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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Bedeutung des Stoffwechsels zur Regulation der Kérpertemperatur

Homoiotherme Lebewesen, zu denen Saugetiere und Vogel gehdren, sind auf eine
konstante Korpertemperatur angewiesen, damit der Energiestoffwechsel stets in einem
optimalen Temperaturbereich arbeiten kann. Der Organismus ist in der Lage, die
Korpertemperatur innerhalb enger Grenzen durch eigene Warmeproduktion aufrecht-
zu erhalten - unabhangig von der AuRentemperatur und dem Nahrungsangebot. Ein
Grof3teil der Warme wird durch die basale Stoffwechselrate, die zu der
Aufrechterhaltung der Korperfunktionen nétig ist, produziert. Die meisten
Stoffwechselprozesse sind exotherme chemische Reaktionen, bei denen die nicht fur
die jeweilige Reaktion genutzte tberschiussige Energie in Form von Wéarme freigesetzt
wird. Im menschlichen Korper sind die Leber und der Skelettmuskel die
Hauptwarmelieferanten und machen je ca. 26% der basalen Stoffwechselrate aus. Das
menschliche Gehirn hat noch einen Anteil von 18%, gefolgt von dem Herz mit 9%
(Schmidt et al., 2010). Durch korperliche Aktivitat kann der Energieumsatz und damit
auch die Warmeproduktion weiter gesteigert werden. Eine weitere Strategie zur
Aufrechterhaltung der Korpertemperatur ist das Muskelzittern. Dabei handelt es sich
um eine unwillkiirliche Muskelbewegung, die bei einem plétzlichen Temperaturabfall
vom Hypothalamus ausgeldst wird. Durch das Kaltezittern wird der Stoffwechsel im
Skelettmuskel gesteigert, was zur Bildung von zusatzlicher Warme fihrt. Dieser
Vorgang ist allerdings sehr energieaufwendig und daher eher unékonomisch fir den
Organismus. AuBerdem fiihrt langeres Muskelzittern zu Muskelschdden und
Erschoépfung. Eine weitaus energieeffizientere Form der Warmeproduktion ist die
adaptive bzw. zitterfreie Thermogenese. Das Hauptorgan der adaptiven
Thermogenese ist das braune Fettgewebe (brown adipose tissue: BAT), welches nur in
Saugetieren vorkommt (Cannon und Nedergaard, 2004). Neuere Studien haben
hingegen auch gezeigt, dass neben dem braunen Fettgewebe der Muskel zur

Warmeproduktion mittels adaptiver Thermogenese beitragen konnte (Bal et al., 2012).

1.2 Einfluss der adaptiven Thermogenese auf den Energiehaushalt
Im Laufe der Evolution mussten sich Saugetiere immer wieder auf zwei wesentliche
Umweltfaktoren einstellen. Zum einen waren das kalte Temperaturen, z.B. zu Zeiten

des Winterschlafs oder der Kaltestress bei Neugeborenen. Zum anderen war das ein
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limitierter Zugang zu Nahrungsmitteln. Die Ausbildung von weiRem Fettgewebe (white
adipose tissue: WAT) sowie braunem Fettgewebe verschaffte den Saugetieren
wahrscheinlich einen evolutiondren Vorteil gegeniber anderen Spezies. WeilRes
Fettgewebe ist in der Lage, groRe Mengen an Uberschiissiger Energie in Form von
Triglyzeriden zu speichern und diese bei Nahrungsknappheit durch Lipolyse wieder in
den Energiekreislauf zu entlassen (Zechner et al., 2012). Braunes Fettgewebe
hingegen verbraucht Energie, um den Korper mittels adaptiver Thermogenese vor
langanhaltender Kalte zu schiitzen. Dabei benutzt das braune Fettgewebe zum
groRten Teil Lipide als Substrat, was evolutiondr gesehen in Zeiten proteinarmer
Nahrung energieeffizient erscheint. In den folgenden Abschnitten wird die Physiologie
und Regulation des braunen Fettgewebes sowie die Relevanz im menschlichen

Organismus erlautert.

1.2.1 Morphologie und Physiologie des braunen Fettgewebes

Saugetiere besitzen zwei verschiedene Formen von Fettgewebe: das weilRe
Fettgewebe und das braune Fettgewebe, welche sich in Morphologie und Funktion
unterscheiden (Abbildung 1.1). Die Hauptaufgabe des weiRen Fettgewebes besteht
zum groBten Teil darin, Uberschiissige Energie in Form von Triglyzeriden in
unilokuléaren Lipidtropfen zu speichern. Weil3e Adipozyten besitzen relativ wenige
Mitochondrien und einen peripher gelegenen Kern. Braune Adipozyten hingegen
zeichnen sich durch kleine multilokulare Lipidtropfen, einem zentralen Kern und einer
hohen Anzahl von Mitochondrien aus. Die Hauptaufgabe vom braunen Fettgewebe
besteht darin, Warme mittels adaptiver Thermogenese zu produzieren, um den Kérper
bei langer anhaltender Kalte vor Unterkiihlung zu schitzen. Dieser Prozess wird durch
das Uncoupling Protein-1 (UCP1) ermdglicht, welches exklusiv in der inneren
Mitochondrienmembran von braunen Adipozyten lokalisiert ist. UCP1 entkoppelt dabei
die protonenmotorische Kraft der Atmungskette, die durch den mitochondrialen Abbau
von freien Fettsauren entsteht, von der ATP-Produktion. Die in dem Gradienten
gespeicherte Energie wird stattdessen in Warme umgewandelt (Cannon und
Nedergaard, 2004). Lange wurde postuliert, dass weil3e und braune Adipozyten aus
den gleichen Praadipozyten hervorgehen. Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass weil3e
und braune Adipozyten nicht die gleiche Vorlauferzelle teilen (Moulin et al.,, 2001).
Klassische braune Adipozyten differenzieren aus Myf5'- und Pax7*-positiven
Vorlauferzellen, was urspriinglich mit Zellen myogenen Ursprungs assoziiert wurde

(Lepper und Fan, 2010; Seale et al., 2008). Braune Adipozyten entstehen somit aus
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den gleichen Vorlauferzellen wie die Skelettmuskelzellen (Timmons et al., 2007).
Wahrend der Differenzierung beeinflussen insbesondere spezifische
Transkriptionsfaktoren wie PR domain containing 16 (PRDM16) sowie hormonelle
Faktoren wie bone morphogenic protein 7 (BMP7) dabei die Entwicklung zu Gunsten
der braunen Adipozyten (Seale et al., 2008; Seale et al., 2007; Tseng et al., 2008).

Abbildung 1.1: Morphologie vom weif3en und braunen Fettgewebe

Die Adipozyten des weiRen Fettgewebes (WAT) sind durch grof3e, unilokulare Fetttropfen
charakterisiert. Im Gegensatz dazu besitzen die Adipozyten des braunen Fettgewebes (BAT)
kleinere, multilokulare Fetttropfen (environmental scanning electron microscopy, ESEM-Bilder
adaptiert nach Bartelt und Heeren (2014) und zur Verfigung gestellt von Julia Thomas-Morr,
Balken: 25 um).

Bei Nagetieren ist das braune Fettgewebe hauptséachlich in der interskapularen Region
lokalisiert. Allerdings kdnnen nach langerer Kélteexposition braune Adipozyten bzw.
UCP1-positive Zellen auch in Depots des weillen Fettgewebes, vorwiegend in
inguinalen Bereichen, gefunden werden (Cinti, 2005). Diese Adipozyten werden beige
(inducible brown, brown-in-white, oder brite) Adipozyten genannt. Das vermehrte
Vorkommen dieser beigen Adipozyten im weiRen Fettgewebe wird im Allgemeinen
auch als browning bezeichnet (Klingenspor et al., 2012). Die Frage, ob braune und
beige Adipozyten den gleichen Ursprung und die gleiche Funktion haben, wurde lange
kontrovers diskutiert. Obwohl beige Adipozyten eine Reihe von BAT-spezifischen
Genen (z.B. UCP1) exprimieren, differenzieren beige Adipozyten im Gegensatz zu
braunen Adipozyten aus Myf5-negativen Vorlauferzellen und sollten als gesonderter
Zelltyp angesehen werden (Petrovic et al., 2010; Seale et al.,, 2008). Allerdings
unterscheiden sich die Vorlauferzellen der beigen Adipozyten auch von denen der

klassischen weil3en Adipozyten. Beige Adipozyten differenzieren im weil3en
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Fettgewebe aus bi-potenten Vorlauferzellen, die je nach Stimulus entweder in beige
oder weil3en Fettzellen differenzieren kénnen (Lee et al., 2012; Wang et al., 2013; Wu
et al.,, 2012). Beige Adipozyten haben hingegen auch ein Transdifferenzierungs-
potential (Barbatelli et al., 2010; Himms-Hagen et al., 2000). Bei einem fehlenden
Stimulus kodnnen beige Adipozyten den Phéanotyp weiler Adipozyten annehmen. Der
Prozess der Transdifferenzierung ist bi-direktional (Rosenwald et al., 2013). Daruber
hinaus scheint das Thermogenesepotential und die Stoffwechselleistung zwischen
braunen und beige Adipozyten vergleichbar zu sein (Cohen et al., 2014; Shabalina et
al., 2013).

1.2.2 Regulation der adaptiven Thermogenese

Braunes Fettgewebe ist stark vaskularisiert und mit sympathoadrenergen Nervenfasern
innerviert. Neben den braunen Adipozyten und Praadipozyten ist das braune
Fettgewebe auch noch aus Makrophagen und zahlreichen Endothelzellen aufgebaut.
Fur die Warmeentwicklung sind jedoch hauptsachlich die braunen Adipozyten
verantwortlich. Bei Kalteexposition werden afferente Signale von peripheren
Kalterezeptoren (z.B. in der Haut) in speziellen Regionen des Hypothalamus integriert.
Sobald die Thermoneutralitat eines Korpers unterschritten wird, senden diese
Regionen im Hypothalamus Signale zu sympathischen Nervenenden im braunen
Fettgewebe (Tupone et al., 2014). Dabei stimulieren Katecholamine, insbesondere der
Neurotransmitter Noradrenalin, die adaptive Thermogenese und UCP1 Expression in
braunen Adipozyten primar Uber [ps-adrenerge Rezeptoren (B3-AR) und die
nachfolgende Aktivierung des Adenylatzyklase - Proteinkinase A -Wegs. Die
Aktivierung der G-Protein-regulierten Adenylatzyklase (AC) erhoht die intrazellulare
Konzentration des zyklischen AMP (cAMP), was wiederum die Aktivitat der
Proteinkinase A (PKA) erhoht. Die PKA phosphoryliert cAMP response element-
binding protein (CREB) und aktiviert den mitogen-activated protein kinases (MAPK)-
Weg speziell tber p38-MAPK und den Transkriptionsfaktor Activating transcription
factor 2 (ATF2), wodurch die Genexpression von Schlisselmolekilen der adaptiven
Thermogenese sowie der mitochondrialen Biogenese und Aktivitat initiiert werden (Cao
et al.,, 2004; Thonberg et al., 2002). Neben der UCP1 Expression werden u.a. die
Expression von PPAR-y coactivator1-a (PGCLla) und type 2 iodothyronine deiodinase
(DI02) uber die PKA Signalkaskade induziert (Martinez-deMena und Obregon, 2005;
Puigserver et al., 1998). Des Weiteren stimuliert die aktivierte PKA den akuten Abbau

von zellularen Triglyzeriden aus den Lipidtropfen in den einzelnen Adipozyten durch
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die Phosphorylierung von Lipasen oder deren Koaktivator Proteinen. Die Lipolyse von
Triglyzeriden ist ein dreistufiger Prozess. Die adipose triglyceride lipase (ATGL)
katalysiert den ersten Schritt der Lipolyse und hydrolysiert Triglyzeride zu
Diacylglyzeriden (Zimmermann et al., 2004). Allerdings wird die Hydrolyse Aktivitat der
ATGL nur indirekt tber PKA stimuliert. PKA phosphoryliert vielmehr das Strukturprotein
der Lipidtropfen Perilipin, wodurch der ATGL Koaktivator comparative gene
identification-58 (CGI-58) dissoziiert und an ATGL binden kann (Lass et al., 2006;
Miyoshi et al., 2007). Zusatzlich macht die PKA-abhéngige Phosphorylierung von
Perilipin die Lipidtropfen fir die hormonsensitive Lipase (HSL) zuganglich, welche
hauptsachlich fur die Hydrolyse von Diacylglyzeriden zu Monoacylglyzeriden
verantwortlich ist (Bezaire et al., 2009). AuRerdem wird die HSL Aktivitat auch direkt
Uber PKA-abhangige Phosphorylierung reguliert (Stralfors und Belfrage, 1983).
Monoacylglyzeride werden abschlieRend durch die Monoacylglyzerid Lipase (MAGL)
hydrolysiert, was im Fettgewebe aber eine untergeordnete Rolle spielt. Hier sind ATGL
und HSL fir mehr als 90% der Hydrolyse von Lipidtropfen-assoziierten Triglyzeriden
verantwortlich (Schweiger et al., 2006). Neben den neutralen Lipasen kénnen
Triglyzeride, aber vor allem Cholesterinester, auch durch lysosomal acid lipase (LAL)
hydrolysiert werden. LAL ist im lysosomalen Kompartiment der Zelle lokalisiert und nur
bei entsprechend saurem pH-Wert aktiv. Daher wird angenommen, dass LAL in erster
Linie Lipoprotein-assoziierte Lipide nach deren Rezeptor-vermittelten Endozytose und
der anschlieBenden Fusion mit Lysosomen hydrolysiert. Obwohl LAL-Defizienz im
Menschen zur Auspréagung der schweren, friih einsetzenden Wolman-Erkrankung oder
bei bestehender LAL-Restaktivitat zur Cholesterinester Speicherkrankheit fiihrt, wurde
die Relevanz der LAL fir den systemischen Lipid- und Lipoproteinstoffwechsel lange
nicht bertcksichtigt (Reiner et al., 2014). Allerdings konnte im Mausmodell eine
kritische Rolle der LAL fir den zellularen Lipidstoffwechsel, den Lipoprotein-
Stoffwechsel und der Fettmobilisierung gezeigt werden. Mause mit einer LAL-Defizienz
entwickeln hohe Plasmakonzentrationen von freien Fettsauren, eine massive Fettleber
mit Triglycerid- und Cholesterinester-Einlagerungen und erhéhte Plasmainsulinspiegel.
Des Weiteren fuhrt LAL-Defizienz zur Entwicklung eines Ph&notyps im braunen
Fettgewebe. Zuné&chst &hnelt das braune Fettgewebe eher dem weilRen Fettgewebe,
bevor das interskapulére Depot altersbedingt génzlich verschwindet (Du et al., 2001).

Die durch die ATGL/HSL- und ggf. LAL-vermittelte Hydrolyse der Triglyzeride
freigesetzten Fettsduren kdnnen dann in den Mitochondrien entweder als Substrat fur

die B-Oxidation oder fir die allosterische Aktivierung von UCP1l genutzt werden
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(Cannon und Nedergaard, 2004). Dartber hinaus sind freie Fettsauren Liganden fur
nukledre Rezeptoren der peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) Familie. Im
braunen Fettgewebe sind insbesondere PPARa und PPARy an der Regulation der
adaptiven Thermogenese beteiligt. PPARs regulieren die UCP1 Expression zum einen
direkt Uber die Bindung an PPAR response element (PPRE) in UCP1 enhancer
Regionen (Barbera et al., 2001; Sears et al., 1996). Zum anderen induziert PPARa die
Expression von PGC1a (Hondares et al., 2011b). Die Regulation der Thermogenese
und die Bedeutung des Lipidstoffwechsels flr die Funktion der braunen Adipozyten ist
in Abbildung 1.2 dargestellt.

@
Katecholamine —,_900 e
0 o

" Expression von
UCP1, PGC1a, DIO

cRE~—

PPRE

j/ /,, ‘ ‘ { [ ) - _ N
Substrat fur @8 Aktivierung [
B-Oxidation @88 von UCP1

Abbildung 1.2: Schematisch Darstellung der Aktivierungskaskade in braunen Adipozyten
Bei Kéalteexposition projizieren spezielle Regionen im Hypothalamus Signale zu sympathischen
Nervenenden im braunen Fettgewebe, worauf Bs;-Adrenozeptoren Uber Katecholamine
stimulieren werden. Die Adenylatzyklase (AC) wandelt ATP in cAMP um, welches die
Proteinkinase A (PKA) aktiviert. Die Transkription von u.a. UCP1, PGC-1a und DIO2 wird tGber
den CREB/CRE oder p38/Atf2 Weg induziert. Die Phosphorylierung von Perilipin (PLIN1) sowie
die Aktivierung der hormonsensitiven Lipase (HSL) und der adipose triglyceride lipase (ATGL)
fordern die Lipolyse der Triglyzeride (TG). Die freigesetzten Fettsauren (FFS) liefern das
Substrat fiir die 8-Oxidation und aktivieren UCP1 allosterisch. Au3erdem sind FFS-Liganden fir
PPARa und PPARYy, welche Uber die Bindung an PPRE die Transkription von UCP1 und PGC-
1a aktivieren. CRE, cAMP response element; CREB, CRE-binding protein; PPRE, PPAR
response elements. Die Abbildung wurde nach Betz und Enerback (2011) adaptiert.
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Durch langere Kalteexposition, aber auch durch die pharmakologische Aktivierung der
Bs-AR, wird das braune Fettgewebe aktiviert und browning im weil3en Fettgewebe
induziert (Himms-Hagen et al., 1994). Neuere Studien postulieren zum Beispiel auch,
dass durch Kalte alternativ aktivierte Makrophagen im braunen Fettgewebe zur
Sekretion von Katecholaminen stimuliert werden (Nguyen et al., 2011).

Mittlerweile sind weitere Faktoren bekannt, die das braune Fettgewebe oder das
browning durch autokrine, parakrine oder endokrine Faktoren unabhangig von Bs;-AR
regulieren. Einer dieser Faktoren ist fibroblast growth factor 21 (FGF21), welcher von
der Leber aber auch vom braunen Fettgewebe sezerniert wird und an den FGF
receptor 1 (FGFR1) bindet (Chartoumpekis et al., 2011; Hondares et al., 2011a). Dabei
ist BKlotho ein essentieller Kofaktor fir FGFR1-abhangige Signalwege, die durch
FGF21 aktiviert werden (Kurosu et al.,, 2007). Weitere Faktoren, wie das vom
Herzgewebe sezernierte natriuretische Peptid, das von braunen Adipozyten
exprimierte bone morphogenetic protein 8b und das von der Schilddriise sezernierte
Hormon Thyroxin (T;) modulieren die Aktivitdat des braunen Fettgewebes und der
beigen Adipozyten (Bordicchia et al., 2012; Silva, 2006; Whittle et al., 2012). T, wird im
braunen Adipozyten durch das oben genannte DIO2 in seine aktive Form
Trijodthyronin (T3) umgewandelt (de Jesus et al., 2001). Des Weiteren fordert der
Neurotransmitter Orexin die Funktion des braunen Fettgewebes zentral Uber den
Sympathikus. Allerdings kann Orexin auch direkt im braunen Fettgewebe Uber die
Bindung an den Orexinrezeptor 1 wirken, wobei die zellulare Quelle unbekannt ist
(Sellayah et al., 2011).

