 5 % DMSO sowie 0,5x Trypsin verwendet.

Die Zellen wurden zunachst mit 1 ml 1x Trypsin und danach mit 3 ml gespiilt, vom Fla-
schenboden gelo6st, in einen 15 ml Falcon lGberfihrt und 5 min bei 400 g und 37°C zentri-
fugiert. AnschlieRend erfolgte das behutsame Absaugen des Uberstandes, Vermischen
des Sedimentes mit 5 ml Medium und die Abfillung in Kryo-Vials zu je 1 ml. Der Gefrier-
vorgang wurde zundachst fir mehrere Stunden bei -20 °C und hiernach zeitlich unbegrenzt

bei -72 °C vollzogen.
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8. Versuchsaufbau

Es wurden 3T3-L1-Zellen in 6-Well-Platten in dem o.g. speziell angesetzten Nahrmedium
kultiviert. Im Stadium der vollstéandigen Konfluenz erfolgte das Absaugen des Mediums
sowie Inkubation fur 12 h mit jeweils 970 pl Ndhrmedium sowie jeweils 10 pl Insulin, De-
xamethason und IBX pro Well. Das Insulin diente hierbei der beschleunigten intrazellula-
ren Fetteinlagerung. Das Glukokortikoid Dexamethason und der Phosphodiesterasehem-
mer IBX verkirzten hingegen den normalerweise mehrere Wochen andauernden Konver-
sionsprozess von unreifen Praadipozyten zu differenzierten Adipozyten auf die Dauer von

vier Tagen.114

Im Anschluss wurden die Zellen nach Reinigung mit 1x PBS mit je einem
PPARy-Agonisten, d.h. Pioglitazon, Telmisartan, Losartan und seinem aktiven Metaboliten
EXP3179, mit einer einheitlichen Stoffmengenkonzentration von 3x10°® mol/L sowie Etha-
nol in einer 1:100-Verdiinnung als Kontrolle versehen und inkubiert.

Ergdnzt wurde dieser Versuch durch den Einsatz von PPARy-Agonisten in verschiedenen
Konzentrationen, deren Spanne - je nach Ergebnis im Vorversuch zwischen 2,3x10° und
2,3x1072- reichte, um konzentrationsabhingige Wirkungen einzelner Agonisten zu erfor-
schen. Darauf aufbauend erfolgte im nachfolgenden Versuchsteil die Co-Inkubation eines
Agonisten zusammen mit CSC in den Konzentrationen 1, 5 und 10 pg/ml, um dessen Ein-
fluss auf die PPARy-Aktivierung zu eruieren.

Nach einer Inkubationsdauer von vier Tagen wurde aus den Zellen in mehreren Durch-

gangen mRNA isoliert, um hieraus nach Reverser Transkription und Quantifizierung eine

Veranderung des Genproduktes zu ersehen.

9. Anleitung zur Gewinnung von cDNA

9.1 Isolierung der mRNA

Bei diesem Vorgang wurden ausschlielRlich autoklavierte Materialien verwendet und
Handschuhe getragen. Die eingesetzten Substanzen waren auf 37 °C vorgewdrmt. Das
Zentrifugieren erfolgte bei einem RCF-Wert von 1200 g.

Nach Absaugen des Mediums mittels steriler Pasteurpipette und Spilung der Zellen mit
PBS wurden die Zellen mit 500 pl RNAzol/Well beimpft, mittels Zellschaber gelost und in

1,5 ml fassende Eppendorfgefalie, in die jeweils 200 pl Chloroform vorgelegt wurde,
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Uberfihrt. Hiernach wurden die Wells mit je 300 puL RNAzol nachgesplilt, um verbleibende
Zellen herauszulosen und die Flissigkeit in das zugehorige Eppendorfgefald gegeben.

Jede Probe wurde 30 min gevortext und 15 min auf Eis gelagert. Anschliefend wurden die
Proben 15 min bei 1200 g RCF und 4 °C zentrifugiert.

Die Durchfiihrung der folgenden Arbeitsschritte erfolgte auf Eis. Die obere wassrige Phase
wurde mittels steriler Pipette abgenommen, in je ein neues Eppendorfgefal mit 1 ml
Isopropanol tberfihrt, erneut gevortext, 1 h bei -20 °C im Gefrierschrank gefallt und an-
schliefend 30 min bei 1200 g erneut zentrifugiert. Hiernach fand sich die prazipitierte
RNA als Pellet auf dem Boden des GefalRes und wurde durch behutsames Absaugen vom
Uberstand befreit, mit 200 ul 70 %igen Ethanol gewaschen, erneut gevortext und 10 min
bei den o.g. Bedingungen zentrifugiert. Das Pellet wurde vom Ethanol befreit, mit 20 ul
Apothekenwasser resuspendiert und einige Sekunden gevortext. AnschlieSend erfolgte

die photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration und des Reinheitsgrades.

9.2 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription diente dem Umschreiben der gewonnenen messenger-
Ribonukleinsdure (mMRNA) mit Hilfe von Primern und Desoxyribonukleotiden in cyclische
DNA (cDNA). Bei diesem Vorgang wurde ausschlieflich autoklaviertes Material verwendet
und Handschuhe getragen. Von jeder Probe wurden 1,7 ug mRNA eingesetzt. Zunachst
erfolgte die Uberfiihrung des berechneten Volumens der RNA-Suspension in je ein Ep-
pendorfgefal und Abfiillung der Probe mittels Apothekenwasser auf 10 ul. Random Pri-
mer und Desoxyribonukleotide (ANTP) der Stoffmengenkonzentration 10 mM wurden in
einem 1:1-Verhaltnis gemischt und davon je 2 pl jeder Probe zugesetzt. Nach Durchmi-
schung und kurzem Zentrifugieren wurden die Proben 5 min bei 65 °C erhitzt und diesen
anschliefend je 4 ul 5x Buffer, 2 ul 0,1 M DTT und 1 pl RNAsin beigefligt. Nach erneutem
Vortexten fir wenige Sekunden erfolgte eine weitere Zentrifugierung der Proben fiir eine
Dauer von 2 min. Anschliefend begann das eigentliche Umschreiben von mRNA in cDNA.
Hierzu erfolgte eine zweiminitige Vorinkubation der Proben bei 42 °C. Nach Zugabe von
je 1 ul Superskript Il wurden die Proben erneut 50 min bei 42 °C und anschliefend 15 min
bei 72 °C erhitzt. Nach Abkiihlen der umgeschriebenen cDNA auf Raumtemperatur wurde
diese in einem Verhiltnis von 1:10 mit Apothekenwasser verdiinnt. Aus der nicht ver-
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diinnten cDNA wurde je 1 ul aus jeder Probe in einem gesonderten Eppendorfgefal} ge-
poolt. Diese cDNA-Mischung reprasentierte die cDNA fiir die Standardkurve bei der spater
durchgefiihrten quantitativen Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR). Die
cDNA-Proben konnten bei Bedarf bei -20 °C, die mRNA-Proben bei -72 °C eingefroren
werden. Das Ziel der gRT-PCR bestand darin, den Einfluss der oben genannten Testsub-
stanzen auf die Ziel-Gene CD36 und FABP4 zu untersuchen, so dass bei der Herstellung
der Standardreihe und bei der Messung der Proben CD36- und FABP4-Primer eingesetzt
wurden. Als Haushalts- bzw. Referenz-Gen wurde das gebraduchliche Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase(GAPDH)-Gen der Maus Mus Musculus bestimmt, das fir ein
Enzym der Glykolyse kodiert und dessen Exprimierung von aufleren Einfllissen in der Re-

gel unabhangig ist.**> 13!

10. Auswertung des Genproduktes

10.1 Quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion

Die qRT-PCR ist eine Methode zur Vervielfaltigung von Nukleinsdauren und verbindet das
Prinzip der herkommlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit einer zeitnahen Quanti-
fizierung des gewonnen Genproduktes. Diese erfolgt durch Fluoreszenzmessungen, die
wahrend bzw. nach Beendigung eines gRT-PCR-Zyklus erfolgen. Hierbei nimmt die Fluo-
reszenz proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu und ermdglich auf diese Weise
eine Quantifizierung. Dies ist der entscheidende Vorteil zur herkdmmlichen PCR, bei der
die Fragmente im Anschluss an den PCR-Zyklus mittels Gelelektrophorese aufgetrennt
werden miissen. Fur diesen Vorgang wurden 384-Well-PCR-Platten, Abdeckfolie fiir die
Platten, autoklavierte Pipettenspitzen, 1,5 ml fassende Eppendorf-Reaktionsgefalle, Tag-
Man Probes (Assay on Demand), RealMasterMix Probe with ROX sowie Apothekenwasser

eingesetzt.

10.2 Handhabung der gRT-PCR mit dem TagMan (Assay on Demand)

10.2.1 Herstellung der Standardreihe

Aus jeder cDNA-Probe wurden je 1 pl in einem Reaktionsgefall gemischt, gevortext und

kurz anzentrifugiert. Pro Gen wurden 5 pl cDNA-Mix eingesetzt. Fir jedes Gen wurde je-
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weils eine Verdiinnungsreihe mit 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 und 1:32 erstellt. Hierbei erfolgte zu-
nachst die Vermengung von 5 pl cDNA mit 5 ul Wasser und hieraus die Entnahme von 5
pl, um diese wiederum mit 5 pl Wasser fiir den nachsten Ansatz zu vermischen. Die
Schritte wurden wiederholt, bis eine 1:32-Verdiinnung vorlag.