Durch die gesteigerte Thermogenese erhoht sich der Bedarf an Sauerstoff und
Nahrstoffen um ein Vielfaches, was zu einer gesteigerten Aufnahme aus dem
Blutkreislauf fihrt. Allerdings werden nicht nur der Bedarf und die Aufnahme von freien
Fettsauren in den braunen Adipozyten gesteigert, sondern auch die Aufnahme und die
Verstoffwechselung von Glukose. Im Fettgewebe wird die Glukoseaufnahme
Uiberwiegend durch den insulinabhdngigen Glukosetransporter 4 (GLUT4) vermittelt
(James et al, 1994). Glukoseaufnahme fuhrt 2zu der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors carbohydrate response element binding protein (ChREBP),
welcher die Fettsduresynthese und die Glykolyse reguliert (lizuka et al., 2004). Im
Fettgewebe wird der systemische Glukosestoffwechsel insbesondere durch die Isoform
ChREBPS reguliert (Herman et al., 2012).
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1.2.3 Relevanz des braunen Fettgewebes beim Menschen

Bei menschlichen Foten und Neugeborenen ist das braune Fettgewebe in axillaren,
zervikalen, perirenalen und periadrenalen Regionen zu finden (Cannon und
Nedergaard, 2004). Lange wurde angenommen, dass sich das braune Fettgewebe
kurz nach der Geburt zurlickbildet und keine wesentliche Relevanz bei Erwachsenen
hat. Neuere Studien haben jedoch gezeigt, dass bei Erwachsenen metabolisch aktives
braunes Fettgewebe in zervikalen, supraklavikularen, axillaren und paravertebralen
Regionen zu finden ist, was fur eine physiologische Relevanz des braunen
Fettgewebes bei Erwachsenen spricht (Hany et al., 2002; Nedergaard et al., 2007).
Das braune Fettgewebe wurde mit der bildgebenden Methode der Positron Emission
Tomographie (PET), die Bereiche mit héherer metabolischer Aktivitdt abbildet und
diagnostisch zur Darstellung von Tumor-Metastasen verwendet wird, detektiert. Die als
braunes Fettgewebe identifizierten Regionen exprimieren UCP1, sind durch
Kalteexposition induzierbar und korrelieren invers mit dem BMI/Ubergewicht und dem
Alter (Cypess et al., 2009; Saito et al.,, 2009; van Marken Lichtenbelt et al., 2009;
Virtanen et al., 2009; Zingaretti et al., 2009). Die gesamte Masse des braunen
Fettgewebes bei Erwachsenen ist allerdings nicht groRer als 60 g bis 100 g, was nur
ein Bruchteil im Vergleich zu der Masse des weil3en Fettgewebes ist (Lee et al., 2013).
Mit dem Hintergrund, dass das braune Fettgewebe etwa 10% Glukose und 90% Lipide
als Energiequelle nutzt, haben Virtanen et al. (2009) berechnet, dass eine Aktivierung
des braunen Fettgewebes zu einer 7%igen Steigerung der basalen Stoffwechselrate
fuhrt. Das wirde einem Gewichtsverlust von ca. 4,1 kg pro Jahr entsprechen. Die
Kapazitat der Stoffwechselleistung und die positiven Auswirkungen des braunen
Fettgewebes beim Menschen werden intensiv studiert und diskutiert. Wie bereits
erwahnt, erhoht die Aktivierung des braunen Fettgewebes durch [(s;-adrenerge
Stimulation in einem hohen Umfangs die Aufnahme von Fettsduren, aber auch von
Glukose. So tragt das braune Fettgewebe mafigeblich zur Glukose-Homdostase, aber
auch zur Regulation der Insulinsensitivitat bei (Orava et al., 2011; Peirce und Vidal-
Puig, 2013). Eine weitere kontrovers diskutierte Frage ist, ob UCP1-positive Zellen im
Menschen einem braunen oder eher einem beigen Phanotypen entsprechen.
Genexpressionsanalysen von Biopsien aus unterschiedlichen Fettgewebsdepots
zeigen, dass die Mehrzahl der UCP1-positiven Adipozyten ilberwiegend eine beige
Adipozyten Signatur aufweisen (Sharp et al., 2012). Untersuchungen des Fettgewebes
von Sauglingen aus der interskapularen Region zeigen, dass die Adipozyten aus

diesem Bereich den klassischen braunen Adipozyten gleichen (Lidell et al., 2013).
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Untersuchungen des interskapulédren Fettgewebes von Erwachsenen weisen hingegen
auf eine hohere Heterogenitét in diesem Fettdepot hin. Im subkutanen Bereich sind
Uberwiegend weilRe Adipozyten zu finden. Je tiefer der Bereich liegt, von der die
Biopsie entnommen wurde, desto hoher ist die Expression von UCP1 und Genen, die
spezifisch fir beige, bzw. braune Adipozyten sind (Cypess et al., 2013).

1.2.4 Braunes Fettgewebe als therapeutisches Target fiir metabolische
Erkrankungen

Im Tiermodell fuhrt die Aktivierung des braunen Fettgewebes zur Reduktion des
Korpergewichts, zur Erhdhung der Insulinsensitivitat und zur Aktivierung des katabolen
Fettstoffwechsels. Angesichts dieser positiven Auswirkungen stellt das braune
Fettgewebe auch beim Menschen ein attraktives therapeutisches Ziel zur Behandlung
von Ubergewicht und Stoffwechselerkrankungen dar (Bartelt und Heeren, 2014;
Cannon und Nedergaard, 2004). Der therapeutische Ansatz kénnte darin bestehen,
braune und beige Fettgewebe zu expandieren und die Thermogenese
pharmakologisch zu aktvieren. Sympathomimetika, wie z.B Ephedrin, kdnnen das
braune Fettgewebes Uber das sympathische Nervensystem aktvieren, wodurch der
Sauerstoffverbrauch und die Thermogenese gesteigert werden und Gewichtsverlust
induziert wird (Baba et al., 2007; Dulloo et al., 1991). Die unspezifische Stimulation des
Sympathikus durch Sympathomimetika kann jedoch schwerwiegende Nebenwirkungen
wie Tachykardie, Hypertonie und Herzrhythmusstérungen auslésen. Diese
Nebenwirkungen sind insbesondere bei lbergewichtigen Patienten unerwiinscht, da
diese oftmals bereits an Herz-Kreislauferkrankungen leiden. Eine selektivere
Aktivierung des braunen Fettgewebes kdnnte durch den Einsatz von spezifischen
Agonisten des [3;-AR erreicht werden, was im Tiermodell bislang eine
vielversprechende Strategie darstellt (Ghorbani und Himms-Hagen, 1997; Himms-
Hagen et al., 1994; Umekawa et al., 1997). Beim Menschen fiihrte die orale Gabe des
Bs-AR Agonisten L796568 zur akuten Erhdhung des Energieverbrauchs und Lipolyse
bei Gbergewichtigen Mannern (van Baak et al., 2002). Allerdings erreichte eine langere
Administration weder eine Induktion der Thermogenese noch eine Reduktion des
Korperfetts (Larsen et al., 2002). Ein weiterer 5-AR Agonist, CL316,243, konnte nach
langerer Gabe zwar die Insulinempfindlichkeit und die Fettoxidation von jungen
schlanken Manner erhohen. Der Energieverbrauch und das Kdorpergewicht blieben
jedoch unverandert (Weyer et al., 1998). In jingsten Studien konnte nun aber erstmalig

gezeigt werden, dass der Bs-AR Agonist Mirabegron die Thermogenese des braunen
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Fettgewebes stimuliert (Cypess et al., 2015). Die orale Gabe von Mirabegron, welches
zur Behandlung einer hyperaktiven Blase eingesetzt wird, stimulierte die Aktivitat von
braunen und beigen Adipozyten in verschiedenen Depots, aktivierte die akute
Glukoseaufnahme in das braune Fettgewebe und die Lipolyse im weifl3en Fettgewebe.
Die pharmakologische Aktivierung des braunen Fettgewebes scheint somit eine
vielversprechende Strategie zur Behandlung von Ubergewicht und den

Begleiterkrankungen zu sein.

1.3 Bedeutung der Lipide fur den systemischen Energiestoffwechsel
Lipide stellen die energiereichste Stoffgruppe dar, die dem Energiestoffwechsel zu der
Versorgung des menschlichen Organismus zugefuhrt werden kann. Lipide in Form von
Triglyzeriden sind der wichtigste Energiespeicher des Korpers und bilden den Hauptteil
der aus der Nahrung gewonnen Lipide. Neben der Bedeutung als Energiespeicher und
Energielieferant haben Lipide, wie z.B. Phospholipide und Cholesterin, eine wichtige
Funktion als Strukturkomponente in Zellmembranen. Auf3erdem werden Lipide als
Signalmolekiile, zum Aufbau von Hormonen oder fettloslichen Vitaminen verwendet.
Wahrend einige Lipide von dem menschlichen Organismus selbst gebildet werden
kénnen, missen andere durch die Nahrung aufgenommen werden und werden als
essentielle Lipide bezeichnet. Allen Lipiden ist jedoch gemein, dass sie hydrophobe
Eigenschaften besitzen und somit nicht eigenstandig im Blut zirkulieren kdnnen.
Wahrend kirzere Fettsduren im Blut an Albumin gebunden transportiert werden
kénnen, werden alle anderen Lipide in spezialisierten Mizellen, den Lipoproteinen, im
systemischen Blutkreislauf transportiert. Pathophysiologische Veranderungen des
Lipidstoffwechsels sind ein weltweites Problem, das mittlerweile epidemische Ausmalle
erreicht hat (James et al.,, 2004). So fihrt z.B. der UberméaRige Konsum besonders
fetthaltiger und energiereicher Sukrose-haltiger Nahrung und das Fehlen
ausgleichender korperlicher Bewegung zu der Auspragung von Ubergewicht und
Fettleibigkeit. Die daraus resultierende Speicherung von Uberschissigen Fetten im
weillen Fettgewebe sowie erhdhte Lipidwerte im Blut sind Risikofaktoren fir die
Entwicklung von Typ-2-Diabetes und Herz-Kreislauferkrankungen (Van Gaal et al.,
2006).

1.3.1 Funktion und Bedeutung der triglyzeridreichen Lipoproteine
Lipoproteine verteilen Lipide und hydrophobe Né&hrstoffe Uber die Blutbahn und

versorgen so den Koérper u.a. mit Energie, aber auch mit essentiellen Fettsduren,
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Zellmembrankomponenten, Signalmolektlen und fettloslichen Vitaminen. Genetische
und umweltbedingte Storungen im Lipoproteinstoffwechel kdnnen zu folgenschweren
Erkrankungen, wie z.B. Arteriosklerose, filhren (Weber und Noels, 2011).

Alle Lipoproteine sind aus einem hydrophoben Kern mit Triglyzeriden und
Cholesterinestern sowie einer amphiphatischen Hiille bestehend aus Phospholipiden
und unverestertem Cholesterin aufgebaut. Weiterhin sind strukturgebende als auch
funktionalisierende Apolipoproteine in die Lipoproteinhille eingebettet (Abbildung 1.3).
Lipoproteine lassen sich grundsatzlich anhand ihrer Dichte, GroRe und der
Lipidzusammensetzung klassifizieren (Eisenberg und Levy, 1975). Generell wird
zwischen triglyzeridreichen und cholesterinreichen Lipoproteinen unterschieden. Zu
den triglyzeridreichen Lipoproteinen gehodren die Chylomikronen und die Very Low
Density Lipoproteins (VLDL), welche Uberwiegend Triglyzeride und im Verhéltnis wenig
Cholesterin beinhalten. Zu den cholesterinreichen Lipoproteinen zéhlen die VLDL-
Abbauprodukte Intermediate Density Lipoproteins (IDL), Low Density Lipoproteins
(LDL) und Lipoprotein(a) sowie die High Density Lipoproteins (HDL), welche
hauptséachlich fir den Transport von Cholesterin und weniger fur den Transport von
Triglyzeriden verantwortlich sind. Neben der charakteristischen Lipidzusammensetzung
sind die unterschiedlichen Lipoproteinklassen auch mit verschiedenen
strukturgebenden  Apolipoproteinen ausgestattet.  Apolipoprotein B48 (ApoB48)
kennzeichnet die triglyzeridreichen Chylomikronen und deren Remnants wéhrend das
Apolipoprotein B100 (ApoB100) auf VLDL bzw. LDL zu finden ist. Das
Apolipoprotein A1 (ApoAl) stellt das strukturgebende Apolipoprotein der HDL dar.
Darlber hinaus sind weitere austauschbare Apolipoproteine in der Lipoproteinhille zu
finden, welche je nach Lipoproteinklasse unterschiedliche Aufgaben und Funktionen
erfillen. Auf einige dieser funktionalisierenden Apolipoproteine wird spater néher

eingegangen.
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Abbildung 1.3: Genereller Aufbau eines Lipoproteins

Lipoproteine sind spezialisierte Mizellen, die aus einer amphiphatischen Schicht, bestehend aus
Phospholipiden, unveresterten Cholesterin und Apolipoproteinen, sowie einem hydrophoben
Kern mit Triglyzeriden und Cholesterinestern aufgebaut sind. Lipoprotein-Modell adaptiert nach
http://www.bioguo.org.

1.3.2 Exogener und endogener Transport der triglyzeridreichen Lipoproteine
Prinzipiell lasst sich der Lipoproteinstoffwechel in drei Bereiche gliedern, die allerdings
in einem engen Zusammenhang stehen. Der exogene Transport beschreibt den Weg
der intestinal aus der Nahrung absorbierten Lipide und wird auch als Chylomikronen-
Stoffwechsel bezeichnet. Der endogene Transportweg beschreibt die Verteilung der
hepatischen Lipide im Organismus mittels VLDL, bzw. LDL. Als reversen
Cholesterintransport wird der Weg der HDL von nicht-hepatischen Zellen zur Leber
bezeichnet. Der reverse Cholesterintransport wird in dieser Arbeit nicht weiter
ausgefihrt.

Die Hauptaufgabe der triglyzeridreichen Lipoproteine (TRL) wie den Chylomikronen
und VLDL besteht darin, Triglyzeride sowie hydrophobe Nahrstoffe und Vitamine tber
den Blutkreislauf zu peripheren Organen im Kdorper zu transportieren (Williams, 2008).
Um die mit der Nahrung aufgenommenen Fette in der Peripherie zu verteilen, werden
Chylomikronen postprandial in Enterozyten gebildet und zunachst dber das
Lymphsystem in das Blut entlassen. Bei Nahrungskarenz hingegen werden in der
Leber Triglyzeride synthetisiert, die in VLDL verpackt werden, um extrahepatische
Gewebe mit endogenen Triglyzeriden zu versorgen. Nach der Sezernierung der
endogenen und exogenen TRL in die Blutbahn werden die Triglyzeride der TRL durch
die Endothel-standige Lipoprotein Lipase (LPL) hydrolysiert (Merkel et al., 2002; Wang
et al.,, 1992). AulRerdem werden wahrend der TRL-Prozessierung austauschbare
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Apolipoproteine wie das Apolipoprotein E (ApoE) von HDL, Apolipoproteine der Klasse
C und Apolipoprotein A-V (ApoA-V) auf TRL Ubertragen. Ein grol3er Teil der
entstandenen TRL remnants, an denen zusatzlich zu den klassischen Apolipoproteinen
nach der intravaskularen Hydrolyse LPL assoziiert bleibt (Heeren et al., 2002), wird
durch Rezeptor-vermittelte Endozytose in die Parenchymzellen der Leber, den
Hepatozyten, aufgenommen. Im Dissé-Raum der Leber werden die TRL remnants
hauptsachlich durch die Interaktion mit Lipoprotein-Rezeptoren der LDL
Rezeptorfamilie endozytiert (Cooper, 1997). Der erste identifizierte Rezeptor, der die
Aufnahme von TRL remnants in die Leber vermittelt, war der LDL-Rezeptor (LDLR)
(Brown und Goldstein, 1986). Hier erfolgt die Aufnahme der TRL remnants Uber die
Bindung von ApoE oder ApoB100 an den LDLR, der neben der Leber von fast allen
Zellen des Organismus exprimiert wird (Jeon und Blacklow, 2005). Da ApoB100 das
Strukturprotein der endogenen TRL remnants ist, stellt der LDLR einen wichtigen
Rezeptor fur die Endozytose von cholesterinreichen Lipoproteinen dar. Die Aufnahme
von cholesterinreichen TRL in extrahepatisches Gewebe dient zur Versorgung der
Zellen mit Cholesterin. Besonders wichtig ist jedoch die Endozytose der
cholesterinreichen TRL in die Leber, da diese das einzige Organ ist, welches
Uberschissiges Cholesterin Gber die Galle in Form von Gallenséaure ausscheiden kann
(Dietschy et al., 1993). So kann die Akkumulation von proatherogenen Lipoproteinen,
wie LDL verhindert werden. Erhdhte Konzentrationen dieser TRL remnants im Plasma
sind Risikofaktoren fur die Entwicklung von Atherosklerose. Dabei ist die durch
Atherosklerose verursachte koronare Herzkrankheit mittlerweile die haufigste
Todesursache in den Industrienationen (Hof und von Eckardstein, 2009).

Ein weiterer Rezeptor der LDL Rezeptorfamilie ist LDLR-related protein 1 (LRP1). Die
Bindung der TRL remnants an LRP1 wird von ApoE und LPL vermittelt (Beisiegel et al.,
1991; Beisiegel et al.,, 1989). Im Gegensatz zum LDLR wird LRP1 erst in der
postprandialen Phase durch Insulinstimulation an die Zellmembran der Hepatozyten
transportiert (Laatsch et al., 2009). Somit nimmt LRP1 eine groRRe Rolle fir die
Aufnahme von exogenen TRL remnants ein. Der exogene und endogene Transport der
TRL ist vereinfacht in Abbildung 1.4 dargestellt.
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des exogenen und endogenen Transports der
triglyzeridreichen Lipoproteine

Triglyzeridreichen Lipoproteine (TRL) transportieren Triglyzeride, Cholesterin sowie hydrophobe
Nahrstoffe zu peripheren Organen. TRL werden im Darm und in der Leber synthetisiert und
anschlieBend in den Blutkreislauf entlassen, wo die Triglyzeride der TRL durch die
membranstandige Lipoprotein Lipase hydrolysiert werden. Die dabei entstandenen freien
Fettsauren (FFS) werden dann vom weil3en Fettgewebe (WAT), der quergestreiften Muskulatur
und dem Herzmuskel zur Energiespeicherung bzw. Energiegewinnung aufgenommen. Die
kleineren und cholesterinreichen TRL-remnants werden abschlieRend von der Leber durch
Rezeptor-vermittelte Endozytose internalisiert. Fettsduren und TRL-remnants werden auf3erdem
als Energielieferant fur die Warmeproduktion in das braune Fettgewebe (BAT) aufgenommen.

Weitere Kandidaten fur die Aufnahme von TRL remnants in die Leber sind im Dissé-
Raum lokalisierte Heparansulfat-Proteoglykane (HSPGs). Insbesondere soll Syndecan-
1 die Internalisierung der TRL remnants durch die Interaktion mit ApoE und ApoA-V
vermitteln (Gonzales et al., 2013). Es wird postuliert, dass TRL remnants beladene
HSPGs direkt, unabhangig von LDLR und LRP1, internalisiert werden kdnnen
(MacArthur et al.,, 2007). AuRerdem haben LDLR, LRP1 und HSPGs jeweils in
Abhangigkeit von GroRe und Apolipoprotein-Zusammensetzung unterschiedliche
Affinitdten zu den Subtypen der TRL remnants und vermitteln die hepatische
Aufnahme dieser verschiedenen Lipoproteine mit unterschiedlicher Effizienz (Foley et
al., 2013).
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1.4 Postprandiale Lipoprotein-Prozessierung

In der postprandialen Phase werden die mit der Nahrung aufgenommenen Lipide
intestinal resorbiert und verpackt in triglyzeridreiche Lipoproteinen, den Chylomikronen,
im Organismus verteilt. Damit metabolisch-aktive Organe mit energiereichen
Substanzen, wie den freien Fettsduren, versorgt werden konnen, werden die
Triglyzeride der Chylomikronen zunachst intravaskular hydrolysiert. Metabolisch-aktive
Organe, wie das Fettgewebe oder der Muskel, sind mit einem kontinuierlichen
Endothel ausgestattet. Da die endotheliale Barriere fur die meisten im Blut befindlichen
Substanzen, wie z.B. den freien Fettsduren, undurchlassig ist, erfolgt der Transport
zwischen Blut und Gewebe uber spezielle transzellulare Transportmechanismen durch
die Endothelzellen. Anschlie@Rend werden die Lipidkomponenten von den
Parenchymzellen, wie den Adipozyten oder Myozyten, aufgenommen und entweder
zur Energiespeicherung oder als Energielieferant verwendet. Neue Studien haben
allerdings auch gezeigt, dass das braune Fettgewebe in der Lage ist, neben freien
Fettsduren auch ganze TRL Partikel zu internalisieren (Bartelt et al., 2011). Letzteres
was bislang nur von Hepatozyten oder Makrophagen bekannt (Brown und Goldstein,
1983; Mead, 1963).

1.4.1 intravaskulare Lipolyse

Das wichtigste Enzym fiir die Hydrolyse der Triglyzeride der TRL ist die Endothel-
stéandige LPL (Merkel et al., 2002). Fur die LPL-vermittelte Hydrolyse der Triglyzeride
der TRL, mussen die im Blut zirkulierenden TRL an der luminalen Oberflache der
Kapillaren stoppen. In den Kapillaren des Fettgewebes, des Herzens und der
Skelettmuskulatur sind enzymatisch aktive LPL-Dimere an das Endothel gebunden. Da
LPL nicht von Endothelzellen selbst, sondern von Adipozyten und Myozyten
synthetisiert wird, muss das Enzym vom Interstitum in das Kapillarlumen
transendothelial transportiert werden (Wang et al., 1992). Da LPL als auch einige
Apolipoproteine der TRL (z.B. ApoB, ApoA-V, ApoE) positiv geladene Heparin-binde
Doméanen aufweisen, wurde lange angenommen, dass HSPGs fur die LPL Transzytose
sowie fur die Bindung von TRL im Kapillarlumen verantwortlich sei (Cardin et al., 1984;
Goldberg, 1996; Lookene et al., 2005; Olivecrona et al., 1977; Parthasarathy et al.,
1994). Neuere  Studien konnten nun  jedoch  zeigen, dass das
Glycosylphosphatidylinositol-anchored  (GPl-anchored) HDL-binding protein 1
(GPIHBP1), welches ausschlielich von Endothelzellen exprimiert wird, die
Transzytose der LPL vermittelt (Davies et al., 2010; Davies et al., 2012). GPIHBP1-
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Defizienz fuhrt zu der Ausbildung einer schweren Hyperlipoproteindmie Typ 1, da LPL
nicht mehr in das Kapillarlumen transportiert werden kann, sondern stattdessen im
Interstitium akkumuliert (Beigneux et al., 2007; Davies et al., 2010). Der Komplex aus
GPIHBP1 und LPL bildet die Hauptplattform fur die LPL-vermittelte TRL-
Prozessierung. Die Bindung von LPL an HSPGs ist in diesem Zusammenhang
ineffektiv und deshalb zu vernachléassigen (Goulbourne et al., 2014). Die acidic domain
(Aminosauren 24-48) von GPIHBP1 wurde hierbei als Bindedoméne fir TRL und LPL
identifiziert (Gin et al., 2008). GPIHBP1l, LPL und TRL werden so durch
elektrostatische Interaktionen in physikalische Nahe gebracht und beginstigen den
lipolytischen Prozess.

Eine feine Regulation der LPL Aktivitdt ist essentiell, um die Energieversorgung
metabolisch-aktiver Organe bei standig wechselnden Umwelteinflissen (z.B.
Nahrungsangebot) sicherzustellen und gleichzeitig die Zellen vor der lipotoxischen
Wirkung bei einem Uberangebot von freien Fettsduren zu schiitzen (Unger et al.,
2010). In der postprandialen Phase z.B. ist die LPL-Aktivitat im weil3en Fettgewebe
sehr hoch und gleichzeitig im Muskel reduziert. Bei Nahrungskarenz ist dies genau
umgekehrt (Doolittle et al., 1990; Lithell et al., 1978). So bestimmt die lokale LPL-
Aktivitdt mafRgeblich, ob Fettsduren im Fettgewebe gespeichert werden oder im Muskel
zur Energiegewinnung mittels B-Oxidation benutzt werden. Die nahrungsabhangige
Regulation der LPL-Aktivitat kann unter anderem durch Angiopoietin-like 3 (ANGPTL3)
und angiopoietin-like 4 (ANGPTL4), Proteine aus der Angiopoietin-like family, erklart
werden, welche eine inhibierende Wirkung auf die LPL-Aktivitdt haben (Kersten, 2005;
Li, 2006). ANGPTL3 wird hauptsachlich von der Leber exprimiert und inhibiert als
endokriner Regulator die LPL-Aktivitdt in der postprandialen Phase. ANGPTL4
hingegen wird von dem Fettgewebe, der Leber, dem Herz- und Skelettmuskel und dem
Darm hauptsachlich wahrend Nahrungskarenz exprimiert. ANGPTL4 fordert die
Dissoziation der katalytisch aktiven LPL-Dimere in inaktive LPL-Monomere (Sukonina
et al., 2006). GPIHBP1 (bt dabei eine stabilisierende Wirkung auf die LPL-Dimere aus
und kann einer Inhibition durch ANGPTL3 und 4 teilweise entgegenwirken
(Lichtenstein und Kersten, 2010; Sonnenburg et al., 2009). Mehrere Apolipoproteine,
die an TRL assoziiert sind, haben eine regulatorische Wirkung auf die LPL-Aktivitat.
ApoC-ll ist fur die LPL-Aktivitat ein essentieller Co-Faktor (Bengtsson und Olivecrona,
1980; Olivecrona und Beisiegel, 1997). ApoA-V ist ein weiterer modulatorischer Faktor,
der die LPL Aktivitdt erhéht und somit in der Lage ist, Triglyzeride im Plasma stark zu

senken (Merkel et al., 2005; Nilsson et al., 2011). Im Gegensatz zu ApoC-Il und ApoA-
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V haben ApoC-I und ApoC-IIl eine inhibitorische Wirkung auf die LPL-Aktivitat (Jong et
al., 1999; Wang et al., 1985). Mutationen oder Polymorphismen in den Genen, die fur
LPL, GPIHBP1, ApoC-ll und ApoA-V kodieren, sind im Menschen mit erhdhten
Plasmalipidwerten oder sogar mit der Entwicklung von Hyperlipoproteindmie Typ 1
assoziiert (Beigneux, 2010; Lopez-Miranda et al., 2006; Teslovich et al., 2010; Wang et
al., 2007).

Neben der LPL ist die endotheliale Lipase (EL) eine weitere Lipase, die an das
Endothel der Kapillaren gebunden ist. Anders als die LPL, wird die EL von
mikrovaskularen Endothelzellen gebildet und im Kapillarlumen an HSPGs gebunden
(Jaye et al., 1999). Ein weiterer Unterschied zu der LPL besteht in der
Substratspezifitat und Lipase-Aktivitdt. Wahrend LPL Uberwiegend Triglyzeride aus
TRL hydrolysiert, ist die EL in erster Linie eine Phospholipase und spaltet HDL-
Phospholipide (Strauss et al., 2003). EL Aktivitdt ist daher enger mit dem HDL-

Stoffwechsel verknpft.

1.4.2 Aufnahme von Triglyzeriden in metabolisch-aktive Organe

Die Blutgefale der metabolisch-aktiven Organe sind mit einem kontinuierlichen
Endothel ausgekleidet, welches eine Barriere zwischen den in der Blutbahn
transportierten Nahrstoffen und den darunter liegenden Gewebszellen bildet.
Metabolisch-aktive Gewebe, wie Herz, Skelettmuskel und braunes Fettgewebe, nutzen
Fettsauren als Hauptquelle fir die Energieproduktion. Fir das weiRe Fettgewebe
stellen Fettsauren das Hauptsubstrat fiir die Energiespeicherung dar. Die meisten
Nahrungslipide bestehen aus langkettigen Fettsauren (12-20 C-Atome), welche durch
die intravaskulare Hydrolyse der Lipoproteine entlassen werden (siehe Abschnitt
1.4.1). Allerdings ist das Transportsystem von langkettigen Fettsduren bislang viel
weniger verstanden, als z.B. die Aufnahmemechanismen der Glukose in periphere
Organe. Urspringlich wurde angenommen, dass Fettsauren auf Grund ihrer
hydrophoben Eigenschaften via eines Flipflop Mechanismus passiv durch die
Plasmamembran diffundieren kénnen (Hamilton et al., 2002). Mittlerweise ist jedoch
bekannt, dass langkettige Fettsduren im Gegensatz zu kurzkettigeren Fettsduren aktiv
mittels Transportproteine Uber die vaskulare Endothelbarriere transportiert werden
(Glatz et al., 2010; Van der Vusse et al., 1998). Bislang werden drei Gruppen von
Proteinen in Verbindung mit dem Transport von langkettigen Fettsauren gebracht: die
membranstandigen fatty acid transport proteins (FATPs), der Scavenger-Rezeptor

CD36 und die intrazellularen fatty acid binding proteins (FABPs). Die Familie der
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FATPs besteht aus 6 Mitgliedern, die Gewebs- und Zelltyp-spezifisch exprimiert
werden (Doege und Stahl, 2006). In Endothelzellen werden nur FATP3 und 4
exprimiert (Hagberg et al., 2010). FATP1 und FATP4 spielen eine Rolle fir den
Transport langkettiger Fettsauren in die Parenchymzellen der metabolisch aktiven
Organe und werden von Myozyten und weil3en bzw. braunen Adipozyten exprimiert
(Sandoval et al., 2008). CD36, oder auch fatty acid translocase (FAT) genannt, wird
von Thrombozyten, Monozyten, Endothelzellen und den Parenchymzellen des weif3en
und braunen Fettgewebes, Herzmuskels und der Skelettmuskulatur exprimiert
(Silverstein und Febbraio, 2009). Eine Vielzahl von Lipiden und lipidahnlichen
Molekulen werden von CD36 erkannt und gebunden. In Bezug auf den Transport von
langkettigen Fettsauren ist der molekulare Mechanismus noch nicht ganzlich bekannt,
jedoch ermdglicht oder zumindest erleichtert CD36 deren Aufnahme in die Zellen
(Coburn et al., 2000). In diesem Zusammenhang wird auch die Rolle von Caveolin-1,
das Strukturprotein der Caveolae, diskutiert. Diese speziellen Invaginationen der
Plasmamembran sollen metabolische Plattformen bilden, in denen GPIHBP1 und
CD36 lokalisiert sind und somit die intravaskuldare Hydrolyse und nachgeschaltete
Aufnahme der Fettsduren zentrieren (Ortegren et al., 2007; Williams, 2008; Williams
und Fisher, 2011). Sobald Fettsduren das Zytoplasma erreichen, werden diese von
intrazellularen FABPs gebunden und transportiert. Die Familie der FABPs umfasst 13
Mitglieder, welche von einer Vielzahl von Geweben exprimiert werden (Storch und
McDermott, 2009). FABP3 (heart-type), FABP4 (adipose-type) und FABP5 (epidermal-
type) werden auch von Endothelzellen exprimiert (Elmasri et al., 2009; Masouye et al.,
1997). Die Fettsduren konnen so in die Parenchymzellen entweder zur
Energiespeicherung zu Lipidtropfen oder aber zur direkten Energiegewinnung mittels
B-Oxidation zu den Mitochondrien transportiert werden. Die transendotheliale
Aufnahme von postprandialen Lipiden in metabolisch-aktive Organe ist in Abbildung

1.5 schematisch dargestellt.
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Abbildung 1.5: Transendotheliale Aufnahme von postprandialen Lipiden in metabolisch-
aktive Organe

Postprandiale Lipide werden im Blut in triglyzeridreichen Lipoproteinen (TRL) transportiert.
Nachdem die TRL durch die Interaktion mit GPIHBP1, lokalisiert in Caveolae, an die luminalen
Oberflache der Kapillaren gebunden wurden, werden die Triglyzeride der TRL durch die
Lipoprotein Lipase (LPL) hydrolysiert. Die freien Fettsauren (FFS) werden dann durch
membranstéandige fatty acid transport proteins (FATPs) oder CD36 in die Zellen aufgenommen.
Intrazellular werden Fettsauren an fatty acid binding proteins (FABPs) gebunden transportiert.
Die Abbildung ist adaptiert nach Hagberg et al. (2013). EC: Endothelzelle.

WeiRer Adipozyt

1.4.3 Funktion von CD36 und Caveolin-1 fir die postprandiale Lipidaufnahme

CD36 und Caveolin-1 (Cavl) spielen eine wichtige Rolle im Lipidstoffwechsel
(Febbraio et al., 1999; Parton und Simons, 2007). CD36 ist ein Scavenger-Rezeptor
der Klasse B und wurde als Fettsauretransporter fur langkettige Fettsduren u.a. in
Endothelzellen und Adipozyten identifiziert (Abumrad et al., 1993). Neben der Rolle als
Fettsauretransporter fungiert CD36 auch als Rezeptor fir modifizierte Lipoproteine, wie
oxidierte LDL, und zeigt eine hohe Affinitat zu nativen Lipoproteinen wie HDL, LDL und
VLDL (Calvo et al., 1998; Endemann et al., 1993). Cavl hingegen wurde als
strukturgebendes Protein der Caveolae identifiziert, welche in besonders hohem Malf3
an der Plasmamembran von Adipozyten und Endothelzellen vorkommen (Rothberg et
al., 1992; Williams und Lisanti, 2004). Neben der Ausbildung spezialisierter lipid rafts
ist Cavl in der Lage, freie Fettsduren zu binden und spielt eine Rolle bei dem
Transport freier Fettsauren in die Zelle (Meshulam et al., 2006; Trigatti et al., 1999).

Das Fehlen von CD36 oder Cavl fihrt in vivo zu einer beeintrachtigten Regulation des



Einleitung 20

Lipidstoffwechsels. So weisen CD36-defiziente Mause sowohl erhdhte Werte fir
Cholesterin, freie Fettsduren, Triglyzeride als auch eine erniedrigte Aufnahme von
freien Fettsauren in Muskel und weil3es Fettgewebe auf (Coburn et al., 2000; Febbraio
et al., 1999). Daruiber hinaus bewirkt CD36 die Aufnahme von postprandialen TRL und
Fetts&uren in aktiviertes braunes Fettgewebe (Bartelt et al., 2011).

Cavl-defiziente Mause sind resistent gegentuber Diat-induzierter Adipositas, weisen
eine postprandiale Hypertriglyzeridamie auf und entwickeln eine Atrophie des weil3en
Fettgewebes bzw. eine Hypertrophie des braunen Fettgewebes (Razani et al., 2002).
Cavl-Defizient fuhrt zu einer gestérten Lipolyse in weilen und braunen Adipozyten
sowie zu einer reduzierten Kapazitat intrazellulare Lipidspeicher anzulegen (Cohen et
al.,, 2004). AuBerdem ist in Cavl-defizienten Mausen die Regulation der
Kdrpertemperatur durch adaptive Thermogenese bei Kalteexposition mit gleichzeitigem
Fasten fehlerhaft (Cohen et al., 2005; Mattsson et al., 2010).

1.4.4 Rolle des braunen Fettgewebes im postprandialen Lipidstoffwechsel
Braunes Fettgewebe ist in der Lage, den Lipid- und Lipoproteinstoffwechsel
mafigeblich zu beeinflussen. Eine Studie von Bartelt et al. (2011) konnte zeigen, dass
die Aktivierung des braunen Fettgewebes durch akute Kalteexposition eine rapide
Senkung postprandialer Blutfettwerte zur Folge hat, wobei ca. 50% der Nahrungslipide
vom braunen Fettgewebe aufgenommen werden konnen. Durch Kkurzfristige
Kalteexposition konnen pathophysiologische Zustdnde wie Hyperlipidemie und
Adipositas im Mausmodell weitgehend normalisiert werden. AuRerdem flhrt
Kalteexposition zu einer vielfachen Erhéhung der spezifischen Aufnahme von
hydrolysierbaren Triglyzeridkomponenten sowie von festen TRL-Bestandteilen in das
braune Fettgewebe, wéahrend die TRL Aufnahme in die Leber verringert ist.
Kalteexposition fuhrt offenbar zur Verlagerung sowohl der TRL-Prozessierung als auch
der Partikel-Aufnahme von der Leber hin zum braunen Fettgewebe. Dass das braune
Fettgewebe in der Lage ist, neben freien Fettsduren auch ganze TRL-Partikel zu
internalisieren, unterscheidet diesen Weg grundlegend von der kanonischen
Lipoprotein-Prozessierung in der Skelettmuskulatur oder dem weif3en Fettgewebe.

Der molekulare Mechanismus ist allerdings noch nicht ausreichend verstanden und
nach Identifizierung der zugrunde liegenden Mechanismen muss das Lehrbuchwissen
zum Lipoprotein-Stoffwechsel erweitert werden. Zu Beginn meiner Arbeit war bekannt,
dass die lokale Aktivitat der LPL essentiell fir die TRL Aufnahme ist. Weiterhin scheint

CD36 eine tragende Rolle in diesem Prozess zu spielen (Bartelt et al., 2011).
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2 Fragestellung

Braunes Fettgewebe (BAT) ist in der Lage, den Lipoproteinstoffwechsel maf3geblich zu
beeinflussen. Die natlrliche Funktion von braunem Fettgewebe, Kalorien zu
verbrennen, um den Koérper vor Kélte zu schitzen, kdnnte dabei therapeutisch genutzt
werden, um der Ubermafligen Ansammlung von Lipiden im weil3en Fettgewebe und im
vaskularen System entgegenzuwirken. Ubergewicht und die damit verbundene
Uberschussige Ansammlung von Lipiden im Blut sind mittlerweile Hauptrisikofaktoren
fur die Entwicklung von Typ-2-Diabetes und Herz-Kreislauferkrankungen. Die
Aktivierung des braunen Fettgewebes fiuhrt zu einer starken Senkung von
Plasmatriglyzeriden und Generierung eines gesunden Lipoprotein-Profils unter
gesunden als auch pathophysiologischen Zustanden, wie z.B. Adipositas oder
Hyperlipidemie. Die lipidsenkende Wirkung wird unter anderem durch die Fahigkeit des
aktivierten braunen Fettgewebes erreicht, triglyzeridreiche Lipoproteine (TRL) als
ganze Partikel zu internalisieren. Dieser Prozess ist von der lokalen Aktivitat der
Lipoprotein Lipase (LPL) und dem Fettsaure Transporter CD36 abhéngig. Caveolin-1
(Cavl) koénnte unter anderem auch an dem Prozess beteiligt sein. Der molekulare
Mechanismus der Lipoprotein Aufnahme ist allerdings noch nicht verstanden.

In dieser Arbeit sollte die Bedeutung der verschiedenen Zelltypen des braunen
Fettgewebes untersucht sowie die Schlisselmolekile fir die BAT-vermittelte
Lipoprotein-Prozessierung identifiziert werden. Daflr sollte zunachst die Expression
metabolisch relevanter Gene in Makrophagen, Endothelzellen und braunen Fettzellen
analysiert werden. Weiterhin sollte der Mechanismus der TRL-Internalisierung in das
braune Fettgewebe unter der Verwendung von Fluoreszenz-markierten als auch
radioaktiv-markierten TRL ndher bestimmt werden. Insbesondere sollte die Bedeutung
von Makrophagen, Endothelzellen und braunen Adipozyten in diesem Prozess ermittelt
werden. Da noch zu klaren bleibt, ob die Funktion der oben genannten Proteine nur in
in allen genannten Zelltypen erforderlich ist, sollte die Zelltyp-spezifische Aufnahme der
TRL in das braune Fettgewebe von CD36- und Cavl-defizienten Mausen untersucht
werden. AbschlielRend sollte die subzellulare Lokalisation der TRL mittels indirekter
Immunfluoreszenz Aufschluss Uber die intrazellulare Prozessierung der TRL geben.
Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten ein detailliertes molekulares Verstandnis der TRL-

Internalisierung und Prozessierung im braunen Fettgewebe ermdglichen, aus denen
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neue Strategien und Therapieansatze fir die Behandlung von Ubergewicht und seine

Begleiterkrankungen entwickelt werden kdnnen.
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3  Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Verbrauchsmaterialien und Gerate

Gelelektrophoresekammer
pH-Meter

Thermocycler
Ultrazentrifuge
Polyallomer-Réhrchen
Spritzen

Kandlen

PD10-Saule
Perfusionspumpe
Mictrotom HM 560
Spritzen

Kandlen

PD10-Saule

Vibratom VT100E
Polyallomer-Réhrchen
Beschichtete Objekttrager SuperFrost® Plus
Glaswaren fur Labor
Konfokales Mikroskop NIKON Al
Operationsbesteck
Zellsieb (100 pm, 40 pum)
Zellseparationssaulen (LS Columns)
QuadroMACS™ Separator
TissuelLyser

y-Counter

B-Counter

Nanodrop

7900HT Detektionssystem
Rotationsmixer
Nitrocellulose-Membran
Western Blot Apparatur
Amersham Hyperfilm ECL

Bio-Rad

Mettler, Toledo, Schwerzenbach
BioZym Scientific GmbH
Beckmann Counter
Beckmann Counter
Braun

Braun

GE Healthcare
Gilson

Thermo Fischer Scientific GmbH
Braun

Braun

GE Healthcare
Leica

Beckmann Counter
Menzel-Glaser
Schott AG

Nikon Instruments
Fine Science Tools
BD Falcon

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Qiagen
Perkin-Elmer
Perkin-Elmer
Peqglab

Applied Biosystems
NeoLab

Whatman GmbH
Bio-Rad

GE Healthcare

Alle weiteren Laborartikel wurden von den Firmen Eppendorf und Sarstedt bezogen.
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3.1.2 Chemikalien und Reagenzien

[Carboxyl-**C]-Triolein
[Cholesteryl-1,2-3H(N)]-Hexadecyl Ether

125|0d
Acepromazin

Agarose

Aqua ad iniectabilia
BSA Fraktion 5
Calziumchlorid
CD11b MicroBeads
CD31 MicroBeads

Chloroform

cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tabletten

DAPI

Dextran40

DiD (DilC18 (5) oil)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dispase Il

DNA Loading Dye (6x)

dNTPs

DreamTaq DNA Polymerase
DreamTaq Green Buffer (10X)
EDTA, Ethylendiamintetraessigséaure
Ethanol 96%

EZ-Link™ Sulfo-NHS-SS-Biotin
GeneRuler DNA Ladder

Glukose

Glycin

Heparin

Isotone Natriumchloridldsung (0,9 %)
Kaliumbromid

Ketamin
Kollagenase D

Magnesiumchlorid
Methanol

Methanol
Natriumchlorid (NaCl)

NuPage MES SDS Running Buffer (20x)
PageRuler™ Prestained Protein Ladder
Paraformaldehyd (20%)

PBS, pH 7.4

Perkin-Elmer
Perkin-Elmer
Perkin-Elmer
Sigma-Aldrich
Invitrogen

Braun

Merck

Merck

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Sigma-Aldrich
Roche
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Molecular Probes®
Merck