Zwischen jedem Verdlnnungsschritt wurde der cONA-Wasser-Ansatz gevortext und an-
zentrifugiert. Dieser cDNA-Ansatz lieferte die cDNA fiir die Standardreihe in der PCR-

Platte.

10.2.2 cDNA-Ansatz fiir die Messung der Proben

Das Vermischen der Reaktionsansatze erfolgte in Eppendorf-Reaktionsgefalien.

Dazu wurden 8 ul 2,5x RealMasterMix, 1 pl 20x TagMan Probe (Primer), 4 ul verdiinnte
cDNA-Suspension bzw. die Standards sowie 8 pl Wasser zu einem Gesamtvolumen von 21
pl vermengt.

In der Negativ-Kontrolle kam statt der cDNA Apothekenwasser zum Einsatz. Der Reakti-
onsansatz wurde gevortext, kurz zentrifugiert und auf zwei Wells der PCR-Platte & 10 pl
verteilt. Die PCR-Platte lagerte hierbei auf Eis. Anschliefend wurde sie mit Folie versiegelt
und kurz zentrifugiert. Hierbei durften keine Blasen in den Wells entstehen. Die Platte
war nun bereit flr die Messung. Fur jede Probe wurden das Ziel- und das Referenz-Gen
immer auf derselben Platte mitgemessen. Alle Messungen erfolgten in Doppelbestim-

mung.

10.2.3 Die Messung mit dem TagMan

Fir die Quantifizierung und Messung der cDONA-Menge wurde das SDS 2.1 Computerpro-
gramm mit der Einstellung Absolute Quantification, 384 Wells Clear Plate sowie Blank
Template verwendet. Im Anschluss wurden die Detektoren GAPDH, FABP4 und CD36
markiert und die Funktionen Copy to Plate Document sowie Done bedient. Die Wells, die
den gleichen Detector nutzten, wurden durch Anklicken und Ziehen markiert und bei dem
entsprechenden Detektor Use angekreuzt. Nicht genutzte Wells wurden mit Omit Wells

markiert und in der Kategorie Passive Reference: ROX ausgewahlt. Die Probenbeschrif-
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tung konnte vor oder nach dem Zyklus vorgenommen werden. Die Negativkontrolle er-
hielt in der Rubrik Task die Zuordnung NTC. Die Standards der Standardkurve wurden ent-
sprechend ihrer Verdinnung mit dem sample name Standard 1/2, Standard 1/4, Standard
1/8, etc. sowie Quantity 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 bezeichnet. In der Task-Rubrik
erhielten sie die Markierung Standard. In der Rubrik sample name erfolgte die Kennzeich-
nung der Proben mit dem eindeutigen Namen entsprechend der Testbedingung sowie
Unknown in der Task-Rubrik. Hiernach wurde die Funktion /Instrument bedient, um das
Volumen von 10 pl einzustellen. Die Einstellung 9600 Emulation war hierbei zu deaktivie-
ren. Durch Bedienen der Tasten Connect und Start begann der gRT-PCR-Zyklus.

Die gemessenen Cycle-Threshold(Ct)-Werte, bezeichneten den Zyklus, bei dem erstmals
eine signifikant hohere Fluoreszenz im Vergleich zur Hintergrundfluoreszenz, erreicht
wurde. Zur Normierung der absoluten Ergebnisse wurden die Ct-Werte, die das Genpro-
dukt der internen Kontrolle erzeugte, aus den Messerwerten gemaR CD36/GAPDH und

FABP4/GAPDH herausgerechnet.

11. Statistische Auswertung

Die Versuchszahl betrug, sofern in der Graphik nicht anders angegeben, n=6. Die Berech-
nungen wurden in Doppelbestimmung mittels One-way ANOVA durchgefiihrt und die
Resultate anschliefend mit dem Newman-Keuls-Vergleichstest in Paaren einander gegen-
Ubergestellt. Die Ergebnisse wurden als normierte Messerwerte in Uiblichen Boxplots mit
Median und dem Interquartilsabstand dargestellt. Als statistisch signifikant galten Unter-
schiede bei einem Signifikanzwert von p<0.05. Eingesetzt wurde das Programm GraphPad

Prism Version 5.00 fiir Windows, GraphPad Software, San Diego, California, USA.
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12. Ergebnisse

12.1 Versuchsreihe mit Pioglitazon

Es wurde eine Stoffmengenkonzentrations-Wirkungskurve erstellt, um diejenige Stoff-
mengenkonzentration von Pioglitazon zu ermitteln, bei der eine Erhéhung der Gen-
expression von CD36 und FABP4 eintritt. Da diese durch eine Aktivierung des PPARy-
Rezeptors vermittelt wird, ist eine Erhéhung der Genexpression als Marker fir die Akti-
vierung des Rezeptors zu werten.

Es wurden sieben verschiedene Pioglitazon-Stoffmengenkonzentrationen zwischen 3x10™
M und 3x10° M eingesetzt. Eine statistisch signifikante Erhdhung der Genexpression von
CD36 im Vergleich zur Kontrolle trat bei einer Pioglitazon-Stoffmengenkonzentration von
10" M ein und erhéhte sich mit steigenden Stoffmengenkonzentrationen signifikant (Abb.

3).
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Abb. 3. Dargestellt sind Median und Interquartilsabstand der absoluten Messergebnisse der durch Pioglita-
zon in verschiedenen Stoffmengenkonzentrationen induzierten Genexpression von CD36 im Vergleich zur
Kontrolle. Zudem lassen sich die anderen Bedingungen bezliglich signifikanter Unterschiede miteinander
vergleichen. Eine statistisch signifikante Induktion der Genexpression des Ziel-Gens und somit PPARy-

Aktivierung wurde durch eine Stoffmengenkonzentration von 10°Mm herbeigefihrt.
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Parallel dazu wurde eine Messung der relativen Genexpression von FABP4 in Abhangigkeit
von aufsteigenden Pioglitazon-Stoffmengenkonzentrationen an denselben Proben durch-
geflihrt, so dass die Testbedingungen und Durchfiihrung beider Messungen gleich waren.
Eine statistisch signifikante Erhohung der Genexpression von FABP4 gegeniiber der Kon-
trolle trat bei einer Pioglitazon-Stoffmengenkonzentration von 10°M ein und erhéhte
sich wie auch die Expression von CD36 bei der ndchst hoheren bestimmten Stoffmengen-

konzentration von 3x10° M in statistisch signifikantem MaRe (Abb. 4).
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Abb. 4. Dargestellt sind Median und Interquartilsabstand der absoluten Messergebnisse der Genexpression
von FABP4. Als Testsubstanz diente Pioglitazon in aufsteigender Stoffmengenkonzentration. Bestimmt wur-
de das Genprodukt mittels qRT-PCR im Vergleich zur Kontrolle. Eine statistisch signifikante Induktion der

Genexpression des Ziel-Gens wurde durch die Stoffmengenkonzentrationen von 10 und 3x10° M erreicht.

Der Vergleich anderer Testbedingungen zueinander und zur Kontrolle ergab keinen statistisch signifikanten

Unterschied.
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12.2 Versuchsreihe mit Telmisartan

Im folgenden Versuch wurde Telmisartan in aufsteigenden Stoffmengenkonzentrationen
eingesetzt und die relative Genexpression von CD36 und FABP4 bestimmt. Die Stoffmen-
genkonzentrationen reichten von 6x10° M bis 2x10™° M.

Eine statistisch signifikante Erhohung der Genexpression von CD36 gegeniiber der Kon-
trolle wurde durch eine Telmisartan-Stoffmengenkonzentration von 2x10°® M herbeige-
fihrt und nahm bei weiterer Erhéhung der Stoffmengenkonzentration statistisch signifi-

kant zu (Abb. 5).
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Abb. 5. Dargestellt sind Median und Interquartilsabstand der absoluten Messergebnisse der Genexpression
von CD36. Als Testsubstanz diente Telmisartan in aufsteigender Stoffmengenkonzentration. Bestimmt wur-
de das Genprodukt mittels qRT-PCR im Vergleich zur Kontrolle. Eine statisch signifikante Induktion der Ge-
nexpression von CD36 und somit PPARy-Aktivierung wurde durch Stoffmengenkonzentrationen von

2x10°°, 6x10°° und 2x10™ M erreicht. Die anderen aufgefiihrten Testbedingungen zeigten keine statistisch

signifikanten Unterschiede zueinander oder zur Kontrolle.
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Die Messung der Genexpression von FABP4 bei aufsteigenden Telmisartan-Stoffmengen-
konzentrationen machte deutlich, dass wie auch bei der Bestimmung der Genexpression
von CD36 eine statistisch signifikante Erhéhung der FABP4-Genexpression bei einer

Stoffmengenkonzentration von 22x10° M eintrat und wie in den Versuchen mit Pioglita-
zon mit der nachst héheren Stoffmengenkonzentration von 3x10° M in statistisch signifi-

kantem MaRe zunahm (Abb. 6).
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Abb. 6. Dargestellt sind Median und Interquartilsabstand der absoluten Messergebnisse der Genexpression
von FABP4. Als Testsubstanz diente Telmisartan in aufsteigenden Stoffmengenkonzentrationen. Bestimmt
wurde das Genprodukt mittels gRT-PCR im Vergleich zur Kontrolle. Eine statistisch signifikante Induktion
der Genexpression von FABP4 trat ab einer Stoffmengenkonzentration von 2x10°° M auf und erhéhte sich

mit aufsteigenden Stoffmengenkonzentrationen.

36



12.3 Versuchsreihe mit EXP3179

Im darauffolgenden Experiment wurde der aktive Losartan-Metabolit EXP3179 eingesetzt.
Wie bei den vorangegangenen Versuchen wurde einer Stoffmengenkonzentrations-
Wirkungskurve erstellt. Auch hier war es zielfihrend, eine PPARy-Aktivierung durch Be-
stimmung der relativen Genexpression von CD36 und FABP4 nachzuweisen. Hierbei trat
eine statistisch signifikante Erhéhung der Expression beider Gene durch EXP3179 bei ei-
ner Stoffmengenkonzentration von 2,3x10” M ein (Abb. 7 und 8). Pioglitazon und Telmi-
sartan induzierten die Ziel-Gen-Expression bereits bei deutlich niedrigeren Konzentratio-

nen (10°® bzw. 2x10°M).
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Abb. 7. Dargestellt sind Median und Interquartilsabstand der absoluten Messergebnisse der Genexpression
von CD36. Als Testsubstanz diente EXP3179 in aufsteigenden Stoffmengenkonzentrationen. Bestimmt wur-
de das Genprodukt mittels qRT-PCR im Vergleich zur Kontrolle. Eine statistische Signifikanz zeigte die Induk-
tion von CD36 bei 2,3x 10> M (p<0.05 vs. Kontrolle).
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Abb. 8. Dargestellt sind Median und Interquartilsabstand der absoluten Messergebnisse der Genexpression
von FABP4. Als Testsubstanz diente EXP3179 in aufsteigenden Stoffmengenkonzentrationen. Bestimmt
wurde das Genprodukt mittels gRT-PCR im Vergleich zur Kontrolle. Eine statistische Signifikanz zeigte die

Induktion von FABP4 bei 2,3x10”> M (p<0.05 vs. Kontrolle).

12.4 Versuchsreihe mit verschiedenen Substanzen

Im Folgenden zeigt sich eine Versuchsreihe mit den PPAR-agonistischen Testsubtanzen
Pioglitazon, Telmisartan, Losartan und EXP3179. Hierbei wurde anhand der Ergebnisse
aus den o.g. Versuchen mit Pioglitazon und Telmisartan die Stoffmengenkonzentration
von 3x10° M gewshlt, da mit ihrem Einsatz eine statistisch signifikante Erhéhung der Ge-
nexpression beider Gene zu erwarten war. Es muss jedoch angemerkt werden, dass fir
Losartan vorher keine Stoffmengenkonzentrations-Wirkungskurve erstellt wurde, so dass
keine Stoffmengenkonzentration bekannt war, die bei dieser Zellreihe eine statistisch
signifikante Erhohung der Genexpression bewirkt.

Eine statistisch signifikante Erhohung der Genexpression von CD36 konnte durch Telmi-
sartan, EXP3179 sowie Pioglitazon erreicht werden (p<0.05 vs. Kontrolle). Durch Losartan
hingegen wurde die Genexpression von CD36 im Vergleich zur Kontrolle statistisch nicht

signifikant beeinflusst (Abb. 9). Auch untereinander zeigten die Testsubtanzen eine unter-
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schiedliche Potenz in Hinblick auf die Induktion von CD36. Zwar erzielen Telmisartan und
EXP3179 eine ahnlich hohe CD36-Genexpression, diese unterschied sich jedoch in statis-

tisch signifikanter Weise von derjenigen, die durch Pioglitazon in derselben Stoffmengen-
konzentration erreicht wurde. Pioglitazon erwies sich in diesem Vergleich als potentester

Induktor der Genexpression und PPARy-Aktivator.
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Abb. 9. Dargestellt sind Median und Interquartilsabstand der absoluten Messergebnisse der Genexpression
von CD36. Als Testsubstanz dienten Losartan, Telmisartan, EXP3179 und Pioglitazon. Bestimmt wurde das
Genprodukt mittels gRT-PCR im Vergleich zur Kontrolle. Eine statistisch signifikante Induktion der Ge-
nexpression von CD36 mittels PPARy-Aktivierung wurde durch Telmisartan, EXP3179 sowie Pioglitazon er-

reicht (p<0.05 vs. Kontrolle). Losartan erreichte keine signifikante Induktion der Ziel-Genexpression.
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Bezliglich der Induktion von FABP4 durch dieselben Testsubstanzen entsprach das Ergeb-
nis demjenigen von CD36. Auch hier wurde eine statistisch signifikante Erhohung der Ge-
nexpression gegeniiber der Kontrolle lediglich durch Pioglitazon, Telmisartan und
EXP3179 erreicht. Der herbeigefiihrte Effekt war bei beim Einsatz von Telmisartan und
EXP3179 statistisch gleich. Durch den Einsatz von Pioglitazon wurde die starkste Ge-
nexpression hervorgerufen. Diese war von der erzielten Genexpression durch andere
Substanzen statistisch signifikant unterschiedlich. Durch Losartan lief§ sich in der verwen-
deten Stoffmengenkonzentration keine statistisch signifikante Erhohung der Genexpres-

sion gegeniber der Kontrolle feststellen (Abb. 10).
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Abb. 10. Dargestellt sind Median und Interquartilsabstand der absoluten Messergebnisse der Genexpressi-
on von FABP4. Als Testsubstanz dienten Losartan, Telmisartan, EXP3179 und Pioglitazon (3x10° M). Be-
stimmt wurde das Genprodukt mittels gRT-PCR im Vergleich zur Kontrolle. Ebenfalls lassen sich die Testbe-
dingungen miteinander vergleichen. Eine statistisch signifikante Erhohung der Genexpression von FABP4
wurde lediglich durch Pioglitazon, Telmisartan und EXP3179 hervorgerufen (p<0.05 vs. Kontrolle). Losartan

blieb bei dieser Stoffmengenkonzentration diesbeziiglich wirkungslos (p>0.05 vs. Kontrolle).
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12.5 Untersuchung der Testsubstanzen in Verbindung mit CSC

12.5.1 Pioglitazon und CSC

Im anschlieBenden Versuch wurde der Einfluss von CSC auf die Pioglitazon-induzierte Ge-
nexpression von CD36 untersucht. Hierbei wurde eine Pioglitazon-Stoffmengenkonzentra-
tion von 3x10° M eingesetzt, bei der eine Erhéhung der Genexpression von CD36 gemaR
den Vorversuchen zu erwarten war. Hierbei war es nicht mehr zielfiihrend, den aktivie-
renden Effekt von Pioglitazon auf den PPARy-Rezeptor zu untersuchen, sondern vielmehr
die Unterschiede der Genexpression im Vergleich zur Co-Inkubation mit CSC herauszuar-
beiten.

Das CSC wurde den Zellen in den Konzentrationen 1, 5 und 10 pg/ml zugesetzt. Erganzend
kam der potente PPARy-Antagonist GW 9662 in Co-Inkubation mit Pioglitazon zum Ein-
satz, um die grundsatzliche Hemmbarkeit der Genexpression des Rezeptors bei der ver-
wendeten Zellreihe zu demonstrieren. Als Kontrolle diente in allen Versuchen mit CSC
DMSO, da dieses als Losungsmittel bei der Herstellung von Referenz-CSC verwendet wur-
de.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abb. 11 und 12 dargestellt. Mehrere Aussagen
kénnen Abb. 11 entnommen werden:

Die durch Pioglitazon in Co-Inkubation mit der Kontrollsubstanz DMSO herbeigefiihrte
CD36-Genexpression unterschied sich im Vergleich zu allen anderen Testbedingungen in
statistisch signifikanter Weise und fiel deutlich starker aus. Zudem unterschied sich die
CD36-Genexpression sowohl von der Expression, die durch DMSO in solitarer Inkubation
erreicht wurde als auch von derjenigen, die sich nach Co-Inkubation von Pioglitazon mit
CSCin allen drei Konzentrationen einstellte.

Der hemmende Effekt von CSC auf die Pioglitazon-induzierte CD36-Genexpression war
durch CSC bei allen drei CSC-Konzentrationen festzustellen. Allerdings war dieser Effekt in
den Konzentrationen 1 und 10 pg/ml einander gegeniber nicht signifikant unterschied-
lich. Den starksten hemmenden Einfluss auf die Pioglitazon-Wirkung zeigte CSC bei 5
ug/ml. Ein statistisch gleichwertig hemmender Effekt ergab sich durch die Co-Inkubation
von Pioglitazon mit GW 9662 und CSC 10 pg/ml.