GIBCO

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Roth

Merck

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
Merck

Braun

Braun

Roth

Albrecht
Roche

Thermo Scientific
Merck

Roth
Sigma-Aldrich

Invitrogen

Thermo Scientific

Electron Microscopy Science
GIBCO
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PBS, pH 7,4 (10x)

Pierce™ Streptavidin Magnetic Beads
ProLong® Gold reagent
Proteinase K

Rompun

RotiSafe

Salzsaure (37 %)

SDS, Natriumdodecylsulfat
Solvable™

Sucrose

Szintillationsflissigkeit
Tissue-Tek© OCT™ Compound
Tris

Triton X-100

TRIzol® Reagenz

Tween-20

Universal TagMan MasterMix

3.1.3 Verwendete Kits

Cy®5 Mono 5-pack

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
NucleoSpin RNA II Kit

Pierce® lodination Beads

Quant-iT™ dsDNA Broad-Range Assay Kit

3.1.4 Verwendete Antikdrper

3.1.4.1 Primarantikorper

Ambion®
Thermo Scientific
Molecular Probes®
Invitrogen

Bayer

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Perkin-Elmer
Merck
Perkin-Elmer
Sakura Finetek
Sigma-Aldrich
Roth

Invitrogen
Sigma-Aldrich
Eurogentec

GE Healthcare
Applied Biosystems
Macherey & Nagel
Thermo Scientific
Invitrogen

Name imm. Spezies Anwendung Referenz/Firma
a-Caveolin-1 | Kaninchen, IF:1:1000 BD Biosciences (610059)
polyklonal WB:1:25000
a-CD31 Ratte, monoklonal  1F:1:100 BD Biosciences (550274)
a-CD36 Kaninchen, IF:1:500 Zur Verfigung gestellt von
polyklonal WB:1:5000 Kathryn Moore (New York, USA)
a-GPIHBP1 | Ratte, monoklonal  IF:1:500 Zur Verfugung gestellt von
WB:1:400 Stephen Young (Los Angeles,
USA)
a-LAMP2 Ratte, monoklonal IF:1:100 Klon ABL-93
a-UCP1 Kaninchen, IF:1:5000 abcam (ab10983)
polyklonal

Tabelle 3.1: verwendete Priméarantikérper (IF: Immunfluoreszenz; WB: Western Blot)
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3.1.4.2 Sekundarantikérper

Name Anwendung Referenz/Firma

Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG (H+L) IF:1:200 Dianova

Alexa Fluor® 488 donkey anti-rat IlgG (H+L) IF:1:250 Dianova

Esel anti-Kaninchen Cy3 IF:1:200 Dianova

Esel anti-Ratte Cy3 IF:1:250 Dianova

Esel anti-Ratte Cy5 IF:1:250 Dianova

Ziege anti-Kaninchen HRP WB 1:5000 Jackson Immuno
Research

Ziege anti-Ratte HRP WB 1:5000 Jackson Immuno
Research

Tabelle 3.2: verwendete Sekundarantikdrper (IF: Immunfluoreszenz; WB: Western Blot)

3.1.5 Verwendete TagMan® Sonden fiir real-time PCR

Gen Assay on Demand
Adipoq MmO00456425 _m1
Angptl4 Mm00480431_m1
Argl MmO00475988_m1
Cavl MmO00483057_m1
Cd36 MmO00432403_m1
Chrebpb AIVI4ACH

Dio2 MmO00515664_m1
Emrl MmO00802530_m1
Fabp4 MmO00445880_m1
FGFR1 MmO00438930_m1
Glut4 Mm01245502_m1
Gpihbpl MmO01205849 g1
116 MmO00446190_m1
Klb MmO00473122_m1
Lipa MmO00498820_m1
Lipg MmO00495368_m1
Lpl MmO00434764_m1
Pgcla Mm00447183 m1l
tbp MmO00446973_m1l
Ucpl MmO00494069_m1

Tabelle 3.3: Verwendete TagMan® Sonden (Applied Biosystems)
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3.2 Methoden
Alle Versuche wurden gemald den Sicherheitsdatenblattern in Laboren der
Sicherheitsstufe S1 und S2 durchgefihrt.

3.2.1 Mausmodelle

Alle Tierexperimente wurden mit Genehmigung des Tierschutzkomitees des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf und der Behorde fir Wissenschaft und
Gesundheit, Stadt Hamburg, durchgefihrt. Die in dieser Arbeit verwendeten C57BL/6J
Mauslinien, welche defizient fiir CD36 (Cd36™) bzw. Caveolin-1 (Cav1l™) sind, waren
bereits im Labor etabliert. Fir Wild-Typ (WT) Studien wurden C57BL/6J Méause von der
Firma Jackson Laboratory erworben. Die Tiere wurden bei konstanter Raumtemperatur
(22 °C) und einem 12 Std-Tag/Nacht-Zyklus gehalten und hatten ad libitum Zugang zu
Futter (Standard Labor chow Di&t) und Wasser. Firr die Experimente wurden Cd36™
und Cavl™ sowie WT Tiere desselben Inzuchtstammes in einem Alter von 12-18
Wochen verwendet. Die Aktivierung des braunen Fettgewebes erfolgte generell durch
eine 24-stindige Kalteexposition inklusive einer abschlieRenden 4-stiindigen
Fastenperiode. Dafiir wurden die Tiere bei 4 °C in Einzelkafigen gehalten. Da CD36-
defiziente Mause allerdings kaltesensitiv sind, wurde die Kalteexposition bei allen

Experimenten mit Cd36” Méusen auf 6 Std verkiirzt.

3.2.1.1 Genotypisierung

Fur die Genotypisierung wurde DNA aus Schwanzbiopsien isoliert. Daftr wurden die
Biopsien zunachst in 700 pL STE-Puffer (100 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI, pH 7.5,
10 mM EDTA, 1% SDS) mit 10 pL Proteinase K (10 mg/mL) lysiert. Anschlielend
erfolgte eine DNA-F&llung mit Ethanol. Um die Genotypen der Cd36” und Cavl”
Mauslinien zu bestimmen, wurden jeweils PCR mit spezifischen Primern durchgefuhrt

(die Primersequenzen kénnen Tabelle 3.4 entnommen werden).

CD36 Cavl

Ex2s 3'189: M_cavl_296-S:

5CATACATTGCTGTTTATGCATGA3’ | 5TTTACCGCTTGTTGTCTACGAY

Ex3a 3'301: M_cavl_513_AS:

5’AGCTCCAGCAATGAGCCCACY 5TATCTCTTTCTGCGTGCTGAZ

NeoS 3'1520: M_cavl _1328_S:

5TGGAAGGATTGGAGCTACGGY 5TATTCTGCCTTCCTGATGATAACTGY
NEO-1L-347_AS:
5CCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATG3’

Tabelle 3.4: spezifische Primersequenzen zur Genotypisierung von Cd36" ,Cavli™ und
entsprechenden WT Mausen

Fiir die CD36-PCR wurden 2 pL der DNA mit 16,5 pL H,0, 2,5 pL PCR-Puffer GREEN
(10x), 1 pL DMSO, 0,5 pL MgCl, (25 mM), 0,5 uL dNTP (10 mM), je 0,7 pL des Ex2s
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3'189 (10 uM), 0,6 uL des Ex3a 3'301 (10 puM), 0,6 uL des NeoS 3’1520 (10 uM)
Primers und 0,1 pL der Tag-Polymerase (5 U/uL) versetzt. Da sich die Grof3en der WT
und transgenen PCR-Produkte der Cavl-PCR zu stark unterscheiden, wurden zwei
unterschiedliche PCR angesetzt. Fir die CavlWT-PCR wurden 2 pL der DNA mit
14,97 pL H,0, 2,5 uL PCR-Puffer GREEN (10x), 0,5 uL DMSO, 2,5 uL MgCl, (25 mM),
0,5 uL dNTP (10 mM), je 1 pL des M_cavl_296-S (10 uM), 1 uL des M_cavl 513 _AS
(10 pM) Primers und 0,03 pL der Tag-Polymerase (5 U/uL) versetzt. Fur die Cavlko-
PCR wurden 2 yL der DNA mit 18,4 uL H,0O, 2,5 uL PCR-Puffer GREEN (10x), 0,5 pL
MgCl, (25 mM), 0,5 uL dNTP (10 mM), je 0,5 uL des M_cavl 1328 S (10 uM), 0,5 pL
des NEO-1L-347_AS (10 uM) Primers und 0,1 yL der Tag-Polymerase (5 U/uL)
versetzt. Die Amplifikationsprogrammierungen des Thermocyclers kénnen Tabelle 3.5

entnommen werden.

CD36 CavliwWT Cavilko
Initialisierung 95 °C; 3 min 95 °C; 3 min 95 °C; 3 min
Denaturierung 94 °C; 30 sek 94 °C; 1 min 94 °C; 1 min
Annealing 60 °C; 30 sek 54 °C; 1 min 58 °C; 1 min
Extension 72 °C; 1 min 72 °C; 1 min 72 °C; 1,5 min
Zyklen 35 35 40
Finale Extension 72 °C; 5 min 72 °C; 10 min 72 °C; 10 min

Tabelle 3.5: Amplifikationsprogrammierung des Thermocyclers

Nach der Amplifikation ergaben sich fur den jeweiligen Genotyp spezifisch grof3e PCR-
Produkte, die dann mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und durch den
DNA-Farbstoff RotiSafe unter UV-Licht sichtbar gemacht werden konnten (Abbildung
3.1).

A ~z’~9 X
Cav1 ko
Cd36 WT (~1450 bp)
4 (~600 bp)
SE— g Cd36ko
(~370 bp) Cav1 WT

(~240 bp)

Abbildung 3.1: Genotypisierung von Cd36” und Cavl’ Mausen mittels PCR
Exemplarische Agarosegele mit PCR-Produkten der (A) CD36-PCR und (B) Cav1-PCR. Es sind
jeweils Proben von homozygoten Wild-Typ (WT) Tieren (+/+), heterozygoten Tieren (+/-) und
homozygoten knock out (ko) Tieren (-/-) abgebildet.
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3.2.2 Préaparation und Markierung triglyzeridreicher Lipoproteine

Verschiedene Markierungstechniken machen es méglich, den Weg der TRL durch den
Korper und die anschlieBende Organverteilung in vivo zu verfolgen. Durch spezielle
Markierungstechniken ist sogar eine Visualisierung der TRL auf zellularer Ebene
moglich. Im folgenden Abschnitt werden unterschiedliche Markierungstechniken

erlautert.

3.2.2.1 Herstellung radioaktiv- oder fluoreszenz-markierter rekombinanter TRL

Die Herstellung rekombinanter TRL erfolgte nach der Methode von Bruns et al. (Bruns
et al., 2009). Fur die Herstellung radioaktiv-markierter TRL wurden in dieser Arbeit pro
Maus je 2 mg Lipidextrakt mit 18,5 kbq [Carboxyl-*C]-Triolein und 37 kbq [Cholesteryl-
1,2-3H(N)]-Hexadecyl Ether inkubiert. Durch die Doppelmarkierung ist es mdoglich,
gleichzeitig den Lipoprotein-Partikel und die hydrolysierten Triglyzeridkomponenten zu
verfolgen. Fir die Herstellung fluoreszenz-markierter rekombinanter TRL wurden pro
Maus je 2 mg Lipidextrakt mit 8 uL fluoreszierenden Nanopartikeln (QuantumbDots, QD;
zur Verfigung gestellt von der AG Prof. Weller, Institut fiir Physikalische Chemie,

Universitat Hamburg) inkubiert.

3.2.2.2 '|-Markierung von murinen TRL

Um die Apolipoproteine nativer TRL mit I markieren zu kénnen, mussten diese
zunachst aus dem Plasma von Mausen isoliert werden. Dazu wurden FVB Mause mit
200 pL/Maus Olivendl gavagiert. Nach 1,5 Std wurde das Blut durch Herzpunktion
entnommen und anschlieBende zentrifugiert. Das gewonnene Plasma wurde mit KBr
auf eine Dichte von 1,21 g/mL eingestellt und in Polyallomer-Rohrchen (geeignet fur
SW40 Rotor, Beckman) unter PBS geschichtet. Anschlielend erfolgte eine
Zentrifugation in der Ulrtazentrifuge (2 Std, 38000 rpm, 4 °C). Auf Grund der
geringeren Dichte bildeten die TRL eine obere Phase, die dann vorsichtig mit einer
umgebogenen Kanlle abgenommen werden konnte. Es erfolgte eine erneute
Beschwerung der TRL mit KBr, Schichtung unter PBS und anschlieRender
Ultrazentrifugation. Die gewonnenen TRL konnten dann fiir die **°I-Markierung nach
125|

der lodmonochlorid-Methode verwendet werden (Mc, 1958). Nicht gebundenes

wurde mittels PD10-Saule nach Angaben des Herstellers entfernt.

3.2.2.3 DiD-Markierung von humanen TRL

Um DiD-markierte TRL herzustellen, wurden 1 mL einer Suspension humaner TRL
(10 mg/mL) eines Patienten mit Hyperlipoproteinamie Typ 1 mit 250 pg/mL DiD-Lésung
(in DMSO) und 5 mM EDTA versetzt. Die Suspension wurde dann Uber Nacht bei
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37 °C unter leichtem Schtteln inkubiert. Anschlie3end wurde Uberschussiger Farbstoff
mittels einer PD10-Saule nach Angaben des Herstellers entfernt.

3.2.2.4 Cy5-Markierung von murinen TRL

Murine TRL wurden, wie in Abschnitt 3.2.2.2 beschrieben, isoliert. Die Cy5-Markierung
der TRL erfolgte dann mit Hilfe des Cy®5 Mono 5-Pack Kits nach Angaben des
Herstellers.

3.2.3 Indirekte Immunfluoreszenz-Analysen

Indirekte Immunfluoreszenz-Analysen wurden dazu genutzt, die Aufnahme von TRL in
aktiviertes braunes Fettgewebe, sowie deren zellulare Lokalisation zu visualisieren.
Dazu wurden Mause mit 100 puL DiD-markierten TRL, 200 uL rekombinanten QD-TRL
oder 200 pL Cy5-markierten TRL intravends injiziert. Nach 30 min (DiD-TRL), bzw.
15min (QD-TRL wund Cy5-TRL) wurden die Tiere durch intra-peritoneale
Injektionsnarkose (10 uL/g Korpergewicht), bestehend aus Ketamin (23 mg/mL) und
Rompun (0,2%) in isotoner Natriumchlorid Lésung (0,9%) anasthesiert. Im Falle der
Injektion von DiD-TRL folgte eine Perfusion tber das Blutgefal3system fur 2 min bei
konstantem Perfusionsdruck (5 mL/min) mit 4% Paraformaldehyd und 5% Sucrose in
eiskaltem PBS. Nach der Injektion von QD-TRL oder Cy5-TRL erfolgte zunachst eine
Perfusion mit 10 U/mL Heparin/ PBS fiir 30 sek worauf dann eine Perfusion mit 4%
Paraformaldehyd in eiskaltem PBS fiir 2 min folgte. Anschlieend wurde das braune
Fettgewebe entnommen und in 4% Paraformaldehyd/PBS nachfixiert. Die
Weiterverarbeitung erfolgte dann entweder an einem Gefriermikrotom HM 560 zur
Herstellung von Kryo-Schnitten oder an einem Vibratom VT100E zur Herstellung von

Vibratom-Schnitten.

3.2.3.1 Immunfluoreszenz-Farbung von Kryoschnitten-Schnitten

Zur Herstellung von Kryo-Schnitten wurde das schockgefrorene Gewebe in Tissue-
Tek® eingebettet, 8 ym Schnitte hergestellt, auf SuperFrost® Plus Objekttrager
aufgezogen und getrocknet. Die Kryo-Schnitte wurden dann 15 min mit eiskaltem
Methanol (-20 °C) bei RT fixiert und tber 1 Std mit 2% BSA in PBS blockiert. Die
Inkubation mit einem Primé&rantikorper (verdinnt in 2% BSA/ PBS) erfolgte bei 4 °C
Uber Nacht in einer feuchten Kammer. Nachdem die Schnitte mit PBS gewaschen
wurden, wurden die Schnitte mit einem Fluorophor-gekoppeltem Sekundarantikorper
(verdiinnt in PBS) und dem Kernfarbstoff DAPI (1:1000) fur 1 Std in einer feuchten
Kammer bei RT inkubiert. Im Anschluss wurden die Schnitte erneut mit PBS

gewaschen und in ProLong® Gold reagent eingedeckt.
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3.2.3.2 Immunfluoreszenz-Farbung von Vibratom-Schnitten

Die Immunfluoreszenz-Farbung von Vibratom-Schnitten erfolgte in Suspension. Dafur
wurden zunéchst 200 pm Gewebeschnitte hergestellt, die dann fir 30 min in 5% Glycin
in PBS inkubiert wurden. Anschlie3end erfolgte die Permeabilisierung und Blockierung
fur 2 Std mit 3% BSA und 0,3% Triton X-100 in PBS. Nach einem Waschschritt mit
PBS wurden die Schnitte mit einem Primarantikdrper (verdunnt in 1% BSA/ PBS) fur
48 Std bei 4 °C inkubiert und erneut gewaschen. Die Inkubation mit einem Fluorophor-
gekoppeltem Sekundarantikérper (verdinnt in 1% BSA/ PBS) erfolgte dann Uber
24 Std bei 4 °C. Fur die Kernfarbung wurden die Schnitte 5 min mit DAPI (1:1000 in

PBS) inkubiert und anschlielBend ausgiebig gewaschen.

Fur Kolokalisationsstudien wurden die Schnitte gleichzeitig mit entsprechenden Primar-
und Sekundarantikbrpern inkubiert und unter einem NIKON Al1R konfokalen
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die verwendeten Primar- und Sekundarantikbrper
sowie deren eingesetzten Konzentrationen sind Tabelle 3.1 und Tabelle 3.2 zu

entnehmen.

3.2.4 Isolation von Endothelzellen, Gewebsmakrophagen und braunen Fettzellen
aus braunem Fettgewebe

Fur die Isolation von Endothelzellen, Gewebsmakrophagen und braunen Fettzellen aus
braunem Fettgewebe wurden jeweils 4-6 Gewebe pro Gruppe vereinigt. Die Gewebe
wurden mit einer Operationsschere vorsichtig zerkleinert und anschlie3end in PBS mit
10 mM CacCl,, 2,4 U/mL Dispase Il und 1,5 U/mL Kollagenase D fir 45 min bei 37 °C
verdaut. Unverdautes Gewebe wurde durch eine Passage durch ein Zellsieb (100 um)
von den vereinzelten Zellen abgetrennt, welches anschliel3end zentrifugiert (5 min, 600
X g, 4 °C) wurde. Das Pellet wurde dann in MACS Puffer (2 mM EDTA, 0,5% BSA,
2 mM Glukose in PBS) resuspendiert und erneut durch ein Zellsieb (40 pm) filtriert.
Nach einer weiteren Zentrifugation (5 min, 600 x g, 4 °C) wurde das Pellet in MACS
Puffer resuspendiert. Aus der Zellsuspension wurden mittels magnetischer Beads und
entsprechenden  Zellseparationssaulen (LS Columns) im Magnetfeld erst
Gewebsmakrophagen (durch Inkubation mit CD11b MicroBeads), dann Endothelzellen
(durch Inkubation mit CD31 MicroBeads) und braune Adipozyten (als Durchfluss) nach
Angaben des Herstellers separiert. Die Zellfraktionen wurden dann entweder in
TRIzol® Reagenz zur RNA Isolation (siehe Abschnitt 3.2.6), in Szintillationsflissigkeit
zur Bestimmung der Radioaktivitat (siehe Abschnitt 3.2.8) oder in PBS zur DNA

Bestimmung geldst. Die Quantifizierung der DNA wurde entsprechend der
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Herstelleranweisungen mit einem Quant-iT™ dsDNA Broad-Range Assay
durchgefunhrt.

3.2.5 Endothel Permeabilitatsassay

Fir den Endothel Permeabilititsassay wurde Albumin mit **°I unter der Verwendung
von lodobeads® (Pierce) nach Angaben des Herstellers radioaktiv markiert. #I-
Albumin (20pug mit 20 kbqg) wurde Uber die Schwanzvene in gefastete warme und
Kalte-exponierte Mause injiziert. 60 min nach der Injektion wurden die Mause
anasthesiert. Anschliel3end folgte eine finale Blutentnahme durch Herzpunktion und
eine umfangreiche Perfusion mit 10 U/mL Heparin/PBS und 1% BSA. Die Organe
wurden entnommen, gewogen und in einem y-Counter gemessen. Die Radioaktivitat

wurde dann als cpm/mg Organ, beziehungsweise pL Plasma berechnet.