Die GW-9662-induzierte Hemmung auf die Pioglitazon-Wirkung zeigte bei Co-Inkubation

mit CSC 10 pg/ml keine statistisch signifikante Anderung.
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Abb. 11. Dargestellt sind Median und Interquartilsabstand der absoluten Messergebnisse der Genexpressi-

on von CD36. Als Testsubstanz diente Pioglitazon in verschiedenen Konstellationen, darunter mit CSC,

DMSO und GW 9662. Bestimmt wurde das Genprodukt mittels gRT-PCR im Vergleich zur Kontrolle (DMSO).

Die hochste Genexpression wurde durch Pioglitazon in Verbindung mit DMSO und die zweithdchste durch

Pioglitazon in Verbindung mit CSC 1 ug/ml sowie Pioglitazon in Verbindung mit CSC 10 pg/ml erzielt. Piogli-

tazon induzierte in Kombination mit GW 9662 die niedrigste Genexpression. Hingegen war beim Einsatz von

DMSO, CSC 1 pg/ml und CSC 10 pg/ml eine kaum bzw. nicht messbare Genexpression tber die Aktivierung

des PPARy-Rezeptors festzustellen.

An denselben Proben wurde die Messung der FABP4-Genexpression durchgefiihrt (Abb.

12). Wie bei der Genexpression von CD36 war die starkste Genexpression unter Pioglita-

zon und DMSO und deren starkste Hemmung unter allen drei CSC-Konzentrationen durch

CSC 5 pg/ml zu verzeichnen. Eine statistisch signifikante Hemmung der Genexpression

wurde ebenfalls durch Zugabe von GW 9662 bzw. GW 9662 und CSC 10 ug/ml erzielt.
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Anders als bei der CD36-Genexpression war die Hemmung der Genexpression von FABP4
durch Pioglitazon in Verbindung mit GW 9662 schwacher ausgepragt als durch die Kombi-
nation von Pioglitazon, GW 9662 und CSC 10 pg/ml.
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Abb. 12. Dargestellt sind Median und Interquartilsabstand der absoluten Messergebnisse
der Genexpression von FABP4. Als Testsubstanz diente Pioglitazon in Verbindung mit CSC,
DMSO und GW 9662. Bestimmt wurde das Genprodukt mittels gRT-PCR im Vergleich zur
Kontrolle (DMSQO). Die starkste Genexpression wurde durch Pioglitazon und DMSO erzielt.
Die Genexpression von FABP4 war sowohl unter Pioglitazon und CSC 1 pg/ml als auch
unter Pioglitazon in Verbindung mit CSC 10 pug/ml signifikant schwécher, jedoch nicht un-
terschiedlich zu einander. Bei dem Einsatz von Pioglitazon und CSC 5 pug/ml wurde die
Genexpression am starksten gehemmt und verhielt sich gleich wie bei dem Einsatz von
Pioglitazon, GW 9662 und CSC 10 ug/ml.
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12.5.2 Telmisartan und CSC

Im folgenden Versuch wurde Telmisartan mit 3x10° M zusammen mit CSC in verschiede-
nen Konzentrationen eingesetzt. Untersucht wurde hierbei die Hemmung des Rezeptors
in der Kombination von Telmisartan und CSC. Als Referenz-Bedingung diente auch hier die
Co-Inkubation von Telmisartan und DMSO.

Eine statistisch signifikante Hemmung der Genexpression von CD36 wurde lediglich bei
der mittleren CSC-Konzentration von 5 pg/ml erzielt, wohingegen keine signifikante Ande-

rung der Genexpression nach Co-Inkubation mit CSC 1 pg/ml und CSC 10 pg/ml eintrat
(Abb. 13).
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Abb. 13. Dargestellt sind Median und Interquartilsabstand der absoluten Messergebnisse der Genexpressi-
on von CD36. Als Testsubstanz diente Telmisartan in Verbindung mit CSC in verschiedenen Konzentrationen.
Bestimmt wurde das Genprodukt mittels gRT-PCR im Vergleich zur Referenz Telmisartan in Verbindung mit
DMSO. Eine statistisch signifikante Erniedrigung der Genexpression wurde lediglich durch Telmisartan und

CSC 5 pg/ml herbeigefuhrt. Die Zugabe von CSC 1 pg/ml und 10 pg/ml hatte denselben Effekt wie Telmisar-
tan in Verbindung mit DMSO.
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Parallel erfolgte die Bestimmung der Genexpression von FABP4 an denselben Proben.
Eine statistisch signifikante Hemmung der FABP4-Genexpression im Vergleich zur Refe-
renz-Bedingung wurde durch CSC 1 pg/ml und 5 pg/ml erreicht und fiel statistisch von-
einander nicht unterschiedlich aus (p>0.05 vs. TEL+DMSO) (Abb. 14). Die Kombination aus

Telmisartan und CSC 10 pg/ml erzielte eine statistisch gleiche Genexpression im Vergleich

zur Referenzbedingung.
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Abb. 14. Dargestellt sind Median und Interquartilsabstand der absoluten Messergebnisse der Genexpressi-
on von FABP4. Als Testsubstanz diente Telmisartan in Verbindung mit CSC in verschiedenen Konzentratio-
nen. Bestimmt wurde das Genprodukt mittels qRT-PCR im Vergleich zur Referenzbedingung Telmisartan in
Verbindung mit DMSO. Unter CSC 1 pg/ml und CSC 5 pg/ml in Kombination mit Telmisartan zeigte sich eine
statistisch signifikant geringere Genexpression von FABP4 im Vergleich zur Referenzbedingung und zu Tel-
misartan in Verbindung mit CSC 10 ug/ml. Die FABP4-Genexpression durch Telmisartan mit CSC pg/ml als
auch Telmisartan mit CSC 5 pug/ml war statistisch gleich. Auch Telmisartan in Verbindung mit CSC 10 pg/ml

sowie Telmisartan mit DMSO verhielten sich einander gegentiber statistisch gleich.
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Nachdem die ausgepragte Hemmung der Expression beider Ziel-Gene in den Vorversu-
chen bei einer mittleren CSC-Konzentration demonstriert wurde, riickte diese bei den
folgenden Versuchen in den Mittelpunkt meines Interesses. Mit der Untersuchung der
Stoffmengenkonzentrations-Wirkungsbeziehung zwischen Telmisartan in unterschiedli-
cher Stoffmengenkonzentration und CSC 5 pg/ml sollte Gberprift werden, inwieweit die
Hemmung durch CSC 5 pug/ml durch steigende Telmisartan-Stoffmengenkonzentrationen
aufgehoben werden kann.

Die vorherige Untersuchung der Telmisartan-Stoffmengenkonzentrations-Wirkungs-
Beziehung (s. Abb. 5 und 6) ergab eine statistisch signifikante Erhdhung der Expression
beider Gene bei einer Stoffmengenkonzentration von 2x10° M, so dass dieser im folgen-
den Versuch ein besonderes Interesse gewidmet wurde, indem Telmisartan 2x10° M mit
anderen Substraten kombiniert wurde. Obwohl niedrigere Telmisartan-Stoffmengen-
konzentrationen keinen signifikanten aktivierenden Effekt auf die Ziel-Genexpression
aufwiesen, wurden sie dennoch in diesem Versuch aufgegriffen, um mogliche Kontrover-
sen, die die Verschiedenen CSC-Konzentrationen erzeugten, aufzuzeigen.

Dieser Versuch zeigte, dass die CSC-induzierte Hemmung der CD36-Genexpression mit
steigenden Telmisartan-Stoffmengenkonzentrationen statistisch signifikant abnahm (Abb.
14). Die fehlende statisch signifikante Genexpression von CD36 durch Telmisartan in den
Stoffmengenkonzentrationen 6x10° M sowie 2x10”7 M im Vergleich zur Kontrolle

wurde auch durch Co-Inkubation mit CSC nicht verandert.

Bei einer Stoffmengenkonzentration von 6x10° M in Verbindung mit CSC 5 ug/ml zeigte
sich eine geringere Aktivierung des Rezeptors im Vergleich zur Referenzbedingung Telmi-
sartan 2x10° M und DMSO. Bei der nichst héheren Stoffmengenkonzentration von Telmi-
sartan 2x10” M in Verbindung mit CSC fiel die relative Genexpression statistisch deutlich
stiarker aus, als diejenige unter Telmisartan 2x10° M und DMSO (p<0.001).

Weiterhin wurde beobachtet, dass sich die Hemmung der Genexpression von CD36 durch

den PPAR-Antagonisten GW 9662 nach Zugabe von CSC 10 pug/ml verstarkte.
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Tel 2x10°°+DMSO=Referenz und GW=GW 9662 (PPAR-Antagonist)

p <0.05 vs. alle auBer Tel 2x107+CSC 5, Tel 6x 107+CSC 5 und Tel 2x10°+GW+CSC 10
p<0.05 vs. alle auBer Tel 6x108+CSC 5, Tel 2x107+CSC 5 und Tel 6x 107+CSC 5
p<0.05 vs. alle auRer Tel 2x10°%+GW+CSC 10

p<0.05 vs. alle auRer Tel 2x10°+GW

p<0.05 vs. alle

p<0.05 vs. alle

p<0.05 nur vs. Tel 6x10°®, Tel 2x10°+CSC 5, Tel 2x10°°+DMSO und Tel 2x10°+GW

o0 *H + @ =

Abb. 15. Dargestellt sind Median und Interquartilsabstand der absoluten Messergebnisse der Genexpressi-
on von CD36. Als Testsubstanz diente Telmisartan in verschiedenen Stoffmengenkonzentrationen in Ver-
bindung mit CSC 5 pug/ml sowie in der Konzentration 2x10° M in Verbindung mit GW 9662 mit und ohne CSC
10 pg/ml sowie DMSO. Bestimmt wurde das Genprodukt mittels qRT-PCR im Vergleich zur Referenzbedin-
gung Telmisartan 2x10°M in Verbindung mit DMSO. Die Hemmung der Genexpression durch CSC 5 pg/ml
nahm ab einer Telmisartan-Stoffmengenkonzentration von 2x10°° M statistisch signifikant ab. Bei 2x10° M

in Verbindung mit CSC ug/ml fiel die Genexpression von CD36 sogar starker aus als diejenige durch die Re-
ferenzsubstanz Telmisartan 2x10° M und DMSO.

Bei der Messung der Genexpression von FABP4 wurde derselbe hemmende Effekt durch
CSC 5 pg/ml aufgezeigt (Abb. 16). Dieser nahm mit hoheren Telmisartan-Stoffmengen-
konzentrationen in statistisch signifikanter Weise ab. Die drei niedrigsten Stoffmengen-

konzentrationen von Telmisartan flihrten zu keiner signifikanten FABP4-Expression.
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Bei einer Telmisartan-Stoffmengenkonzentration von 6x10° M in Verbindung mit CSC 5
ug/ml zeigte sich im Vergleich zur Referenzbedingung Telmisartan 2x10° M und DMSO
eine Aktivierung des Rezeptors, die wie bei CD36 niedriger ausfiel als diejenige hervorge-
rufen durch die Referenzbedingung Telmisartan 2x10° M und DMSO.

Auch bei der nichst héheren Stoffmengenkonzentration von Telmisartan 2x10”> M in Ver-
bindung mit CSC fiel die Genexpression wie bei CD36 statistisch deutlich ausgepragter aus
als unter Telmisartan 2x10° M und DMSO (p<0.001). Ferner kam es wie auch bei der
CD36-Genexpression zur verstarkten Hemmung durch Zugabe von CSC 10 pg/ml zum

PPAR-Antagonist GW 9662.
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Tel=Telmisartan [M], CSC=Zigarettenrauchkondensat 5 und 10 [ug/ml],
Tel 2x10°®+DMSO=Referenz und GW=GW 9662 (PPAR-Antagonist)

# p<0.05 vs. alle auBer Tel 2x107/+CSC 5 und Tel 6x1077+CSC 5
® p<0.05 vs. Tel 6x 10°+CSC 5, Tel 2x10°+CSC 5, Tel 2x10°°+DMSO und Tel 2x10°%+GW
+ p<0.05 vs. alle auBer Tel 6x1077+CSC 5 und Tel 2x10°+CSC 5+GW

B p<0.05 vs. alle auRer Tel 2x10°+DMSO und Tel 2x10°+GW
* p<0.05 vs. alle

O p<0.05 vs. alle auRer Tel 6x10°°+CSC 5
¢ p<0.05 vs. alle auBer Tel 6x1077+CSC 5 und Tel 2x 10”7+CSC 5, p>0.05 vs. alle

Abb. 16. Dargestellt sind Median und Interquartilsabstand der absoluten Messergebnisse der Genexpressi-
on von FABP4. Als Testsubstanz diente Telmisartan zum einen in verschiedenen Stoffmengenkonzentratio-
nen in Verbindung mit CSC 5 pug/ml sowie zum anderen in der Stoffmengenkonzentration 2x10°M in Ver-
bindung mit GW 9662 mit und ohne CSC 10 pg/ml sowie DMSO. Bestimmt wurde das Genprodukt mittels
RT-PCR im Vergleich zur Referenzbedingung Telmisartan 2x10°M in Verbindung mit DMSO. Wie bei CD36
nahm die Hemmung der Genexpression durch CSC 5 pg/ml ab einer Telmisartan-Stoffmengenkonzentration
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von 2x10° M statistisch signifikant ab. Bei einer Stoffmengenkonzentration von 2x10° M in Verbindung mit
CSC pg/ml fiel die Genexpression von FABP4 sogar starker aus als diejenige durch die Referenzbedingung
Telmisartan 2x10° M und DMSO. Dies ergab sich auch aus der CD36-Messung (Abb. 15).

13. Mikroskopische Analyse mittels Fettrotfarbung

Bei diesem Verfahren wurde die Reifung der 3T3-L1-Prdadipozyten zu reifen Adipozyten
untersucht. Hierbei galt die qualitative und quantitative Bildung von lipidhaltigen Vesikeln,
die sich durch die Farbung rot darstellten, als Marker fir die u.a. PPARy-induzierte Zellrei-
fung. Gemall dem o.g. Protokoll sollten die Zellkerne fluoreszierend zur Darstellung kom-
men, um mehr Aufschluss liber die Proliferation der 3T3-L1-Zellen unter Einsatz der Test-
substanzen zu erbringen. Die Fluoreszenz kam auch nach mehreren Versuchen leider nicht
zum Vorschein.

Die Vorbereitung der Zellen erfolgte wie bereits in den genannten Versuchen durch eine
zwolfstiindige Vorinkubation mit Insulin, Dexamethason und IBX. Hiernach wurden die Zel-
len mit einzelnen Testsubstanzen inkubiert. Hierbei wurde die Stoffmengenkonzentration
3x10° M gewadhlt, da diese die Induktion der Ziel-Gene - auRer bei Losartan - zur Folge hat-
te. Zudem wurde ein Teil der Zellen mit den Testsubstanzen und CSC 10 pg/ml inkubiert, um
den Effekt von CSC auf den PPARy-Rezeptor - diesmal mittels anderem Testverfahren - zu
untersuchen. Die einzelnen Substanzen wurden parallel an derselben Zellgeneration getes-
tet.

Um die Ergebnisse dieses Verfahrens vergleichbar zu machen, wurde bei allen Bildaufnah-
men eine 20x-VergroBerung, Blende 2, Lichteinstellung 4 und Belichtungszeit von 2 s ge-
wahlt. Da sich EXP3179 und Telmisartan bezliglich der Erh6hung der Genexpression von
FABP4 und CD36 dhnelten, wurde bei diesem Verfahren auf den Einsatz von Telmisartan

verzichtet.
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13.1 Inkubation mit Pioglitazon und CSC

In Abb. 17 sind die Zellen nach Inkubation mit Pioglitazon 3x10° M dargestellt. Die roten
Lipidvakuolen waren im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 23) in hoher Auspragung vorhanden,

was auf die PPARy-Aktivierung durch Pioglitazon zurilickzufiihren ist.

Abb. 17. 3T3-L1-Zellen nach Inkubation mit Pioglitazon 3x10° M. Die roten Vesikel entsprechen Lipidvakuolen.

Die folgende Abbildung zeigt die Zellen nach Co-Inkubation mit Pioglitazon 3x10° M und
CSC 10 pg/ml. Die niedrige Anzahl der Lipidvakuolen macht deutlich, dass hier eine Hem-

mung der PPARy-vermittelten Zellreifung und Fetteinlagerung stattfand.

e

L e A

Abb. 18. Die Co-Inkubation mit Pioglitazon 3x10° M und CSC 10 ug/ml der 3T3-Zellen hatte eine verminderte
Zellreifung und Lipideinlagerung zur Folge.
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13.2 Inkubation mit EXP3179 und CSC

In Abb. 19 sind 3T3-L1-Zellen nach Inkubation mit EXP3179 3x10°® M dargestellt. Hierbei
zeigten sich weniger Lipidvakuolen als nach Inkubation mit Pioglitazon, allerdings mehr als

nach Inkubation mit der Kontrollsubstanz (s. Abb. 23).

r : . A

Abb. 19. Darstellung der 3T3-L1-Zellen nach Inkubation mit EXP3179 3x10° M mit geringerer Auspragung der
Lipidvakuolen im Vergleich zur Inkubation mit Pioglitazon.

Abb. 20 zeigt die 3T3-L1-Zellen nach Inkubation mit EXP3179 3x10°® M und CSC 10 pg/ml.
Die Ausbildung der Lipidvakuolen, die u.a. durch den PPARy-Rezeptor getriggert wird, fiel
kleiner aus als nach Inkubation mit EXP3179 und entsprach dem erzielten Ergebnis nach

Inkubation mit der Kontrollsubstanz.

Abb. 20. 3T3-L1-Zellen nach Co-Inkubation mit EXP3179 3x10° M und CSC 10 pg/ml. Die qualitative und quan-
titative Auspragung der Lipidvakuolen war im Vergleich zur Inkubation mit EXP3179 geringer.
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13.3 Inkubation mit Losartan und CSC

Abb. 21 zeigt die Zellen nach Inkubation mit Losartan 3x10® M. Hierbei wird deutlich dass
im Vergleich zur Kontrolle (s. Abb. 23) eine erhdhte Anzahl an reifen Adipozyten mit multip-
len Lipidvakuolen vorliegt. Die Ausbildung von Lipidvakuolen war nach Inkubation mit

EXP3179 (s. Abb. 19), dem aktiven Losartan-Metaboliten, jedoch gréRer.
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Abb. 21. Darstellung der 3T3-L1-Zellen nach Inkubation mit Losartan 3x10° M. Darunter war die Anzahl der
Lipidvakuolen starker ausgepragt als in der Kontrolle, jedoch schwacher als nach Inkubation mit EXP3179.