3.2.6 RNA-Extraktion und quantitative real-time PCR

RNA aus Zellen oder Gewebe wurde mittels TRIzol® Reagenz und ggf. dem Einsatz
eines TissueLyser nach der Methode von Chomczynski und Sacchi (1987) gefallt und
mit dem NucleoSpin RNA 1l Kit isoliert. Die Konzentration der RNA wurde mittels
NanoDrop bestimmt. Fir die cDNA-Synthese wurden 400ng RNA in 20 uL
Reaktionsvolumen mit dem High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
umgeschrieben. Die cDNA konnte dann zur Expressionsanalyse durch quantitative
real-time PCR genutzt werden. Die Genexpression wurde in dieser Arbeit mit
TagMan® Probe-basierter Genexpressions Analyse und einem  7900HT
Detektionssystem quantifiziert. Daftir wurden 5 pL cDNA (entspricht 100 ng) mit 15 pL
Universal TagMan MasterMix, 8,5 uL H,O (DNase-frei) und 1,5 uL entsprechender
TagMan®-Sonde/Assay on Demand versetzt. Fir alle Gene wurden spezifische
TagMan®- Sonden/Assay on Demand von Applied Biosystems verwendet (Tabelle
3.3). Die Berechnung der relativen Genexpression erfolgte durch Normalisierung zum
Referenzgen TATA-box binding protein (Tbp) nach der 2-AACT-Methode (Livak und
Schmittgen, 2001).

3.2.7 In vivo Biotinylierung

Durch die Methode der in vivo Biotinylierung ist es moglich nur die Plasmamembran-
stéandigen Proteine zu isolieren, die vom Blutkreislauf zug&nglich sind. In dieser Arbeit
wurden mit dieser Methode die luminalen Plasmamembranproteine der Endothelzellen
des braunen Fettgewebes isoliert. Dafir wurden M&use zunachst intra-peritoneal mit
Acepromazin (3 mg/kg) injiziert, um die BlutgefalRe zu erweitern. Unmittelbar nach der

Injektion wurden die Tiere tief anasthesiert und mit 10 mL 10%iger Dextran40-Lésung
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(in  PBS) perfundiert. Danach folgte eine Perfusion mit 37 °C warmen
Biotinylierungsreagenz (1 mg/mL EZ-Link™ NHS-SS-Biotin in 10% Dextran40/PBS) fur
10 min bei einem konstanten Perfusionsdruck (1,5 mL/min). Um nicht gebundenes
Biotin zu entfernen, wurde zusétzlich noch mit 10 mL Quenching Ldsung (50 mM
Tris/HCI in 10% Dextran40/PBS; pH 7,4) perfundiert. Anschlie3end wurde das braune
Fettgewebe entnommen und in Zelllysis Puffer (50 mM Tris, 2 mM CacCl,, 80 mM NacCl,
1% Triton X-100, 1x cOmplete Protease Inhibitor Cocktail; pH 8,0) mit Hilfe eines
TissueLyser homogenisiert. Das Homogenat wurde ftir 10 min bei 14000 rpm und 4 °C
zentrifugiert wobei sich biotinylierte Proteine im Uberstand sammelten. Die
Proteinkonzentration wurde nach der Methode von Lowry bestimmt (Lowry et al.,
1951). Die biotinylierten Proteine wurden dann mit Pierce™ Streptavidin Magnetic
Beads nach Angaben des Herstellers auf einem Rotationsmixer inkubiert. Nach der
Inkubation fur 1,5 Std bei 4 °C, wurden die magnetischen Beads mehrere Male mit
TBST (50 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl, 0,1% Tween-20; pH 7,6), beziehungsweise
PBS gewaschen. Anschlielend wurden die Beads in 100 pL Reducing Sample Buffer,
bestehend aus Ladepuffer und Reduzierungsagens (beides NUPAGE®), resuspendiert
und erhitzt (5 min, 95 °C). Da das Biotin eine Disulfidbrucke (S-S) in der Spacer Region
besitzt, konnte das Biotin durch die reduzierende Eigenschaft des Puffers entfernt
werden. Die eluierten Plasmamembranproteine konnten dann weiter fir Western Blot

Analysen (3.2.7.1) verwendet werden.

3.2.7.1 Western Blot

Die Proteinauftrennung erfolgte mittels einer diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Hierbei wurde ein NUPAGE® MES Puffersystem
verwendet. Nach der Methode von Laemmli (1970) werden die Proteine in einem 5%-
igem Sammelgel fokussiert und anschlieBend in einem 10%-igem Trenngel
aufgetrennt. 20 pL der in Abschnitt 3.2.7 gewonnen Proben wurden in die Geltaschen
aufgetragen. Als Molekulargewichtsmarker wurde der PageRuler™ Prestained Protein
Ladder verwendet. Dann folgte die Gelelektrophorese bei 170V fur 1 Std. Die
spezifische Detektion der Proteine erfolgte via Nass-Blot-Verfahren. Dafir wurden die
aufgetrennten Proteine aus dem SDS-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert.
Das Blotten erfolgte fur 2 Std bei einer Stromstarke von 400 mA in einer mit
Transferpuffer (25 mM Tris, 190 mM, Glycin, 20% Methanol) gefiliten Western Blot
Apparatur. Im Anschluss wurden unspezifische Bindungsstellen mit 5% Milchpulver (in
TBST) blockiert und die transferierten Proteine durch eine indirekte Immunfarbung
detektiert. Dafur wurde die Membran zunachst mit spezifischen Primé&rantikbrpern

(Gber Nacht, 4 °C) und anschlieend mit entsprechenden Peroxidase-gekoppelten
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Sekundarantikdrpern (1 Std, RT) inkubiert. Alle Antikdrper wurden standardmafig in
5% Milchpulver (in TBST) verdunnt, wobei die jeweiligen Konzentrationen Tabelle 3.1
und Tabelle 3.2 entnommen werden kénnen. Anschlie3end erfolgte die Detektion der
Proteine nach der ECL-Methode. Dafir wurde die Chemilumineszenz nach
verschiedenen Expositionszeiten mittels eines Fotofiims (Amersham) Hyperfilm ECL
detektiert.

3.2.8 Turnover Studien und Organverteilung von radioaktiv-markierten TRL

Fir turnover Studien wurden 200 pL *H-'“C - radioaktiv-markierter rekTRL (Abschnitt
3.2.2.1) Uber die Schwanzvene in gefastete warme und Kalte-exponierte Mause
injiziert. 15 min nach der Injektion wurden die Mause anésthesiert. Anschlie3end folgte
eine finale Blutentnahme durch Herzpunktion und eine zweiminutige Perfusion mit
10 U/mL Heparin/PBS. Die Organe wurden entnommen und gewogen. Wéhrend das
interskapulare braune Fettgewebe fir die MACS-basierte Zellseparation (siehe
Abschnitt 3.2.4) verwendet wurde, wurden alle anderen Organe bei 60 °C in Solvable™
(0,2 mL/ 10 mg Organ) gel6st. Fur die Radioaktivitatsbestimmung wurden 400 pL der
Organsuspension und 10 pL Plasma mit 5 mL Szintillationsflissigkeit versetzt und in
einem B-Counter gemessen. Die Radioaktivitait wurde dann als dpm/mg Organ,

beziehungsweise uL Plasma berechnet.

3.2.9 Statistik

Alle Daten sind als Mittelwert + S.E.M. dargestellt. Fir Vergleiche von zwei Gruppen
wurde die statistische Signifikanz mit Hilfe des Student’s t-Test (zweiseitig, ungepaart)
berechnet. Bei Vergleichen von mehr als zwei Gruppen wurde die statistische
Signifikanz mittels two-way ANOVA (analysis of variance) gefolgt von einem Tukey's
multiple comparisons test ermittelt. Fur statistische Berechnungen wurde die
Programme Microsoft Excel 2010 und GraphPad Prism 6.0 genutzt. P < 0,05 wurde als

statistische Signifikanz definiert.
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4  Ergebnisse

Aktiviertes braunes Fettgewebe ist in der Lage ganze Lipoprotein-Partikel
aufzunehmen (Bartelt et al., 2011). Dieser Prozess ist von der lokalen Aktivitat der
Lipoprotein Lipase (LPL) und dem Fettsaure Transporter CD36 abhéngig. Caveolin-1
(Cavl) kénnte unter anderem auch an dem Prozess beteiligt sein. Der molekulare
Mechanismus der Lipoprotein Aufnahme ist allerdings noch nicht ausreichend
verstanden. In dieser Arbeit wurde der Beitrag verschiedener Zelltypen
(Endothelzellen, Makrophagen und braunen Fettzellen), sowie Schliisselmolekulen fir
die BAT-vermittelte Lipoprotein-Internalisierung untersucht. AufRerdem sollten
Erkenntnisse Uber die intrazellulare Lipoprotein-Prozessierung erlangt werden. Im

Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse dargestellt.

4.1 Aufnahme von postprandialen TRL in das braunes Fettgewebe von
Wild-Typ, Caveolin-1- und CD36-defizienten Mausen

Um zunachst den Weg der Lipoproteine in das braune Fettgewebe zu verfolgen, wurde
die Lipoprotein-Aufnahme mittels indirekter Immunfluoreszenz visualisiert. Daflr
wurden DiD-markierte TRL intravents in C57BL/6J Wild-Typ Mause injiziert, die fir
24 Std entweder bei 27 °C (warm) oder 4 °C (kalt) gehalten wurden (Abbildung 4.1).
Um eine mdgliche Kolokalisation mit Zellen des braunen Fettgewebes zu erméglichen,
wurden braune Adipozyten und Endothelzellen mit einem spezifischen Antikorper
gegen UCP1, beziehungsweise CD31 inkubiert. Im braunen Fettgewebe von warm-
gehaltenen M&ausen konnte keine Aufnahme von DiD-TRL detektiert werden (Abbildung
4.1 A). Neben der Intensivierung der UCP1-Férbung, wurde auch die Aufnahme des
DiD-Farbstoffes in UCP1-positive braune Adipozyten durch Kalteaktivierung massiv
stimuliert (Abbildung 4.1 B). Eine Kolokalisation von DiD mit CD31-positiven
Endothelzellen war hingegen nicht zu sehen. Dieses Ergebnis stimmt mit friheren
Beobachtungen Uberein, mit denen gezeigt wurde, dass braunes Fettgewebe nach
Aktivierung ganze Lipoprotein-Partikel internalisieren kann (Bartelt et al., 2011).
Daruber hinaus haben Bartelt et al. (2011) gezeigt, dass CD36 fir die Lipoprotein-

Internalisierung in das braune Fettgewebe notwendig ist.
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Abbildung 4.1: Erhohte Aufnahme postprandialer TRL in Kalte-aktiviertes braunes
Fettgewebe von Wild-Typ Mausen in vivo

Gefastete Wild-Typ Mause wurden 24 Std bei (A) warmen (27 °C) und (B) kalten (4 °C)
Temperaturen gehalten, bevor DiD-markierte TRL intravends injiziert wurden. 30 min nach der
Injektion wurde das braune Fettgewebe entnommen und Kryo-Schnitte (8 um) angefertigt.
UCP1 (rot), CD31 (griin) und TRL (weil3) wurden mittels ex vivo Immunfluoreszenz visualisiert.
Zellkerne sind mit DAPI angefarbt (blau). Der Balken entspricht 25 um.

Um zusatzlich den Einfluss von CD36, sowie eines weiteren maoglichen Mitspielers
Caveolin-1 (Cavl), auf die Lipoprotein-Aufnahme in das braune Fetigewebe zu
untersuchen, wurden DiD-markierte TRL intravenés in Kélte-exponierte CD36 (Cd36™)
bzw. Caveolin-1 (Cavl™) defiziente M&use injiziert (Abbildung 4.2). Im Vergleich zum
Wild-Typ (Abbildung 4.1 B) war bei beiden Genotypen nach Kalteaktivierung keine
erhohte Aufnahme von DiD-TRL in UCP1-positive braune Adipozyten detektierbar.
Auch konnte keine Akkumulation des DiD-Farbstoffes in CD31-positiven

Endothelzellen beobachtet werden.
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Abbildung 4.2: Visualisierung der Kalte-induzierten Aufnahme postprandialer TRL in das

braune Fettgewebe von CD36- und Caveolin-1-defizienten Mausen

24 Std Kalte-exponierte (A) Cd36" bzw. (B) Caveolin-1 (Cavl"') Mause wurden 30 min vor
Organentnahme mit DiD-markierten TRL intravends injiziert. Braunes Fettgewebe wurde
entnommen und Kryo-Schnitte (8 um) angefertigt. UCP1 (rot), CD31 (grin) und TRL (weil3)
wurden mittels ex vivo Immunfluoreszenz visualisiert. Zellkerne sind mit DAPI angeféarbt (blau).
Der Balken entspricht 25 um.

4.2 Charakterisierung des molekularen Equipments der verschiedenen
Zelltypen des brauen Fettgewebes fir die Lipoproteinaufnahme

Kéalte-Exposition aktiviert das braune Fettgewebe Uber Noradrenalin aus
sympathischen Fasern. Eine Aktivierung fuhrt in dem Gewebe zu einer massiven
Steigerung des Energieumsatzes und damit auch zu einem erhéhten Bedarf an
Energie. Um einen generellen Uberblick Uber die transkriptionellen Veranderungen im
braunen Fettgewebe nach Kalte-Exposition zu erlangen, wurde zunachst ein
Genexpressionsmuster von metabolisch relevanten Genen erstellt. Daflir wurde das
braune Fettgewebe aus warmen (27 °C) und kalten (4°C) Wild-Typ Mausen
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entnommen, daraus die RNA isoliert und mittels quantitativer Taqg Man® real-time PCR
untersucht (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Genexpressionsmuster von metabolisch relevanten Genen im braunen
Fettgewebe

Braunes Fettgewebe aus warmen (27 °C) und kalten (4 °C) Wild-Typ Mausen wurde
entnommen und daraus die RNA isoliert. Die Genexpression wurde mittels quantitativer Taq
Man® Real-time PCR untersucht. Die Werte sind fur jedes Gen auf die jeweilige warme
Kontrollgruppe normalisiert (n = 8; Mittelwert £ S.E.M; *P<0,001; ns: nicht signifikant).

Wie erwartet wurden Gene, die mit BAT-Aktivierung und Thermogenese assoziiert
sind, reguliert. Die Expression von Ucpl, Pgc1a und Dio2 war nach 24 Std Kalte-
Exposition signifikant erhoht. Nach Kalte-Aktivierung des braunen Fettgewebes war
auch die Genexpression von Proteinen, die in lipolytische Prozesse involviert sind (wie
z.B. Gpihbpl, Lpl, Fabp4, Lipg, Lipa und Cd36 signifikant erhoht. Des Weiteren waren
nicht nur Gene reguliert, die den Lipid- und Lipoproteinstoffwechel beeinflussen,
sondern auch Gene des Glukosestoffwechsels. Die Expression von Glut4 jedoch nicht
von Chrebpb wurde durch Kalte signifikant erhéht. Die Expression von Cavl, Angptl4
und Entzindungsmarkern, wie Emrl, Argl und I16 wurde im Gesamtorgan nicht

beeinflusst.

4.2.1 Separation von Makrophagen, Endothelzellen und braunen Fettzellen

Braunes Fettgewebe ist ein Organ, welches aus braunen Fettzellen, Endothelzellen
und aus Immunzellen aufgebaut ist. Jedoch ist wenig Uber den jeweiligen Beitrag
dieser verschiedenen Zelltypen zu der TRL-Prozessierung bekannt. Unter den in
Abbildung 4.3 analysierten Genen im Gesamtorgan waren auch Gene, deren

Expression nur mit einem bestimmten Zelltyp assoziiert sind. Um nun den Einfluss der
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verschiedenen Zelltypen auf die TRL-Prozessierung separat zu untersuchen, wurde
eine Methode etabliert, um Makrophagen (CD11b+), Endothelzellen (CD31+) und
braune Adipozyten (Flow Through, FT) aus warmen (27°C) oder Kalte-aktivierten (4°C)
braunem Fettgewebe (Input) zu separieren (Abbildung 4.4 A). Die Anreicherung und
Reinheit der Zellfraktionen wurde mittels real-time PCR von zellspezifischen Marker
untersucht. Die Expression von Emrl, einem spezifischen Makrophagen Marker, war
ausschlief3lich in der CD11B+ Fraktion nachweisbar (Abbildung 4.4 B). Die Expression
des spezifischen Markers fir Endothelzellen (Gpihbpl) war am stérksten in der CD31+
Fraktion detektierbar (Abbildung 4.4 C). Als Marker fur Adipozyten wurde Adiponektin
(Adipoq) gewahlt. Die relative Expression war am hochsten in der Flow Through (FT)
Fraktion (Abbildung 4.4 D). Wie zu erwarten, war die Expression von Ucpl, dem
Marker fUr aktivierte braune Adipozyten, signifikant in der kalten FT Fraktion zu sehen
(Abbildung 4.4 E). Die Ucpl Expression wurde in der CD11B+ als auch CD31+
Fraktion durch Kalte signifikant erhoéht. Jedoch nicht im gleichen Ausmald wie in der
kalten FT Fraktion.
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Abbildung 4.4: Isolation von Makrophagen, Endothelzellen und braunen Adipozyten aus
braunem Fettgewebe

(A) Makrophagen (CD11b+), Endothelzellen (CD31+) und braune Adipozyten (Flow Through,
FT) aus warmen (27 °C) oder Kalte-aktivierten (4 °C) BAT wurden mittels MACS® Technologie
separiert. (B-D) Anreicherung und Reinheit der Zellfraktionen wurde mittels real-time PCR der
zellspezifischen Marker (B) Emrl (Makrophagen), (C) Gpihbpl (Endothelzellen), (D) Adipoq
und (E) Ucpl (braune Adipozyten) verifiziert. Mittelwert + S.E.M; *P<0,05; **P<0,01;
***P<(,001.



Ergebnisse 40

4.2.2 Expressionsanalyse metabolisch relevanter Gene in Makrophagen,
Endothelzellen und braunen Fettzellen

Die Expression von Genen der BAT-Aktivierung und Thermogenese sollte durch Kélte
induziert werden. AulRerdem ist die Expression dieser Gene stark mit braunen
Adipozyten assoziiert. In Abbildung 4.5 ist die Expression von Dio2, Pgc7a, Fgfrl und
Kib in Makrophagen, Endothelzellen und braunen Adipozyten dargestellt. Die
Expression von Dio2 und Pgc7a wurde durch Kalte-Exposition in braunen Adipozyten
(FT Fraktion) stark induziert (Abbildung 4.5 A, B). Eine leichte Induktion der Expression
dieser Gene war zusétzlich in den CD11B+ und CD31+ Fraktionen zu sehen. Die
Expression von Fgfrl, der Rezeptor fir den Wachstumsfaktor FGF21, wurde hingegen
nicht durch Kalte induziert (Abbildung 4.5 C). Die Fgfrl Expression war in der warmen
und kalten FT Fraktion etwa 2,3-fach erhéht im Vergleich zu der warmen Input
Kontrolle. Im Gegensatz zu Dio2 und Pgc7a wurde Fgfrl auch stark von Makrophagen
(CD11b+ Fraktion) exprimiert. In Endothelzellen (CD31 Fraktion) konnte keine Fgfrl
Expression nachgewiesen werden. Die Expression von Beta Klotho (Klb), einem Ko-
Aktivator von FGFR1, wurde hingegen durch Kalte in braunen Adipozyten signifikant
erhoht (Abbildung 4.5 E). Eine Expression von Kib in Makrophagen (CD11b+ Fraktion)
und Endothelzellen (CD31+ Fraktion) konnte nicht beobachtet werden.
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Abbildung 4.5: Genexpression von BAT-Aktivierungsmarkern in Makrophagen,
Endothelzellen und braunen Adipozyten nach Kélte-Exposition

Die relative Genexpression von (A) Dio2, (B) Pgcla (C) Fgfrl und (D) Klb wurden mittels real-
time PCR in Makrophagen (CD11b+), Endothelzellen (CD31+) und braunen Adipozyten (Flow
Through, FT) gemessen. Die jeweiligen Zelltypen wurden aus warmen (27 °C) oder Kalte-
aktivierten (4 °C) BAT isoliert. Mittelwert + S.E.M; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Um einen detaillierteren Eindruck der Beitrage von Makrophagen, Endothelzellen und

braunen Adipozyten zu der BAT-vermittelten Lipoprotein-Prozessierung zu erlangen,
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wurde die Expression lipolytischer Gene nach Kalte-Exposition analysiert (Abbildung
4.6).
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Abbildung 4.6: Expression lipolytischer Gene in Makrophagen, Endothelzellen und
braunen Adipozyten nach Kélte-Exposition

Die relative Genexpression von (A) Lpl, (B) Fabp4, (C) Lipg, (D) Lipa und (E) Angptl4 wurden
mittels real-time PCR in Makrophagen (CD11b+), Endothelzellen (CD31+) und braunen
Adipozyten (Flow Through, FT) gemessen. Die jeweiligen Zelltypen wurden aus warmen (27 °C)
oder Kalte-aktivierten (4 °C) BAT isoliert. Mittelwert + S.E.M; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Die Expression von Lpl und Fabp4 wurde durch Kalte-Aktivierung am stérksten in
braunen Adipozyten induziert (Abbildung 4.6 A-B). Uberraschenderweise, wiesen
warme als auch kalte Endothelzellen eine deutliche Lpl Expression auf (Abbildung 4.6
A). Die Kalte-induzierte Expression von Fabp4 war in der Fraktion der Endothelzellen
nicht so stark ausgepragt wie in der Fraktion der braunen Adipozyten. Jedoch war das
allgemeine Expressionslevel in Endothelzellen hoher (Abbildung 4.6 B). Die Expression
der endothelialen Lipase (Lipg), der lysosomalen Lipase (Lipa) und Angptl4 wurde
durch Kalte-Exposition in erster Linie in Endothelzellen und nicht in braunen
Adipozyten induziert (Abbildung 4.6 C-E). Lipg und Angptl4 zeigten auch in der
CD11B+ Fraktion eine signifikante Expressionserhohung nach Kéalte-Aktivierung auf
(Abbildung 4.6 C, E). Die Expression von Lipa hingegen wurde in Makrophagen nicht

durch Kélte reguliert. Allerdings war das Expressionslevel héher im Vergleich zu den
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Endothelzellen und braunen Adipozyten (Abbildung 4.6 D). Zusammenfassend konnte
gezeigt werden, dass die Expression von Proteinen, die an der Prozessierung und
Aufnahme von TRL beteiligt sind, in Endothelzellen erhéht ist und dort durch Kalte

induziert wird.

Aktiviertes braunes Fettgewebe deckt den erh6hten Bedarf an Energie nicht nur Gber
die erhohte Lipolyse und Aufnahme von Lipiden, sondern auch uUber eine erhghte
Aufnahme von Glukose ab. Inwiefern die verschiedenen Zellen des braunen
Fettgewebes an dem Glukosestoffwechsel beteiligt sind, ist auch noch nicht
ausreichend verstanden. Der Insulin-abhangige Glukosetransporter Typ 4 (Glut4) wird
nach Kalte-Exposition verstarkt in braunen Adipozyten (FT Fraktion) exprimiert. Eine
Expression von Glut4 in der Endothelzellfraktion (CD31+) war hingegen kaum
detektierbar (Abbildung 4.7 A). Damit einhergehend konnte die Expression eines
Glukose-responsiven  Transkriptionsfaktors Chrebpb auch nur geringfigig in
Endothelzellen detektiert werden. Chrebpb wurde in braunen Adipozyten exprimiert,
jedoch nicht Kalte-induziert (Abbildung 4.7 B).
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Abbildung 4.7: Expression von Glukosestoffwechsel-assoziierten Genen in
Makrophagen, Endothelzellen und braunen Adipozyten nach Kéalte-Aktivierung

Die relative Genexpression von (A) Glut4 und (B) Chrebpb wurden mittels real-time PCR in
Makrophagen (CD11b+), Endothelzellen (CD31+) und braunen Adipozyten (Flow Through, FT)
gemessen. Die jeweiligen Zelltypen wurden aus warmen (27 °C) oder Kalte-aktivierten (4 °C)
BAT isoliert. Mittelwert £ S.E.M; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Um die Auswirkung der Aktivierung des braunen Fettgewebes auf die Rolle von
Makrophagen und entzindliche Prozesse zu untersuchen, wurde zum einen die
Expression des pro-inflammatorischen Markers 116 und zum anderen die Expression

des anti-inflammatorischen Markers Argl in Makrophagen, Endothelzellen und
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braunen Adipozyten gemessen (Abbildung 4.8). Die Expression des pro-
inflammatorischen Markers 116 konnte zunachst in allen Zellfraktionen nachgewiesen
werden. Die Aktivierung des braunen Fettgewebes durch Kalte fuhrte in Makrophagen,
Endothelzellen und auch braunen Adipozyten zu einer signifikanten Reduktion der
Expression von 116 (Abbildung 4.8 A). Anders verhalt es sich mit dem anti-
inflammatorischen Marker Argl (Abbildung 4.8 B). Die Expression von Argl wurde
durch die Kalte-induzierte Aktivierung des braunen Fettgewebes ausschliefilich in
Makrophagen stark erhoht.
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Abbildung 4.8: Expression von pro- und anti-inflammatorischen Genen in Makrophagen,
Endothelzellen und braunen Adipozyten nach Kalte-Aktivierung

Die relative Genexpression von (A) 116 und (B) Argl wurden mittels real-time PCR in
Makrophagen (CD11b+), Endothelzellen (CD31+) und braunen Adipozyten (Flow Through, FT)
gemessen. Die jeweiligen Zelltypen wurden aus warmen (27 °C) oder Kalte-aktivierten (4 °C)
BAT isoliert. Mittelwert + S.E.M; *P<0,05; **P<0,01.

4.3 Zelltyp-spezifische Aufnahme von TRL in braunes Fettgewebe

Um den Mechanismus der TRL-Internalisierung in das braune Fettgewebe und die
Rolle von Makrophagen, Endothelzellen und braunen Adipozyten in diesem Prozess zu
qguantifizieren, wurden radioaktiv-markierte TRL in 24 Std Kalte-exponierte Wild-Typ
Mause intravenos injiziert. 15 min nach der Injektion wurde das braune Fettgewebe
entnommen. Makrophagen (CD11b+), Endothelzellen (CD31+) und braunen
Adipozyten (Flow Through, FT) mittels magnetischer Beads separiert (Abbildung 4.4

A). AnschlieBend wurde die Radioaktivitat in den jeweiligen Zelltypen bestimmit.

4.3.1 Rekombinante TRL
Rekombinante Lipoproteine (rekTRL) wurden radioaktiv mit *H-Cholesteryl Hexadecyl

Ether und '“C-Triolein markiert. Mit dieser Doppelmarkierung kann gleichzeitig der
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Lipoprotein Partikel (°*H) und die hydrolysierten Triglyzeridkomponenten (**C) verfolgt
werden (Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9: schematische Darstellung der radioaktiv-markierten rekombinanten
Lipoproteine (rekTRL) vor und nach Hydrolyse

Rekombinante Lipoproteine (rekTRL) radioaktiv-markiert mit 3H—Cholesteryl Hexadecyl Ether
und 'C-Triolein wurden genutzt um simultan den Lipoprotein Partikel (*H) und die
hydrolysierten Triglyzeridkomponenten (**C) zu verfolgen (das Layout wurde adaptiert von
Bruns et al, 2009).

15 min nach der Injektion der rekTRL konnte unter allen Zellfraktionen die hdchste
Menge °H- und **C-Radioaktivitat in Kalte-aktivierten Endothelzellen gemessen werden
(Abbildung 4.10 A, B; CD31+ Fraktion). In beiden Fallen war die zellspezifische
Aufnahme von 3H- und **C signifikant erhoht im Vergleich zu warmen Endothelzellen.
Makrophagen von Kalte-exponierten Mausen wiesen auch eine signifikant erhdhte
Aufnahme der *H- und **C-Radioaktivitat auf (Abbildung 4.10 A, B; CD11b+ Fraktion).
Jedoch nicht im gleichen MaRRe wie Endothelzellen. ®H-Radioaktivitat konnte weder in
warmen noch in kalten braunen Adipozyten detektiert werden (Abbildung 4.10 A; FT
Fraktion). Dahingegen konnte die Aufnahme von hydrolysierten Triglyzerid-
komponenten (*C) in braunen Adipozyten gemessen werden. Die zellspezifische
Aufnahme von **C war nach Kélte-Exposition signifikant erhéht (Abbildung 4.10 B; FT
Fraktion).
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Abbildung 4.10: Zelltypspezifische Aufnahme von radioaktiv-markierten rekTRL in
braunes Fettgewebe.

C57BL/6 Wild-Typ Mause wurden 24 Std bei warmen (27 °C) und kalten (4 °C) Temperaturen
gehalten. °H-"*C-rekTRL wurden intravends injiziert. Nach 15 min wurde das braune
Fettgewebe enthommen und fir die Zellseparation mittels magnetischer Beads benutzt. Die
zellspezifische Aufnahme von (A) *H-Cholesteryl Hexadecy!l Ether und (B) **C-Triolein wurde in
Makrophagen (CD11b+), Endothelzellen (CD31+) und braunen Adipozyten (Flow Through, FT)
analysiert. Die Daten von funf unabhéngigen Experimenten wurden auf die jeweilige injizierte
Tracer Dosis normalisiert und zusammengefasst. *P<0.05; **P<0.01 (Student’s T-test).

4.3.2 Native TRL

Um zu testen, ob sich rekTRL in vivo genauso wie native TRL verhalten, wurden der
Proteinanteil muriner TRL mit **°| radioaktiv markiert. 15 min nach der Injektion der
nativen '?°I-TRL konnte die héchste '*|-Radioaktivitat in Endothelzellen von Kélte-
exponierten Mausen nachgewiesen werden (Abbildung 4.11; CD31+ Fraktion). Kalte-
aktivierte Makrophagen haben im Unterschied zu der Aufnahme von rekTRL keine
nativen TRL aufgenommen (Abbildung 4.11; CD11b+ Fraktion). Eine leicht erhdhte
zellspezifische Aufnahme der '*°I-Radioaktivitat konnte in Kélte-aktivierten braunen

Adipozyten gemessen werden (Abbildung 4.11; CD11b+ Fraktion).
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Abbildung 4.11: Zelltypspezifische Aufnahme von nativen TRL in braunes Fettgewebe
C57BL/6 Wild-Typ Mause wurden 24 Std bei warmen (27 °C) und kalten (4 °C) Temperaturen
gehalten. *I-markierte native TRL wurden intravends injiziert. Nach 15 min wurde das braune
Fettgewebe enthommen und fir die Zellseparation mittels magnetischer Beads benutzt. Die
zellspezifische Aufnahme von **°I wurde in Makrophagen (CD11b+), Endothelzellen (CD31+)
und braunen Adipozyten (Flow Through, FT) analysiert.

4.4 Untersuchung der TRL Aufnahme in das braune Fettgewebe
transgener Mause

Bartelt et al. (2011) haben CD36 als wichtigen Mitspieler fir die Lipoprotein Aufnahme
in das braune Fettgewebe identifiziert. Auch Caveolin-1 (Cavl) ist fir endozytotische
Prozesse wichtig. In Abschnitt 4.1 konnte bereits gezeigt werden, dass die Aufnahme
von DIiD-TRL in das braune Fettgewebe von CD36- und Cavl-defiziente Mause (Cd36
" bzw. Cavl™) beeintrachtigt war. Um nun die Funktion und vor allem die Zelltyp-
spezifische Rolle von CD36 und Cavl bei der Aufnahme von TRL in das braune
Fettgewebe zu untersuchen, wurde in Wild-Typ Mausen zunéchst die Zelltyp-
spezifische Expression, sowie die Lokalisation an der luminalen Plasmamembran von
Endothelzellen in Abhangigkeit von Kalte-Exposition mittels real-time PCR, bzw. in vivo
Biotinylierung bestimmt. Des Weiteren wurden Cd36” und Cavl’ Mause verwendet
und die Aufnahme von rekTRL in Makrophagen, Endothelzellen und braune

Adipozyten verfolgt.

4.4.1 Bedeutung von CD36
Die Expression von Cd36 konnte in Makrophagen (CD11b+), Endothelzellen (CD31+)
und braunen Adipozyten (Flow Through, FT) nachgewiesen werden (Abbildung 4.12

A). Eine Kalte-induzierte signifikante Steigerung der Cd36 Expression konnte hingegen
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ausschlielich in Endothelzellen und Makrophagen beobachtet werden (Abbildung 4.12
A; CD11b+ und CD31+ Fraktion). Dartber hinaus fihrte Kalte-Exposition zu einer
verstarkten CD36 Lokalisation an der luminalen Plasma Membran von Endothelzellen
(Abbildung 4.12 B). Die Lokalisation von GPIHBP1 wird durch die Aktivierung des
braunen Fettgewebes nicht beeinflusst, sodass GPIHBP1 hier als Ladekontrolle

genutzt werden konnte.
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Abbildung 4.12: Expression und Lokalisation von CD36 in aktiviertem braunem
Fettgewebe

Die Expression und Lokalisation von CD36 wurde in BAT von warmen (27 °C) und 24 Std Kalte-
exponierten (4 °C) C57BL/6 Wild-Typ (WT) Méausen analysiert. (A) Die Expression von Cd36
wurde in Makrophagen (CD11b+), Endothelzellen (CD31+) und braunen Adipozyten (Flow
Through, FT) mittels real-time PCR gemessen. (B) Die Lokalisation von CD36 an der luminalen
Plasmamembran (PM) von Endothelzellen wurde durch in vivo Biotinylierung und
anschlieBender Westernblot Analyse untersucht. Mittelwert + S.E.M; *P<0,05; **P<0,01.

Als nachstes wurden *H-*C-rekTRL in Cd36” und entsprechende Wild-Typ (Cd36")
Mé&use injiziert. AnschlieBend wurden Makrophagen (CD11b+), Endothelzellen
(CD31+) und braunen Adipozyten (Flow Through, FT) separiert und die Radioaktivitat
in den jeweiligen Zellfraktionen bestimmt. In Abbildung 4.13 ist deutlich zu sehen, dass
Cd36™ Endothelzellen die Aufnahme von rekTRL nach Kalte-Exposition nicht erhdhten,
im Vergleich zu Cd36"* Endothelzellen. Die spezifische Aufnahme von *H-Cholesteryl
Hexadecyl Ether und '*C-Triolein war vergleichbar mit der Aufnahme bei warmen
Bedingungen (Abbildung 4.13; CD31+ Fraktion). Des Weiteren konnte in Kalte-
aktivierten Cd36” Makrophagen weniger *H- und **C-Radioaktivitat im Vergleich zu
Cd36"* Makrophagen gemessen werden (Abbildung 4.13; CD11b+ Fraktion) Im
Vergleich zu Cd36"* braunen Adipozyten, konnte in der Cd36” FT Fraktion weniger
“C-Radioaktivitat detektiert werden (Abbildung 4.13 B; FT Fraktion).
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Abbildung 4.13: Zellspezifische Aufnahme von radioaktiv-markierten rekTRL in
Makrophagen, Endothelzellen und braune Adipozyten von CD36-defizienten und Wild-
Typ Mausen

*H-Cholesteryl Hexadecyl Ether und **C-Triolein markierte rekTRL wurden in warme (27 °C)
und 6 Std Kalte-exponierte (4 °C) Cd36” und Wild-Typ (Cd36**) Mause intravenés injiziert.
15 min nach der Injektion wurde das braune Fettgewebe entnommen und Makrophagen
(CD11b+), Endothelzellen (CD31+) und braune Adipozyten (Flow Through, FT) wurden mit
magnetischen Beads isoliert. AnschlieBend wurde die zellspezifische Aufnahme von (A) °H-
Cholesteryl Hexadecyl Ether und (B) ““C-Triolein in die jeweiligen Zelltypen bestimmt. Pro
Gruppe wurden 6 BAT vereinigt.

Die insgesamt niedrigere Aufnahme von rekTRL in die Cd36™ Zellfraktionen (Abbildung
4.13), stimmte mit der Aufnahme von ®H-Cholesteryl Hexadecyl Ether und **C-Triolein
in das Gesamtorgan (iberein (Abbildung 4.14 A, C). Cd36” Ma&use zeigten eine
signifikant niedrigere rekTRL Aufnahme in das braune Fettgewebe im Vergleich zu
Cd36"* Mausen. Wahrend die Aufnahme von *H-Cholesteryl Hexadecyl Ether und *C-
Triolein in das braune Fettgewebe von Wild-Typ Mausen stark erhdht war, wurden
weniger rekTRL in die Leber aufgenommen. Die Aufnahme von °H- und *'C-
Radioaktivitat in die Leber von K&lte-exponierten Cd36” Mausen war mit der
Aufnahme im Wild-Typ vergleichbar. Da die Aufnahme der rekTRL in das braune
Fettgewebe von Cd36” Mausen nach Kélte-Exposition nicht erhéht war, scheinen die
rekTRL langer im Blut zu zirkulieren. Damit Gibereinstimmend konnte signifikant héhere
*H- und **C-Radioaktivitat im Plasma gemessen werden wenn CD36 fehlt (Abbildung
4.14 B, D). Die Aufnahme von *H-Cholesteryl Hexadecyl Ether und **C-Triolein in
andere metabolisch-aktive Organe, wie Herz und Muskel, unterschieden sich nicht
zwischen den Genotypen. Interessanterweise wurden TRL-Partikel (®H) als auch

Fettsauren (**C) signifikant weniger von Cd36 inguinal WAT aufgenommen.
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Abbildung 4.14: Aufnahme von radioaktiv-markierten rekTRL in CD36-defizienten und
Wild-Typ Mausen
*H-Cholesteryl Hexadecyl Ether und *C-Triolein markierte rekTRL wurden in warme (27 °C)
und 6 Std Kalte-exponierte (4 °C) Cd36” und Wild-Typ (Cd36"") Mause intravenés injiziert.
15 min nach der Injektion wurden (A) Organverteilung und (B) Plasma Konzentration der 3H-
Radioaktivitat, sowie (C) Organverteilung und (D) Plasma Konzentration der **C-Radioaktivitét
gemessen (n = 6; Mittelwert £ S.E.M). Die statistische Signifikanz wurde per two-way ANOVA
ermittelt (*P<0.05). Gruppen mit dem gleichen Buchstaben (a,b,c) unterscheiden sich nicht
signifikant. ingWAT, inguinales weil3es Fettgewebe.
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4.4.2 Bedeutung von Caveolin-1

Die Expression von Cavl konnte in Makrophagen (CD11b+), Endothelzellen (CD31+)
und braunen Adipozyten (Flow Through, FT) nachgewiesen werden, wobei die starkste
Expression in Endothelzellen gemessen wurde (Abbildung 4.15). Die Expression von
Cavl wurde in keiner Zellfraktion durch die Aktivierung des braunen Fettgewebes
reguliert.
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Abbildung 4.15: Expression von Caveolin-1 in aktiviertem braunem Fettgewebe

Die Expression von Caveolin-1 (Cav1l) wurde in BAT von warmen (27 °C) und 24 Std Kélte-
exponierten (4 °C) C57BL/6 Wild-Typ (WT) Mausen analysiert. Die Expression von Cavl wurde
in Makrophagen (CD11b+), Endothelzellen (CD31+) und braunen Adipozyten (Flow Through,
FT) mittels real-time PCR gemessen.

Nach der Injektion von *H-**C-rekTRL in Cav1l” und entsprechende Wild-Typ (Cav1*")
Mause, wurden Makrophagen (CD11b+), Endothelzellen (CD31+) und braunen
Adipozyten (Flow Through, FT) separiert. AnschlieBend wurde die Radioaktivitat in den
jeweiligen Zellfraktionen bestimmt. In Abbildung 4.16 ist zu sehen, dass die hdchste
Menge *H- und **C-Radioaktivitat in Kalte-aktivierten Cavl** Endothelzellen gemessen
werden konnte (Abbildung 4.16; CD31+ Fraktion). Cavl™ Endothelzellen nahmen nach
Kélte-Exposition im Vergleich weniger rekTRL auf. Des Weiteren konnte in Kalte-
aktivierten Cavl” Makrophagen weniger *H- und '“C-Radioaktivitat im Vergleich zu
Cavl** Makrophagen gemessen werden (Abbildung 4.16; CD11b+ Fraktion). Im

+/+

Vergleich zu Cav1** braunen Adipozyten, nahmen Cavl” braune Adipozyten deutlich

weniger **C-Radioaktivitat auf (Abbildung 4.16 B; FT Fraktion).
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Abbildung 4.16: Zellspezifische Aufnahme von radioaktiv-markierten rekTRL in
Makrophagen, Endothelzellen und braune Adipozyten von Cavl-defizienten und Wild-Typ
Mausen

®*H-Cholesteryl Hexadecyl Ether und **C-Triolein markierte rekTRL wurden in warme (27 °C)
und 24 Std Kélte-exponierte (4 °C) Cavl™ und Wild-Typ (Cavl*™) Mause intravends injiziert.
15 min nach der Injektion wurde das braune Fettgewebe entnommen und Makrophagen
(CD11b+), Endothelzellen (CD31+) und braune Adipozyten (Flow Through, FT) wurden mit
magnetischen Beads isoliert. AnschlieRend wurde die zellspezifische Aufnahme von (A) *H-
Cholesteryl Hexadecyl Ether und (B) ““C-Triolein in die jeweiligen Zelltypen bestimmt. Pro
Gruppe wurden 6 BAT vereinigt.