Abb. 22 zeigt die Zellen nach Co-Inkubation mit Losartan und CSC 10 pg/ml. Hier ist die An-
zahl der Lipidvakuolen geringer als nach solitarer Inkubation mit Losartan, was fiir den

hemmenden Einfluss von CSC auf die Losartan-vermittelte PPAR-Aktivierung spricht.

B

|

b |

Abb. 22. 3T3-L1-Zellen nach Co-Inkubation mit Losartan 3x10°M und CSC 10 ug/ml mit geringerer Auspréa-
gung von Lipidvakuolen als nach solitarer Inkubation mit Losartan.
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13.4 Inkubation mit der Kontrollsubstanz

In Abb. 23 sind die Zellen nach viertatiger Inkubation mit der Kontrollsubstanz DMSO darge-
stellt. Hierbei sind einige lipidhaltige Vakuolen erkennbar. Deren quantitative Auspragung

war jedoch deutlich geringer als diejenige nach Inkubation mit Pioglitazon und EXP3179.

Abb. 23. 3T3-L1-Zellen nach Inkubation mit DMSO. Die Ausbildung von Fettvakuolen ist deutlich geringer als
nach solitdrer Inkubation mit der Testsubstanz.
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14. Diskussion

14.1 Einfluss von CSC auf den PPARy-Rezeptor

Anhand der durchgefiihrten Versuche konnte demonstriert werden, dass CSC einen meta-
bolischen Einfluss auf die Wirkung von PPARy-Rezeptor-Agonisten, wie Pioglitazon, Telmi-
sartan, Losartan und seinem aktiven Metaboliten EXP3179 ausibt, indem es die Aktivierung
des PPARy-Rezeptors herabsetzt. Dies wurde zum einen anhand der PPARy-vermittelten
Induktion von FABP4 und CD36 gezeigt, die im Vergleich zur solitdren Inkubation mit Piogli-
tazon, Telmisartan und EXP3179 bei Zugabe von CSC statistisch signifikant niedriger ausfiel.
Die alleinige Inkubation mit CSC bewirkte keine statistisch signifikante Erhohung der Expres-
sion beider Gene.

Weiterhin gelang es, einen hemmenden Einfluss von CSC auf die Zellreifung von 3T3-L1-
Praadipozyten festzustellen, die bei Zugabe von CSC eine geringere Einlagerung von lipidhal-
tigen Vesikeln aufwiesen im Vergleich zur solitdren Inkubation mit Pioglitazon, Telmisartan,

Losartan und EXP3179.

14.2 Ursachenforschung und Erklirungsansitze

Die genannten Testsubstanzen entfalten ihre Wirkung vor allem durch Aktivierung des
PPARy-Rezeptors, zu dessen Ziel-Genen CD36 und FABP4 gehoren. Beide Gene kodieren fir
Proteine, die den intrazelluldren Transport von Lipiden und deren Weiterverarbeitung bzw.
Einlagerung steuern, so dass eine mogliche Erklarung fir die erniedrigte Genexpression die
CSC-induzierte Hemmung des Rezeptors ist.

Ferner besteht CSC aus zahlreichen kanzerogenen und zytotoxischen Bestandteilen, zu
denen auch Nikotin gehort. Schon frith wurde seine Fahigkeit, chromosomale Aberratio-
nen und Translokationen auszulésen nachgewiesen, was ebenfalls einen moglichen Ein-
fluss auf die Ergebnisse der o0.g. Versuchsreihe nahm.®* % 13

Zu den haufigsten Todesursachen in Deutschland zdhlen seit vielen Jahren Herz-Kreislauf-
erkrankungen. So starb laut Statistischem Bundesamt 41,1 % der deutschen Bevdlkerung im
Jahr 2010 an chronischer ischamischer Herzkrankheit, akutem Myokardinfarkt oder Herzin-
suffizienz in absteigender Reihenfolge. Bereits seit Jahrzehnten steht die Ursachenforschung

der chronisch ischamischen Herzkrankheit im Mittelpunkt des wissenschaftlichen Bemii-
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hens, die die Identifizierung neuer Risikofaktoren, wie Lipoprotein (a) oder Hyperhomo-

116 pennoch sind die pathophysiologischen Mechanismen der

zysteinamie, hervorbrachte.
lange bekannten Risikofaktoren der KHK, wie der Schweregrad der arteriellen Hypertonie,
Rauchen, Dyslipoproteindmie, Diabetes mellitus und (Stamm-)Fettleibigkeit, bisher nicht

vollstandig gekléirt.134

14.3 Einfliisse auf die Prisenz des PPARy-Rezeptors im Organismus

Mit der Entdeckung des PPARy-Rezeptors vor einigen Jahren wurde eine zentrale Regulati-
onseinheit entdeckt, deren Aktivierung einerseits die Auspragung der Risikofaktoren von
Herz-Kreislauferkrankungen reduziert, die jedoch andererseits durch einige dieser Risikofak-
toren in ihrer protektiv wirkenden Funktion gehemmt wird.

Der PPARy-Rezeptor findet sich vor allem in Adipozyten, Endothelzellen, Monozyten und
Makrophagen sowie GefiRmuskelzellen.! Er ist befahigt die Insulinsensitivitit zu erhéhen,
hohe Insulinspiegel zu erniedrigen, die Glukoseaufnahme und -utilisation zu férdern und
den Serumspiegel an freien Fettsduren zu reduzieren. 11/, 118,119,120

Zudem erschlossen viele Arbeitsgruppen weitere positive Eigenschaften des PPARy-
Rezeptors, die der Entstehung der Atherosklerose entgegenwirken. Dazu gehort die Reduk-
tion von oxidativem Stress, Verbesserung der Endothelfunktion, antiproliferative Wirkung
an der GefaRwand, Unterdriickung der Fatty-Streak-Entstehung sowie Plaquestabilisierung

121,122,123, 124 \pit den letztgenannten Erkenntnissen erweiterte sich auch

und -riickbildung.
der bisher bekannte Wirkungsumfang von Antihypertensiva, wie Losartan und Telmisartan,
sowie Antidiabetika, wie Pioglitazon, die ihre Wirkung vor allem iber die PPARy-Aktivierung
entfalten.

Die in vivo Erforschung des PPARy-Rezeptors fand in den letzten Jahren zunehmenden An-
klang. So erbrachte die Arbeitsgruppe von Amoruso et. al. 2007 den Nachweis einer natdrli-
chen Expression des PPARy-Rezeptors in Monozyten und dessen Up-Regulation bei der Rei-
fung zu Makrophagen. Zusatzlich konnte die Expression durch Zugabe von Liganden, wie
15-Deoxy-delta(12,14)-Prostaglandin J(2) oder Ciglitazon gesteigert werden. Ferner senkten
beide Liganden die basale Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF-a und

Interleukin-6. Interessanterweise zeigten Monozyten und Makrophagen von klinisch gesun-

den Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern eine erhéhte PPARy-Expression und erniedrig-
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te Zytokinsekretion. Die zugefiihrte Nikotindosis korrelierte positiv mit der PPARy-

125 Dieses Er-

Expression und negativ mit der Zytokinsekretion in den untersuchten Zellen.
gebnis schien der Identifikation des Rauchens als Risikofaktor fiir die Entstehung von Herz-
Kreislauferkrankungen zu widersprechen, woraufhin eine weitere Arbeitsgruppe - ebenfalls
unter der Leitung des o0.g. Kollegen Amoruso - Monozyten und Makrophagen von KHK-
Patienten, die viel, ehemals oder niemals rauchten, untersuchte.'?

Die hochste PPARy-Expression und niedrigste Zytokinausschiittung zeigten Makrophagen
von ehemals rauchenden KHK-Patienten, die allerdings vor eins bis zwei Jahren den Konsum
aufgaben. Die PPARy-Expressionrate in Makrophagen fiel mit zunehmender Abstinenzdauer
und glich erst nach 5-10 Abstinenzjahren der Expressionsrate von nichtrauchenden KHK-
Patienten. Bei den stark rauchenden an KHK leidenden Probanden zeigten Makrophagen die
niedrigste PPARy-Expressionrate. Die basale Ausschiittung von Zytokinen wie TNF-a und
Interleutkin-6 korrelierte reziprok mit der PPAR-Expression.

Ferner konnte in allen drei Gruppen eine dhnlich signifikante Steigerung der PPARy-
Expressionrate durch natiirliche und synthetische PPARy-Agonisten aufgezeigt werden. Die
untersuchten Monozyten hingegen wiesen in allen drei Gruppen keine signifikanten Unter-

£.1%° Eine hinreichende Erkldrung fiir den

schiede bezliglich ihrer PPARy-Expressionrate au
zugrunde liegenden Mechanismus der gesteigerten PPARy-Expressionrate bei gesunden
Rauchern und erst kurzzeitig nikotinabstinenten KHK-Patienten gab es nicht.
Erklarungsversuche wurden u.a. durch folgenden Aspekte erschwert: Bei der Arbeitsgruppe
vom Amoruso et. al. 2007 gehorten zur Gruppe der gesunden Raucher Probanden ohne

kardiovaskuladre oder andere chronische Erkrankungen und waren Blutspender. Bei der

Auswahl wurden jedoch weder BMI noch LDL-Spiegel bericksichtigt.

14.3.1 Interpretation der klinischen Studienergebnisse

Geht man davon aus, dass die Probanden der beiden Versuchsreihen von Amoruso et. al.
2007 und 2009 frei von kardiovaskuldren Risikofaktoren waren, gibt es meiner Ansicht nach
folgende - zugegeben spekulative — Erklarungen: Wenn man den PPARy-Rezeptor nicht nur
als Immunmodulator, sondern als Teil eines Regulationssystems gegen exogene Noxen ver-
steht, kdnnte die gesteigerte PPARy-Expressionsrate bei gesunden Rauchern als eine Art

Abwehrreaktion bzw. Kompensationsmechanismus auf die Einwirkung von Zigarettenrauch
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erwogen werden - eine Situation in der nur durch eine Uberexpression des Rezeptors der
Genese von Herz-Kreislauferkrankungen entgegengewirkt werden kann.
Regulationsmechanismen kommen im menschlichen Organismus haufig zum Einsatz, um
Dysbalancen, die durch exogene oder endogene Faktoren herbeigefihrt wurden, zu kom-
pensieren. Solch ein Mechanismus wird zum Beispiel bei Rauchern beobachtet, die bei ver-
mehrter Bildung von CO-Hamoglobin eine gesteigerte Erythropoetinsekretion aufweisen,
um die Erythrozytenzahl zu erh6hen und letztlich die Sauerstoffversorgung des Organismus

sicherzustellen.?’

Allerdings reicht die Entwicklung einer Polyglobulie nicht aus, um einer
chronischen Sauerstoffunterversorgung entgegenzuwirken, da langjahriger starker Zigaret-
tenkonsum auch Erkrankungen, wie die chronisch obstruktive Bronchitis (COPD), die mit
chronischer Entziindung, narbigen Umbauvorgangen und Untergang des Flimmerepithels
am Bronchialepithel einhergeht, zu Tage férdert und rund 15 % der Raucher hiervon betrof-

fen sind. **

Im letzten Stadium der COPD besteht eine respiratorische Insuffizienz, die sich
trotz aller Kompensationsmechanismen, wie der Polyglobulie, dem gesteigerten Herzminu-
tenvolumen und vermehrter Atemarbeit, einstellt.

So kénnte auch die alleinige Uberexpression des PPARy-Rezeptors bei Vorliegen oder Hinzu-
kommen von Risikofaktoren eine KHK nicht in jedem Fall verhindern.

Nach Absetzen des toxischen Agens kam es bei KHK-Patienten laut Amoruso et. al. zu einer
UberschieBenden PPARy-Expression.

An Beispielen von verschiedenen synthetischen Substraten, wie Antihypertensiva oder
Hormonersatzstoffen, wurde bei der ausgiebigen Erforschung von Rezeptoren bereits auf-
gezeigt, dass abruptes Ausbleiben des Substrates am Rezeptor ein Rebound-Phanomen zur
Folge haben kann. So verhilt es sich z.B. nach einer rasch beendeten Betablocker-Therapie,
wahrend der die Zahl der Betarezeptoren sich an der Zelloberflache erhoht und daraufhin
eine Steigerung der Sensitivitdt gegenliber Katecholaminen eintritt, was u.a. resultierende
Blutdruckentgleisungen zur Folge haben kann.'?

Ferner untersuchten die Arbeitsgruppen von Amoruso et. al. lediglich die PPARy-Expression
an Monozyten, partiell differenzierten Makrophagen und vollstandig ausdifferenzierten
Makrophagen. Wie es sich mit der PPARy-Expression bei den o.g. Probanden im Fett- oder
Muskelgewebe verhielt und welchen Einfluss dies wiederum auf die die Fett- und Glukose-
utilisation hatte, wurde leider nicht berticksichtigt. Vergleicht man beide Versuchsreihen,
ergibt sich eine vermeintliche Ambivalenz beziiglich der PPARy-Expression. Zigarettenrauch

bei gesunden Rauchern wirkte Gber eine vermehrte PPARy-Expression zwar antiinflammato-
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risch, bei kranken Rauchern sank die Anzahl der PPARy-Rezeptoren jedoch signifikant, um
kurz nach Aufgabe des Konsums, wieder anzusteigen.

Seit man den PPARy-Rezeptor kennt und beforscht, fiihrten die gewonnenen Resultate liber
sein Ausmal} an Prasenz und Funktion immer wieder zu neuen Fragen, von denen viele mit

zunehmendem Wissen beantwortet werden konnten.

14.4 Kritische Auseinandersetzung mit den Ergebnissen meiner Arbeit

Auch die von mir erzielten Ergebnisse aus den CSC-Versuchen weisen Divergenzen auf.

Hier fiihrte CSC in solitdrer Inkubation zwar nicht zur gesteigerten PPARy-Aktivierung, je-
doch war die Hemmung von CSC in 5 ug/ml stets signifikant starker als diejenige, die durch
CSC 10 pg/ml hervorgerufen wurde, so dass die Vermutung naheliegt, dass CSC in héheren
Konzentrationen eine Induktion der Expression von CD36 und FABP4 in Kombination mit
einem PPAR-Agonisten hervorruft.

Die von mir durchgefiihrten gRT-PCR-Untersuchungen zeigten auf, dass alle Testsubstanzen
ausgenommen Losartan, in den gewahlten Stoffmengenkonzentrationen in solitarer Inkuba-
tion zu einer gesteigerten Expression der Ziel-Gene fihrten. Durch Erhéhung der Stoffmen-
genkonzentration wurde diese sogar gesteigert. Nach Zugabe von CSC wurde die Expression
in Abhdngigkeit von der CSC-Konzentration reduziert. So zeigte z.B. die Expression der Ziel-
Gene bei Co-Inkubation mit CSC 1 und 10 pg/ml eine gleichwertig erniedrigte Genexpressi-
on im Vergleich zur Co-Inkubation mit Pioglitazon. Die starkste Hemmung der Genexpressi-
on fuhrte CSC 5 pg/ml in Co-Inkubation mit Pioglitazon herbei.

Wenn bei hoheren Substratkonzentrationen eine weniger starke Rezeptorhemmung resul-
tiert, ist dies zum Beispiel durch eine Down-Regulation erklarbar, bei der es zu einer Inter-
nalisierung des Rezeptors und einer Zersetzung durch lysosomale Enzyme kommt. Da aber
die Testsubstanzen die Genexpression Uiber denselben Rezeptor regulieren und zum Teil
induzieren, kommt dieser Mechanismus als Erklarung nicht in Betracht. Zudem scheidet
sowohl ein rein kompetitiver als auch nicht kompetitiver Antagonismus des CSC aus, da die
Hemmung mit steigender Konzentration von CSC 5 zu CSC 10 pg/ml abnimmt. Auch kann
hier nicht von einem konventionellen partiellen Agonismus bzw. Antagonismus ausgegan-
gen werden, dessen Effekt definitionsgemaR durch seine Konzentration und die Anwesen-

heit eines weiteren Substrates bestimmt wird. Ein partieller Agonist wirkt in niedrigen Kon-
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zentrationen synergistisch und in héheren Konzentrationen antagonistisch im Vergleich zum
reinen Agonisten.147

Da die Blockade durch CSC mit steigender Konzentration abnimmt, kdnnte eine mégliche
Erklarung hierfir ein bisher nicht bericksichtigtes Substrat sein, das durch CSC bei hoheren
Konzentrationen aktiviert wird, was wiederum eine Aktivierung des PPAR-Rezeptors herbei-
fuhrt.

Auf welche Mechanismen die oben dargelegten Beobachtungen tatsachlich zurlckzufiihren
sind, kann meines Erachtens nicht allein durch die bekannten Regulations- bzw. Interakti-
onskaskaden und die bisherigen Erkenntnisse zum CSC und seine in Gang gesetzten Kaska-

den erklart werden.

14.5 Stellenwert der gewonnenen Resultate in der Praxis

Anhand meiner Untersuchungen habe ich bewiesen, dass CSC in bestimmten Konzentratio-
nen die Aktivierung des PPARy-Rezeptors herabsetzt. Diese Tatsache zeigt eine weitere Ver-
bindung zwischen dem Zigarettenrauchen und seinen metabolischen Auswirkungen auf, wie
z.B. der Insulinresistenz und Dyslipiddmie, die die Atherosklerose begiinstigen, wodurch der
Stellenwert von PPARy-Rezeptor-Agonisten bei der Behandlung von Herz-Kreislauferkran-
kungen und deren Risikofaktoren zunimmt. Ubertridgt man diese Erkenntnis auf einen Orga-
nismus, ware zu vermuten, dass auch hier die protektive Wirkung der untersuchten Medi-
kamente durch Zigarettenrauchen in bestimmter Dosis herabgesetzt wird.