Die auf zellularer Ebene beobachtete geringere Aufnahme der rekTRL in Kalte-
aktivierte Cavl™ Mause (Abbildung 4.16 A, B), stimmte nicht mit der Aufnahme von °H-
Cholesteryl Hexadecyl Ether und *C-Triolein in das Gesamtorgan uiberein. (Abbildung
4.17 A, C). Hier war die Aufnahme der rekTRL in das braune Fettgewebe von Cavl”
Méausen vergleichbar mit der Aufnahme in das braune Fettgewebe von Cavl*™
Mausen. Beide Genotypen zeigten eine Kalte-induzierte Verschiebung der Aufnahme
von H-Cholesteryl Hexadecyl Ether und **C-Triolein von der Leber hin zum braunen
Fettgewebe. Damit Ubereinstimmend konnte im Plasma ein signifikanter Unterschied
nach Kaltebehandlung gemessen werden. Nach der Aktivierung des braunen
Fettgewebes konnte signifikant weniger *H- und 'C-Radioaktivitit im Plasma
nachgewiesen werden (Abbildung 4.17 B, D). Das Fehlen von Cavl hatte jedoch
keinen Einfluss. Ohne die Aktivierung des braunen Fettgewebes zeigten Cavl’ Mause
allerdings signifikant geringere Fettsaurewerte (**C) im Plasma im Vergleich zu Cav1**
Mé&usen (Abbildung 4.17 D). Die Aufnahme von *H-Cholesteryl Hexadecyl Ether und
“C-Triolein in das Herz und in das inguinal WAT unterschied sich nicht zwischen den
Genotypen. Zwar unterschied sich die Aufnahme der TRL-Partikel (°*H) als auch

+/+

Fettsauren (**C) in den Muskel von Kélte-exponierten Cav1** und Cavl™ Méausen nicht
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voneinander, jedoch war die Aufnahme beider Radioaktivitaten in warme Cavl’ Méuse
im Vergleich zu Wild-Typ (Cav1**) Tieren signifikant erhéht (Abbildung 4.17 A, C).
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Abbildung 4.17 Aufnahme von radioaktiv-markierten rekTRL in Caveolin-1 defizienten
und Wild-Typ Mausen

*H-Cholesteryl Hexadecyl Ether und **C-Triolein markierte rekTRL wurden in warme (27 °C)
und 24 Std Kalte-exponierte (4 °C) Cavl™” und Wild-Typ (Cav1l™) Mause intravenés injiziert. 15
min nach der Injektion wurden (A) Organverteilung und (B) Plasma Konzentration der *H-
Radioaktivitat, sowie (C) Organverteilung und (D) Plasma Konzentration der “C-Radioaktivitat
gemessen (n = 6; Mittelwert £ S.E.M). Die statistische Signifikanz wurde per two-way ANOVA
ermittelt (*P<0.05). Gruppen mit dem gleichen Buchstaben (a,b,c) unterscheiden sich nicht
signifikant. ingWAT, inguinales weil3es Fettgewebe.

4.4.2.1 Untersuchung der endothelialen Permeabilitat in Wild-Typ und Caveolin-1-
defizienten Mausen

Eine mogliche Ursache fur die Diskrepanz zwischen der rekTRL Aufhnahme auf
zellularer Ebene (Abbildung 4.16) und der Aufnahme von rekTRL in das braune
Fettgewebe (Abbildung 4.17) von Caveolin-1 defizienten (Cavl”) Mausen, kénnte ein
Defekt in der Barriere Funktion des Endothels sein. Um die Integritat der
Endothelbarriere bei Caveolin-1 Defizienz und Kalte-Exposition zu untersuchen, wurde
125|_Albumin in warme (27 °C) und 24 Std Kalte-exponierte (4 °C) Cavl” und Wild-Typ
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(Cavl™) Mause injiziert. AnschlieRend wurde die Organverteilung sowie die Plasma
Konzentration von '*°I gemessen. In Abbildung 4.18 ist zu sehen, dass Kalte-
Exposition keinen Einfluss auf die endotheliale Barriere Funktion hat. Dahingegen fuhrt
Caveolin-1 Defizienz bei warmen als auch Kalte-exponierten Mausen zu einer
signifikant erhéhten Aufnahme von *I in metabolisch-aktive Organe, wie Muskel,
subskapulares braunes Fettgewebe (scBAT) und interskapuldres braunes Fettgewebe
(BAT). Eine signifikant erhéhte I Aufnahme konnte auch in das inguinale weiRe
Fettgewebe von Kélte-exponierten Cavl” Mausen beobachtet werden. In der Leber
und im Herzen flhrte weder Kalte-Exposition noch Caveolin-1 Defizienz zu einer
erhéhten Aufnahme von *#| (Abbildung 4.18 A). Die erhéhte Aufnahme von *#| in die
Organe von Cavl” Mausen spiegelte sich auch in der ***| Plasmakonzentration wider.
Cavl™ Mause wiesen unabhéngig von der Kalte-Exposition eine signifikant geringere

125 plasmakonzentration als Cav1** Mause auf (Abbildung 4.18 B).
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Abbildung 4.18: Einfluss von Caveolin-1-Defizienz und Kéalte-Exposition auf die
Permeabilitat des Endothels

Die endotheliale Permeabilitat wurde durch die Injektion von **I-Albumin in warme (27 °C) und
24 Std Kélte-exponierte (4 °C) Caveolin-1 defiziente (Cavl™) und Wild-Typ (Cavl™") Mause
untersucht. 1 Std nach Injektion wurde (A) Organverteilung und (B) Plasma Konzentration von
25 wurde gemessen (n = 5; Mittelwert + S.E.M). ). Die statistische Signifikanz wurde per two-
way ANOVA ermittelt (*P<0.05). Gruppen mit dem gleichen Buchstaben (a,b,c) unterscheiden
sich nicht signifikant. ingWAT, inguniales weiRes Fettgewebe; scBAT, subskapulares braunes
Fettgewebe; iBAT, interskapuléares braunes Fettgewebe.
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4.5 Untersuchung der intrazellularen Prozessierung von TRL im
Endothel

Um die Kinetik der TRL Internalisierung und Prozessierung zu analysieren, wurden *H-
14C-rekTRL intravends in warme (27 °C) und Kalte-exponierte (4 °C) C57BL/6 Wild-Typ
Mause injiziert. Nach 15 min, beziehungsweise 60 min wurde das braune Fettgewebe
entnommen und Makrophagen (CD11b+), Endothelzellen (CD31+) und braunen
Adipozyten (Flow Through, FT) mittels magnetischer Beads separiert. Im Anschluss
wurde die Radioaktivitat in den jeweiligen Zellfraktionen bestimmt. 15 min nach der
rekTRL Injektion konnte, wie bereits gezeigt, die héchste Menge der *H- und '*C-
Radioaktivitat in aktivierten Endothelzellen detektiert werden (Abbildung 4.19 A, B;
CD31+ Fraktion). Wie bereits gezeigt wurde, konnte keine zellspezifische Aufnahme
von ®H-Cholesteryl Hexadecyl Ether in braune Adipozyten weder nach 15 min, noch
nach 60 min beobachtet werden (Abbildung 4.19 A; FT Fraktion). Dahingegen konnte
in braunen Adipozyten 15 min und 60 min nach Injektion eine in gleichem Male
erhohte **C-Radioaktivitat gemessen werden (Abbildung 4.19 B; FT Fraktion). Dariiber
hinaus nahm die Detektion von *H-Cholesteryl Hexadecyl Ether und **C-Triolein in

aktivierten Endothelzellen nach 60 min deutlich ab.
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Abbildung 4.19: Zelltyp-spezifische Aufnahme Kinetik von radioaktiv-markierten rekTRL
*H-1C-rekTRL wurden intravends in warme (27 °C) und Kalte-exponierte (4 °C) C57BL/6 Wild-
Typ Mause injiziert. Nach 15 min, beziehungsweise 60 min wurde das braune Fettgewebe
entnommen und fir die Zellseparation mittels magnetischer Beads benutzt. Die zellspezifische
Aufnahme von (A) 3H-Cholesteryl Hexadecyl Ether und (B) 4C-Triolein wurde in Makrophagen
(CD11b+), Endothelzellen (CD31+) und braunen Adipozyten (Flow Through, FT) analysiert. Die
Daten von zwei unabhéangigen Experimenten wurden auf die jeweilige injizierte Tracer Dosis
normalisiert und zusammengefasst.
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In den vorangegangen Experimenten konnte gezeigt werden, das intakte TRL-Partikel
von Kalte-aktivierten Endothelzellen aufgenommen werden und intrazellular prozessiert
werden mussen, um die Triglyzeridkomponenten fur die braunen Adipozyten
bereitzustellen. Da Lysosomen das Hauptorganell fir den Abbau von zellfremden und
zelleigenen Makromolekiilen darstellen, wére eine lysosomale Prozessierung in den
Endothelzellen der TRL denkbar. Um die mdgliche lysosomale Prozessierung im
Endothel zu untersuchen, wurde die Lokalisation von TRL in aktiviertem braunem
Fettgewebe mittels indirekter Immunfluoreszenz dargestellt. Dafir wurden Vibratom-
Schnitte von Geweben aus 24 St Kélte-exponierten Wild-Typ Mausen analysiert, denen
zuvor Fluoreszenz-markierten TRL injiziert wurden. Um die potentielle Lokalisation der
TRL in Endothelzellen und Lysosomen zu visualisieren, wurde das Endothel mit einem
Antikérper gegen GPIHBP1, die Lysosomen mit einem spezifischen Antikbrper gegen
LAMP2, inkubiert. Fir die Detektion von braunen Adipozyten wurden die Schnitte

zusatzlich mit einem Antikoérper gegen Perilipin inkubiert.

Perilipin GPIHBP1 QD-TRL
: Periiipin GPIHBP1 QD-TRL

Abbildung 4.20: Visualisierung der Aufnahme von rekTRL in Endothelzellen nach BAT-
Aktivierung

Wild-Typ Méause wurden 24 Std bei 4 °C gehalten und 15 min vor Organentnahme mit
Fluoreszenz-markierten rekTRL (QD-TRL) intravends injiziert. Braunes Fettgewebe wurde
entnommen und Vibratom-Schnitte (200 um) angefertigt. Perilipin (griin), GPIHBP1 (violett)
UND QD-TRL (rot) wurden mittels ex vivo Immunfluoreszenz visualisiert. Zellkerne sind mit
DAPI angefarbt (blau). Bildausschnitte (weiRe Kasten) sind vergro3ert dargestellt.

Wie erwartet, fuhrte Kalte-Exposition zu einer Aufnahme von QD-TRL (rot) in
Endothelzellen (violett) (Abbildung 4.20). Des Weiteren konnte eine Kolokalisation von
QD-TRL mit dem Lysosomen Marker LAMP2 (violett) detektiert werden (Abbildung
4.21). Da das Expressionsmuster von GPIHBP1 und LAMP2 sich stark &hneln, ist
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davon auszugehen, dass die detektierten Lysosomen in Endothelzellen lokalisiert sind.
Eine Kolokalisation von QD-TRL mit braunen Adipozyten (griin) ist weder in Abbildung
4.20 noch in Abbildung 4.21 zu finden.

g Pefilipin

B
Perilipin

Abbildung 4.21: Visualisierung der Aufnahme von rekTRL in Lysosomen nach BAT-
Aktivierung

Wild-Typ Mause wurden 24 Std bei 4 °C gehalten und 15 min vor Organentnahme mit
Fluoreszenz-markierten rekTRL (QD-TRL) intravends injiziert. Braunes Fettgewebe wurde
entnommen und Vibratom-Schnitte (200 um) angefertigt. Perilipin (grin), LAMP2 (violett) und
QD-TRL (rot) wurden mittels ex vivo Immunfluoreszenz visualisiert. Zellkerne sind mit DAPI
angefarbt (blau). Bildausschnitte (weil3e Kasten) sind vergroRRert dargestellt.



Diskussion 57

5 Diskussion

Ubergewicht und die damit verbundenen  Stoffwechselstérungen  sind
Hauptrisikofaktoren fur die Entwicklung von Typ-2-Diabetes und kardiovaskularen
Erkrankungen, was weltweit mittlerweile epidemische Ausmal3e erreicht hat (James et
al., 2004). Die Wiederentdeckung des braunen Fettgewebes (BAT) bei Erwachsenen
hat nun die Hoffnung erweckt, dass die nattrliche Funktion des braunen Fettgewebes,
massiv Kalorien zu verbrennen, um den Korper vor Kalte zu schitzen, therapeutisch
genutzt werden kann, um chronische Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes oder
Atherosklerose zu behandeln. Anhand neuerer Studien wurde bereits eine zentrale
Rolle fiur das braune Fettgewebe im postprandialen Lipidstoffwechsel beschrieben
(Bartelt et al., 2011). Aktiviertes braunes Fettgewebe ist in der Lage, Plasmatriglyzeride
zu kontrollieren und trdgt dadurch zu der Generierung eines gesunden
Stoffwechselprofils bei. Uberraschenderweise werden auch ganze Lipoproteinpartikel
von dem braunen Fettgewebe internalisiert. Dieser Prozess ist von der lokalen Aktivitat
der Lipoprotein Lipase (LPL) und dem Fettsaure Transporter CD36 abhéngig.
Caveolin-1 (Cavl) koénnte unter anderem auch an dem Prozess beteiligt sein. Der
molekulare Mechanismus der Lipoprotein Aufnahme ist allerdings noch nicht
ausreichend verstanden. In dieser Arbeit sollten Erkenntnisse tber den Beitrag von
verschiedenen Zelltypen (Endothelzellen, Makrophagen und braunen Fettzellen) sowie
Schlusselmolekilen fur die BAT-mediierte Lipoprotein Internalisierung erlangt werden.
AuRerdem sollte die intrazelluldare Lipoprotein-Prozessierung untersucht werden. Im
Folgenden werden die Ergebnisse dieser Arbeit diskutiert, um ein detaillierteres
molekulares Verstandnis der Lipoprotein-Prozessierung innerhalb des braunen

Fettgewebes zu bekommen.

5.1 Die Rolle der Parenchymzellen und Immunzellen fir die TRL
Aufnahme in das braune Fettgewebe

Braunes Fettgewebe nimmt eine zentrale Rolle im postprandialen Lipid- und
Lipoproteinstoffwechel ein, insbesondere, wenn es durch einen Stimulus, wie z.B.
Kalte, aktiviert wurde (Bartelt et al., 2011). Die molekularen Mechanismen der
Lipoprotein-Prozessierung, vor allem von triglyzeridreichen Lipoproteinen (TRL), ist
allerdings noch nicht bekannt. Weiterhin bleibt auch noch zu klaren, welche Rolle die

verschiedenen Zellen des braunen Fettgewebes (Adipozyten, Endothelzellen und
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Makrophagen) fur die TRL-Internalisierung spielen und welche Schlisselmolekile in
welchen Zellen involviert sind. Deshalb wurde zunachst die Aufnahme von TRL,
welche nicht-kovalent mit einem amphiphilen Carbocyanin Farbstoff (DiD) markiert
wurden, in das braune Fettgewebe mittels indirekter Immunfluoreszenz auf Kryo-
Schnitten visualisiert. Die Lokalisation der TRL wurde in warmen (27 °C) und 24 Std
Kalte-exponierten (4 °C) C57BL/6J Wildtyp-Mausen untersucht (Abbildung 4.1).
Wahrend warme Bedingungen zu keiner DID-TRL Aufnahme in das braune
Fettgewebe fihrte (Abbildung 4.1 A), wurde die Aufnahme des DiD Farbstoffes in
UCP1-positive braune Adipozyten schon durch eine 24-stindige Kalteexposition
eindrucksvoll stimuliert (Abbildung 4.1 B). Eine Kolokalisation oder Akkumulation des
DiD Farbstoffes in CD31-positive Endothelzellen konnte hingegen nicht beobachtet
werden. Da das braune Fettgewebe im Gegensatz zu der Leber mit einem
kontinuierlichen Endothel ausgestattet ist, deutet dieses Ergebnis darauf hin, dass das
kontinuierliche Endothel des braunen Fettgewebes entweder voribergehend
permeabel wird oder aber die DiD-TRL, oder zumindest der Farbstoff, transendothelial
transportiert werden. Hierbei scheint schon eine kurzzeitige Kélteexposition zu einer
massiven Aktivierung des braunen Fettgewebes zu fuhren. Normalerweise wird akuter
Kaltestress zunachst mit der Stimulation von Muskelzittern zur Wéarmebildung
assoziiert. Die Aktivierung des braunen Fettgewebes soll erst nach langerer
Kéalteexposition zum Tragen kommen, indem das Muskelzittern durch adaptive
(zitterfreie) Thermogenese ersetzt wird (Jansky, 1973). In der Tat wurde im braunen
Fettgewebe von C57BL/6J Wildtyp-Mausen das Genexpressionsmuster von
metabolisch relevanten Genen schon durch einen 24-stindigen Kaéltereiz verandert
(Abbildung 4.3). Die Expression von Genen, die im braunen Fettgewebe unter
anderem die Aktivitdt und Thermogenese regulieren wie z.B. Ucpl, Pgc1a und Dio2,
wurde durch Kalte induziert (Cannon und Nedergaard, 2004). Auch die Genexpression
von Proteinen, welche lipolytische Prozesse oder den Lipidtransport beeinflussen, wie
Lpl, Gpihbpl, Fabp4, die endotheliale Lipase (Lipg), die lysosomale Lipase (Lipa) und
Cd36 wurde durch Kélteexposition im braunen Fettgewebe hochreguliert (Bartelt et al.,
2011; Carneheim et al., 1984; Davies et al., 2008; Syamsunarno et al., 2014).
Dahingegen wurde die Expression von Adiponektin (Adipoq), welches die
Thermogenese hemmt, herunter reguliert (Qiao et al., 2014). Unter den analysierten
Genen im Gesamtorgan waren auch solche, deren Expression nur mit spezifischen
Zelltypen assoziiert ist. So sollten Lpl oder Adipoq z.B. ausschlie3lich von Adipozyten

exprimiert werden (Maeda et al., 1996; Mead et al.,, 2002). Die Expression von
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Gpihbpl und Lipg hingegen ist eng mit Endothelzellen verbunden (Jaye et al., 1999;
Young et al., 2007). Dieses Ergebnis macht deutlich, dass das braune Fettgewebe
nicht nur aus braunen Adipozyten, sondern auch aus Endothelzellen aufgebaut ist.
AulRerdem beinhaltet das braune Fettgewebe noch Makrophagen. Allerdings ist bislang
wenig Uber die Rolle dieser verschiedenen Zelltypen fir die TRL-Prozessierung
bekannt. Daher wurde im Rahme dieser Arbeit eine Methode etabliert, um
Parenchymzellen und Immunzellen des murinen braunen Fettgewebes getrennt
voneinander zu untersuchen (Abbildung 4.4 A). Die Messung von zellspezifische
Marker fir Makrophagen (Emrl; Abbildung 4.4 B), Endothelzellen (Gpihbpl; Abbildung
4.4 C) und braune Fettzellen (Adipoq und Ucpl; Abbildung 4.4 D, E) verifizierte die
Anreicherung und die Reinheit der jeweiligen Zellfraktion. Wie erwartet, wurde die
Expression von Markern der BAT-Aktivitdt und der Thermogenese wie Ucpl
(Abbildung 4.4 E), Dio2 (Abbildung 4.5 A), Pgc1a (Abbildung 4.5 B) und Lpl (Abbildung
4.6 A) durch Kalte-Exposition primar in braunen Adipozyten stark induziert. Allerdings
konnte auch eine geringe aber signifikante Induktion von Ucpl und Pgcla in
Endothelzellen gemessen werden. Das deutet darauf hin, dass in der
Endothelzellpopulation tatsachlich Zellen residieren, die das Potential haben, in
Adipozyten zu transdifferenzieren (Gupta et al., 2012; Tran et al., 2012). Ein weiterer
Stimulus fur die Aktivierung des braunen Fettgewebes ist der Fibroblast growth factor
21 (FGF21), dessen Expression in braunen Adipozyten durch Kalte stimuliert wird
(Chartoumpekis et al., 2011; Hondares et al., 2011a). Die Wirkung von FGF21 wird
uber die Bindung an den FGF receptor 1 (FGFR1) vermittelt. Die Expression von Fgfrl
wurde nicht durch Kalte induziert und konnte in Makrophagen und Adipozyten, aber
nicht in Endothelzellen, detektiert werden (Abbildung 4.5 C). Allerdings wurde die
Expression von BKlotho (Klb), der Kofaktor fur den FGFR1, durch eine 24-stiindige
Kalteexposition ausschlief3lich in braunen Adipozyten signifikant erhdht (Abbildung 4.5
D). Eine Expression von Klb in Makrophagen und Endothelzellen konnte nicht
beobachtet werden. Da BKlotho essentiell fir die FGF21 Aktivitat ist, scheint FGF21 in
einer autokrinen und parakrinen Weise direkt auf braune Adipozyten wirken zu kdénnen
(Kurosu et al., 2007). Neben den braunen Adipozyten ist die Leber das Hauptsynthese
Organ fur FGF21. Anhand von Studien im Mausmodell, aber auch im Menschen, wird
postuliert, dass insbesondere das endokrine FGF21 fir die Aktivierung des braunen
Fettgewebes und Erhéhung des Energieumsatzes verantwortlich sei (Coskun et al.,
2008; Hanssen et al., 2015; Lee et al., 2014). Da Endothelzellen weder den FGFR
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noch BKlotho aufweisen, bleibt noch zu klaren, wie das endokrine Hormon die
endotheliale Barriere tGberwindet, um die braunen Adipozyten direkt zu stimulieren.