Vor der Prifung der klinischen Relevanz sollten zunachst zwei Fragen geklart werden: Wa-
ren die Inhaltstoffe von CSC in den verwendeten Konzentrationen vergleichbar mit realisti-
schen in vivo Konzentrationen von Rauchern? Und dhnelten die gewdhlten Konzentrationen
der Testsubstanzen dem therapeutischen Serumspiegel von Patienten?

Zur Beantwortung der ersten Frage dienen zwei in vivo Untersuchungen, die aufzeigten,
dass die gemessenen Serumnikotinkonzentrationen bei Rauchern zwischen 4 und 72 ng/ml

13513¢ Das CSC der Referenzzigarette 2R4F enthilt standardi-

bzw. 0,1 und 38,8 ng/ml lagen.
siert 20 mg Teer/ml CSC und 0,91 mg Nikotin/ml CSC.**’

Umgerechnet auf die Verwendung in dieser Versuchsreihe lag der Nikotingehalt, dem die
Zellen ausgesetzt waren, bei 0,91 ng/mg CSC und 9,1 ng/mg CSC, was somit den in vivo

herrschenden Nikotinkonzentrationen im Serum eines Rauchers entspricht. Allerdings ent-
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halten Zigaretten zahlreiche Inhaltsstoffe, deren Ubliche in vivo Konzentrationen bei Rau-
chern bislang wenig erforscht wurden bzw. werden diese im Falle von Kohlenmonoxid indi-
rekt Gber den prozentualen Anteil des Carboxyhdmoglobins am Gesamthamoglobin be-
stimmt. Bei der Frage nach Schadstoffkonzentrationen im Serum eines Rauchers kommt
erschwerend hinzu, dass auch nicht rauchende Grof3stadtbewohner sowie Passivraucher
zum Teil hohen Schadstoffen, wie Feinstaub, ausgesetzt sind.**

Spezifische Untersuchungen zeigten auf, dass die untersuchten Aktivraucher zwar mit 3-
15 % einen deutlich erhéhten Carboxyhdmoglobinanteil im Gegensatz zu Nichtrauchern mit
<1,5 % aufwiesen.'* Allerdings wurde in derselben Studie bei der Gruppe von Passivrau-
chern - je nach Qualitat und Quantitat der Exposition - eine 2,5fache Erhéhung des Carbo-
xyhamoglobinanteils im Vergleich zur Gruppe der Nichtraucher verzeichnet.*

Bei der Frage nach dem schadlichen Ausmald einer Zigarette sollte sich das Augenmerk nicht
auf einzelne Schadstoffkonzentrationen im Serum richten. Vielmehr missen einerseits alle
Inhaltsstoffe einer Zigarette sowie deren Zusammenwirken im Organismus als auch der Ge-
sundheitszustand des Organismus bericksichtigt werden, der diesen Schadstoffen ausge-
setzt ist. Das alleinige Wissen um einzelne Serumkonzentrationen der Schadstoffe einer
Zigarette zur Feststellung deren Pathogenitat auf einen Organismus ist nicht entscheidend.
Aufgrund der Komplexitat der Auswirkungen des Rauchens und des Organismus bevorzugte
die Wissenschaft in den letzten Jahrzehnten in vivo Untersuchungen zur Klarung bestimm-
ter Fragestellungen zum Thema Zigarettenrauchen als Krankheitsursache.

Auch wenn die von mir eingesetzten Nikotinkonzentrationen denen von Rauchern entspre-
chen, muss ein entscheidender Unterschied von in vivo Messungen zu meinen Versuchen
berlicksichtigt werden. Die 3T3-L1-Zellen wurden ohne Unterbrechung Gilber mehrere Tage
mit CSC inkubiert. Ein Raucher hingegen, betreibt Zigarettenkonsum in Intervall und zumeist
Uber einen langeren Zeitraum. Mit den von mir durchgefiihrten Versuchen konnte jedoch
von der Schadstoffkonzentration auf einen bestimmten Aktivierungszustand des PPARy-
Rezeptors geschlossen werden.

Bei der Frage nach klinischer Relevanz in Bezug auf die von mir gewahlten Konzentrationen
der Testsubtanzen muss ebenfalls bedacht werden, dass bei den von mir durchgefiihrten in
vitro Versuchen eine dauerhafte Inkubation mit derselben Konzentration der Substrate
durchgefihrt wurde, wohingegen die wirksame Serumkonzentrationen bei Patienten durch
Unterschiede in Dosis, Einnahmefrequenz, Proteinbindung, Geschlecht, Zeitabstand zu

86, 130, 138

Mahlzeiten sowie Organfunktion varriiert.
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Zudem habe ich bei meinen Untersuchungen der PPARy-Aktivierung lediglich synthetische
Rezeptor-Agonisten eingesetzt, so dass liber den Effekt von CSC beziehungsweise Zigaret-
tenrauch auf endogene Liganden keine Aussage getroffen werden kann. Weiterhin bleibt
unklar, welche der zahlreichen Inhaltsstoffe des CSC die Aktivierung des Rezeptors herab-
setzt bzw. induziert.

Ferner flhrte ich keine quantitative Bestimmung des PPARy-Rezeptors und Proteine CD36
und FABP4 durch, die moglicherweise einen weiteren Beitrag zur Kldarung des Einflusses von
CSC auf den Rezeptor geleistet hatten.

Dennoch ist es mit dieser Arbeit gelungen, eine Verbindung zwischen CSC und dem PPARy-
Rezeptor herzustellen. Nun gilt es, den Stellenwert der neu gewonnen Resultate in zukiinf-
tigen in vivo Studien unter Einsatz von Zigarettenrauch und AT;-Rezeptor-Blockern sowie

Glitazonen zu untersuchen.

15. Zusammenfassung

Mit dem PPARy-Rezeptor gelang der Wissenschaft vor einigen Jahren die Entdeckung ei-
ner multimodalen Regulationseinheit fiir zahlreiche Stoffwechselvorgange. Der PPARy-
Rezeptor, der sich vor allem in Adipozyten, aber auch in glatter GefaBmuskulatur, Mono-
zyten und Makrophagen und der Darmmukosa findet, spielt eine wichtige Rolle im Gluko-
se- und Fettmetabolismus. Durch seine zusatzliche antiinflammatorische und blutdruck-
senkende Eigenschaft wirkt er der Entstehung von Herz-Kreislauferkrankungen auf vielfal-
tige Weise entgegen. Langst hat er sich als pharmakologisches Ziel von AT;-Rezeptor-
Blockern und Glitazonen etabliert und findet als Forschungsgegenstand im Hinblick auf
duBere Einflussfaktoren, wie das Zigarettenrauchen, groRes Interesse.

Die Effekte des Zigarettenrauchens als Risikofaktor fiir die Entstehung von Herz-Kreislauf-
erkrankungen wurden in den letzten Jahren ebenfalls ausgiebig untersucht. Hierbei zeigte
sich neben einer kanzerogenen Wirkung auch die Zunahme des oxidativen Stresses,
Hemmung der Vasodilatation sowie ein direkt zytotoxischer Einfluss des Zigarettenrau-
chens. Zudem wirkt es proliferativ und prodiabetogen, so dass das Zigarettenrauchen
mehr als einen solitdren Risikofaktor fir die Entstehung von Herz-Kreislauferkrankungen
darstellt und den positiven Eigenschaften des PPARy-Rezeptors beziiglich deren Genese

kontrar gegeniibersteht.
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Daraus ergab sich fur mich die Frage, inwieweit der Einsatz von Zigarettenrauchkonden-
sat, reprasentativ flir eine gerauchte Zigarette, die Aktivierung des PPARy-Rezeptors
durch einen potenten PPARy-Agonisten beeinflusst.

Wegen der hohen Genexpression des PPARy-Rezeptors wurden zur Klarung dieser Frage-
stellung kultivierte 3T3-L1-Prdadipozyten von embryonalen Mausen verwendet, deren
Reifung u.a. durch die Aktivierung des PPARy-Rezeptors hervorgerufen wird. Unter Ein-
satz von Sartanen und Glitazonen als PPARy-Agonisten und Zigarettenrauchkondensat
untersuchte ich den Einfluss auf die Zellreifung zu grofRen, mit lipidhaltigen Vakuolen ge-
fillten Adipozyten und Veranderung der Genexpression der Proteine CD36 sowie FABP4,
die u.a. den Fettstoffwechsel regulieren. Ich arbeitete heraus, dass Zigarettenrauchkon-
densat einen hemmenden Einfluss auf die Wirkung von PPARy-Rezeptor-Agonisten aus-
Ubt, wobei die starkste Hemmung interessanterweise zumeist nach Einsatz der mittleren
Stoffmengenkonzentration des Zigarettenrauchkondensats auftrat. Dieses Ergebnis zeigt
auf, dass das Zigarettenrauchen nicht nur als ein multimodaler Risikofaktor fiir die Ent-
stehung von Herz-Kreislauferkrankungen gesehen werden darf, sondern auch ein direktes
Hindernis bei der adaquaten Therapie der zur Atherosklerose fihrenden Erkrankungen

darstellt.
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