Interessanterweise wurde die Expression von lipolytischen Genen, wie Lipg (Abbildung
4.6 C), Lipa (Abbildung 4.6 D) und Angptl4 (Abbildung 4.6 E) durch Kéalte-Exposition in
erster Linie in Endothelzellen und nicht in braunen Adipozyten induziert. Dartber
hinaus konnte eine wesentliche Expression von Fabp4 (Abbildung 4.6 B) und
Uberraschenderweise auch von Lpl (Abbildung 4.6 A) in Endothelzellen nachgewiesen
werden. Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass Proteine, welche die Lipid- und
Lipoprotein-Prozessierung regulieren, hauptsachlich in Endothelzellen angereichert
sind und durch Kéalteexposition hochreguliert werden, was auf eine zentrale Rolle der
Endothelzellen fur die BAT-mediierte TRL Internalisierung schlieen lasst. Um die
genaue Endothelzell-spezifische Bedeutung dieser lipolytischen Enzyme fir die
Funktion des braunen Fettgewebes zu untersuchen, sind zuklnftig Studien mit
Endothelzell-spezifischen Knockout-Mausen notwendig.

Die Rolle von Makrophagen im braunen Fettgewebe ist ebenfalls noch nicht
ausreichend verstanden. Im weil3en Fettgewebe fiihrt die Entwicklung von Adipositas
hauptséachlich zu der Infiltration von pro-inflammatorischen Makrophagen vom Typ M1
(Weisberg et al., 2003). Diese Makrophagen sezernieren eine Reihe von pro-
inflammatorischen Faktoren wie Interleukin-6 (116), tumor necrosis factor-a (TNF-a) und
monocyte chemotactic protein-1 (MCP1), welche z.B. Insulinresistenz oder
systemische Entziindungen induzieren (Fain et al., 2004; Xu et al., 2003). Dahingegen
wurde kirzlich postuliert, dass im braunen Fettgewebe vorwiegend anti-
inflammatorische Makrophagen vom Typ M2 zu finden sind und diese Gewebs-
spezifischen Immunzellen fir die adaptive Thermogenese eine wichtige Funktion
innehaben (Nguyen et al., 2011). M2 Makrophagen zeichnen sich durch die Expression
von Genen wie z.B. mannose receptor C type 2 (Mrc2) oder Arginase 1 (Argl) aus
(Gordon, 2003). Um die Auswirkung der Aktivierung des braunen Fettgewebes auf die
Rolle von Makrophagen und entziindliche Prozesse zu untersuchen und die
Makrophagen zu charakterisieren, wurde die Expression des pro-inflammatorischen
Markers 116 und des anti-inflammatorischen Markers Argl in Makrophagen,
Endothelzellen und braunen Adipozyten gemessen (Abbildung 4.8). Im Gegensatz zu
der Messung im Gesamtorgan (Abbildung 4.3), konnte in den einzelnen Zellfraktionen
eine Kalte-induzierte Regulation von 116 und Argl beobachtet werden. Dieses Ergebnis

macht weiter deutlich, dass es sinnvoll ist, die unterschiedlichen Zelltypen eines
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Organs gesondert zu untersuchen. Kéalteexposition fihrte in allen Zelltypen zu einer
signifikanten Reduktion der Expression von 116 (Abbildung 4.8 A). Die Expression von
Argl wurde durch Kalteexposition ausschlieBlich in Makrophagen stark induziert
(Abbildung 4.8 B). Die Aktivierung des braunen Fettgewebes scheint eine anti-
inflammatorische Wirkung zu haben und die Polarisation der Makrophagen Zugunsten
eines M2 Typs zu beeinflussen. Die Mechanismen der Aktivierung dieser Makrophagen
durch Kalte st bislang allerdings unverstanden, wobei eine andere
Immunzellpopulation, die 1l4-produzierenden Eosinophile, an der Aktivierung der M2-
Makrophagen eine wichtige Rolle einnehmen (Qiu et al., 2014).

Nachdem die Zelltyp-spezifische Expressionsanalyse metabolisch relevanter Gene
darauf hindeutet, dass die endotheliale Barriere und damit die Endothelzellen eine
wichtige Rolle im Prozess der TRL-Aufnahme in das braune Fettgewebe spielen
konnten, sollte der Mechanismus der TRL-Internalisierung in den verschiedene Zellen
naher bestimmt werden. Daflur wurde die Aufnahme von rekombinanten TRL (rekTRL),
die mit radioaktiven *H-Cholesteryl Hexadecyl Ether und **C-Triolein markiert wurden,
in Makrophagen, Endothelzellen und braune Adipozyten von warmen (27 °C) und
24 Std Kalte-exponierten (4 °C) C57BL/6J Wildtyp-Mausen untersucht (Abbildung
4.10). Die Doppelmarkierung eignet sich hervorragend, um gleichzeitig den Lipoprotein
Partikel (*H) und die hydrolysierten Triglyzeridkomponenten (**C) zu verfolgen
(Abbildung 4.9). 15 min nach der rekTRL-Injektion wurde die héchste Menge an °H-
und **C-Radioaktivitat in aktivierten Endothelzellen gefunden (Abbildung 4.10 A, B).
Wahrend °H-Radioaktivitat nicht in braunen Adipozyten detektiert werden konnte
(Abbildung 4.10 A), war eine signifikant erhéhte Aufnahme von '*C-Radioaktivitét,
Marker fur hydrolysierte Triglyzeridkomponenten, in aktivierten braunen Adipozyten zu
sehen (Abbildung 4.10 B). Mechanistisch zeigt dies, dass gesamte rekTRL Partikel
Uberwiegend von aktivierten Endothelzellen internalisiert werden und nur die
Triglyzeridkomponenten weiter zu den braunen Adipozyten transportiert werden. Des
Weiteren zeigten Kalte-aktivierte Makrophagen eine signifikant erhéhte Aufnahme von
rekTRL. Laut friheren Studien sollten ganze TRL-Partikel allerdings auch in braunen
Adipozyten detektiert werden (Bartelt et al., 2011). Um sicherzustellen, dass sich die
rekTRL wie native TRL verhalten, wurde zusatzlich die Aufnahme radioaktiv-markierter
muriner TRL in Makrophagen, Endothelzellen und braune Adipozyten analysiert
(Abbildung 4.11). Native TRL wurden auch hauptsachlich von aktivierten
Endothelzellen aufgenommen. Im Gegensatz zu den rekTRL wurden native TRL nicht

von kalten Makrophagen aufgenommen. Dafir war eine leicht erhéhte Aufnahme von
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nativen TRL in braune Adipozyten detektierbar. Es ist ebenfalls vorstellbar, dass eine
voribergehende Durchlassigkeit der Endothelbarriere die TRL-Aufnahme in das
braune Fettgewebe erleichtern koénnte. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die
wahrend der TRL-Prozessierung entstanden Produkte der Lipolyse, wie z.B freie
Fettsauren, die Permeabilitdt der Endothelschicht erhéhen (Eiselein et al., 2007,
Rutledge et al., 1997). In dieser Arbeit konnte anhand der Aufnahme von *?°I- Albumin
in das braune Fettgewebe von C57BL/6J Wildtyp-Mausen keine Abnahme der
endothelialen Barrierefunktion nach Kalteexposition beobachtet werden (Abbildung
4.18). Eine 24-stiindige Kalteexposition scheint demzufolge keinen Einfluss auf die
Integritat des Endothels zu haben. Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse,
dass TRL von Kalte-aktivierten Endothelzellen spezifisch aufgenommen und dort
vermutlich in lysosomalen Kompartimenten intrazellular prozessiert werden, damit die
Lipidkomponenten effizient zu den braunen Adipozyten transportiert werden kénnen
(siehe Abschnitt 5.3). Das braune Fettgewebe ist stark mit sympathoadrenergen
Nervenfasern innerviert. Die Aktivierung des braunen Fettgewebes wird Uber [s-
adrenerge Rezeptoren (Bz-AR) primar in braunen Adipozyten vermittelt (Cannon und
Nedergaard, 2004). Wie Endothelzellen durch einen Kaltestimulus aktiviert werden,
bleibt weiterhin fraglich. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass braune Adipozyten die
Umgebungstemperatur sogar direkt messen und dadurch die Thermogenese aktiviert
werden kann (Ye et al, 2013). Um zu klaren, ob diese Eigenschaft auch auf
Endothelzellen zutrifft, kdnnte z.B. die Expression von Kéalterezeptoren, wie transient
receptor potential (TRP) melastatin 8 (TRPM8) oder TRPA1 in den mittels MACS®
Technologie separierten Endothelzellen gemessen werden. Eine weitere Mdglichkeit
fur eine direkte Aktivierung der Endothelzellen wére die Bindung von Faktoren, die das
braune Fettgewebe durch systemische und parakrine Mechanismen unabhéngig von
Bz-AR regulieren, wie z.B. FGF21, natriuretisches Peptid, bone morphogenetic protein
8b, Schilddrisenhormone oder Orexin (Harms und Seale, 2013). In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass der FGFR nicht von Endothelzellen exprimiert wird
(Abbildung 4.5 C), was eine Bindung von FGF21 an Endothelzellen ausschliel3t. Ob die
Rezeptoren der oben genannten Faktoren von Endothelzellen exprimiert und vielleicht
durch Kalte induziert werden, muss noch untersucht werden. Wahrscheinlicher ist
jedoch, dass braune Adipozyten nach Bs-adrenerger Stimulation einen Faktor
sezernieren, der dann parakrin an Endothelzellen bindet und diese aktiviert. Ein
madglicher Kandidat konnte vascular endothelial growth factor B (VEGF-B) sein. VEGF-

B wird von Parenchymzellen synthetisiert und wirkt parakrin auf Endothelzellen. Dort
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wird die Expression von Transportproteinen fir langkettige Fettsauren durch die
Bindung von VEGF-B an den VEGF receptor 1 induziert (Hagberg et al., 2010;
Olofsson et al., 1998). Die Expression von VEGF-B wird in Parenchymzellen unter
anderem durch PGCl1la reguliert (Bostrom et al., 2012). Die Parenchymzellen sind so in
der Lage, die Aufnahme von langkettigen Fettsauren in das Gewebe bereits an der
GefalBwand zu regulieren. Wenn die Nahrstoffaufnahme, insbesondere langkettiger
Fettsduren, in die Gewebszellen am Endothel je nach Energiebedarf durch VEGF-B
reguliert werden kann, wére es auch denkbar, dass VEGF-B die Aufnahme von TRL in
das braune Fettgewebe beeinflussen kann.

Bei einem erhthten Energiebedarf, z.B. wahrend der Kéalte-induzierten Aktivierung des
braunen Fettgewebes, werden nicht nur vermehrt freie Fettsauren, sondern auch
Glukose in das braune Fettgewebe aufgenommen. Der insulinabhéngige
Glukosetransporter 4 (GLUT4) vermittelt im Fettgewebe in erster Linie die
Glukoseaufnahme (James et al., 1994). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
GLUT4 vor allem von braunen Adipozyten exprimiert wird und nicht von Endothelzellen
oder Makrophagen (Abbildung 4.7 A). Da die Glukose nicht mittels GLUT4 die
Endothelschicht passieren kann, kdnnte der insulinunabhdngige Glukosetransporter 1
eventuell fir den Glukosetransport verantwortlich sein. Die Expression von GLUT4
wurde in braunen Adipozyten durch Kélteexposition signifikant erhdht, was fir eine
erhohte Glukoseaufnahme spricht. Eine erhohte Glukoseaufnahme flhrt im
Fettgewebe normalerweise zu der Aktivierung des Transkriptionsfaktors carbohydrate
response element binding protein B (ChREBPB) (Herman et al.,, 2012). Zwar war
ChREBPB vorwiegend in braunen Adipozyten und nicht in Endothelzellen oder
Makrophagen zu finden, allerdings wurde die Expression nicht durch eine 24-stiindige
Kéalteexposition induziert (Abbildung 4.7 B). Das deutet darauf hin, dass die
aufgenommene Glukose sofort zur Energiegewinnung verstoffwechselt wird und unter
diesen Bedingungen nicht fiir die Lipogenese zur Energiespeicherung benutzt wird.
Wahrend Endothelzellen ein Hauptregulator des Lipid- und Lipoproteinstoffwechsels zu
sein scheinen, deuten die Expressionsdaten darauf hin, dass sie in der Regulation des

insulinabh&ngigen Glukosestoffwechsels nur eine untergeordnete Funktion einnehmen.

5.2 Bedeutung von CD36 und Caveolin-1 fir die TRL Aufnahme im
braunen Fettgewebe

Bartelt et al. (2011) haben gezeigt, dass CD36 die Aufnahme von TRL Partikeln in das
braune Fettgewebe vermittelt. Obwohl es bekannt ist, dass CD36 von verschiedenen

Zelltypen, die im Fettgewebe vorkommen, exprimiert wird — insbesondere von
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Adipozyten (Abumrad et al., 1993), Makrophagen (Huh et al, 1996) und
mikrovaskularen Endothelzellen (Swerlick et al., 1992) — ist wenig tber den Beitrag der
verschiedenen Subtypen zu der TRL-Prozessierung im braunen Fettgewebe bekannt.
Caveolin-1 (Cavl) wird auch von vielen Zellen und Organen exprimiert, insbesondere
von Endothelzellen und Adipozyten (Williams und Lisanti, 2004). Aul3erdem ist Cavl
als Strukturprotein der Caveolae fir die Lokalisation und Funktion von CD36 an der
Plasmamembran erforderlich (Ring et al., 2006). Die CD36-vermittelte Aufnahme von
langkettigen Fettsauren in Adipozyten erfordert die Anwesenheit von Caveolae (Pohl et
al., 2005). DarlUber hinaus wird postuliert, dass Caveolae metabolische Plattformen
bilden, in denen GPIHBP1 und CD36 lokalisiert sind (Ortegren et al., 2007; Williams,
2008; Williams und Fisher, 2011). Bartelt et al. (2011) haben die lokale Aktivitat von
LPL, eventuell gebunden an GPIHBP1, und CD36 als essentiell fir die TRL-Aufnahme
in das braune Fettgewebe identifiziert. Um zu untersuchen, ob eine CD36- bzw.
Caveolae-vermittelte Internalisierung der TRL ein potentieller Mechanismus ist, wurde
die Aufnahme von DiD-markierten TRL in K&lte-exponierten Cd36” und Cavl”
Mausen untersucht (Abbildung 4.2). Im Gegensatz zum Wild-Typ (Abbildung 4.1 B),
konnte im braunen Fettgewebe von Cd36” Mausen (Abbildung 4.2 A) und Cavl”
Mé&usen (Abbildung 4.2 B) weder eine Aufnahme der DiD-TRL in UCP1-positive braune
Adipozyten noch eine Akkumulation des Lipoprotein-gebundenen Farbstoffes innerhalb
von CD31-positiven Endothelzellen detektiert werden. Das deutet darauf hin, dass
durch das Fehlen von CD36 und Cavl die TRL-Aufnahme in das braune Fettgewebe
zu einem sehr friihen Stadium, néamlich schon an der Gefaf3wand, blockiert wird. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die endotheliale Barriere und damit die Endothelzellen des
braunen Fettgewebes eine wichtige Rolle im Prozess der TRL-Internalisierung spielen.
Tatséchlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Cd36 hauptsachlich von
Endothelzellen exprimiert und dort durch Kalteexposition induziert wurde, jedoch nicht
in braunen Adipozyten (Abbildung 4.12 A). Damit lbereinstimmend konnten héhere
Proteinmengen von CD36 an der Iluminalen Oberfliche von Kalte-aktivierten
Endothelzellen gefunden werden im Vergleich zu warmen Endothelzellen (Abbildung
412 B). Zwar konnte die stérkste Expression von Cavl auch in Endothelzellen
gemessen werden, aber eine Regulation durch die Aktivierung des braunen
Fettgewebes konnte nicht beobachtet werden (Abbildung 4.15).

Da die Expression von Cd36 Kalte-induziert ausschliellich in Endothelzellen
hochreguliert wurde (Abbildung 4.12 A), hohere Proteinmengen von CD36 an der

luminalen Oberflache von Endothelzellen nach Kalteexposition gefunden werden
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konnte (Abbildung 4.12 B) und die Aufnahme von DIiD-TRL in das braune Fettgewebe
von Cd36” und Cavl”Mé&usen beeintrachtig war (Abbildung 4.2), spielen CD36 und
Cavl im Endothel eine zentrale Rolle bei der TRL-Aufnahme in das braune
Fettgewebe. Um den quantitativen Beitrag dieser Proteine zu bestimmen, wurde die
Aufnahme von rekombinanten TRL (rekTRL), die mit radioaktiven *H-Cholesteryl
Hexadecyl Ether und **C-Triolein markiert wurden, in Makrophagen, Endothelzellen
und braune Adipozyten von warmen (27 °C) und 24 Std Kalte-exponierten (4 °C) Cd36
" und Cavl” Mausen untersucht. Tatsachlich konnten Cd36” Endothelzellen die
Aufnahme von rekTRL nach 24-stindiger Kalteexposition verglichen mit Wild-Typ
Endothelzellen nicht erhéhen (Abbildung 4.13). Die Aufnahme von °H-Cholesteryl
Hexadecyl Ether und *C-Triolein blieb auf dem gleichen Niveau wie unter warmen
Bedingungen. Damit ibereinstimmend zeigten Cd36™ Mause eine signifikant geringere
Aufnahme von der *H-Radioaktivitat und **C-Radioaktivitat in das braune Fettgewebe
im Vergleich zu Wild-Typ Mausen (Abbildung 4.14 A, C). Wie erwartet, wurde in Wild-
Typ Mausen durch die Aktivierung des braunen Fettgewebes die TRL Aufnahme von
der Leber hin zum braunen Fettgewebe verschoben. Dass in Kalte-exponierten Cd36"
Méausen die TRL Aufnahme in die Leber gleich dem Wild-Typ, aber die Aufnahme der
TRL in das braune Fettgewebe, nicht erhéht war, deutet darauf hin, dass die TRL
langer im Blut zirkulieren, wenn CD36 fehlt. Dieses Ergebnis war im Einklang mit
erhéhten Plasmawerten von *H-Cholesteryl Hexadecyl Ether und **C-Triolein in Kélte-
exponierte Cd36” Mausen (Abbildung 4.14 B, D). Interessanterweise war die
Aufnahme des TRL-Partikels (°*H) und des Fettsaure Label (**C) in Cd36™ inguinales
weil3es Fettgewebe signifikant reduziert. Da klassische Laborbedingungen schon einen
milden Kaltereiz darstellen, tritt schon eine basale Rekrutierung und Aktivierung von
beigen Adipozyten innerhalb des inguinalen wei3en Fettgewebes auf (Harms und
Seale, 2013). Eine geringere Internalisierung von TRL in das inguinale weiRe
Fettgewebe von Cd36™ Mausen lasst vermuten, dass CD36 auch eine Rolle bei der
TRL-Prozessierung in beigem Fettgewebe spielt.

Wenn auch nicht in demselben Umfang wie Cd36™7 Endothelzellen, wiesen Kalte-
aktivierte Endothelzellen von Cavl™ Mause auch eine geringere Aufnahme von rekTRL
im Vergleich zu Wild-Typ Endothelzellen auf (Abbildung 4.16). Uberraschenderweise
konnte kein Unterschied bezlglich der Organaufnahme weder im braunen Fettgewebe
noch im inguinalen weil3en Fettgewebe (Abbildung 4.17 A, C) oder der Plasmawerte
(Abbildung 4.17 B, D) von *H-Cholesteryl Hexadecyl Ether und **C-Triolein zwischen

den Genotypen festgestellt werden. Diese Beobachtung kdnnte durch eine erhdhte
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Durchlassigkeit des mikrovaskuliaren Endothels erklart werden. Cavl” Méause zeigen
eine héhere Aufnahme von '*°I-Albumin, was einen geeigneten Marker fiir Endothel-
Durchlassigkeit darstellt, in Stoffwechsel-aktive Organe, wie Muskel, inguinales weil3es
Fettgewebe und verschiedene Depots des braunen Fettgewebes (Abbildung 4.18 A).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass CD36 im Endothel und weniger Cavl
ein entscheidender Modulator fir die TRL-Prozessierung in braunem und
moglicherweise auch beigem Fettgewebe ist. Dennoch bleibt aufzuklaren, ob CD36 auf
Endothelzellen als alleiniger Rezeptor der TRL-Endozytose fungiert oder lediglich fur
die TRL-Bindung essentiell ist. Bislang konnte gezeigt werden, dass CD36 ein
Rezeptor nicht nur fir oxidiertes LDL, sondern auch die native Lipoproteine, wie HDL,
LDL und VLDL ist (Calvo et al., 1998; Endemann et al., 1993). Allerdings deuten
neuere Befunde darauf hin, dass die Lipoprotein-Bindung an CD36 von der vorherigen
Bindung freier Fettsauren abhéngig ist (Jay et al., 2015). In dieser aktuellen Studie
konnte gezeigt werden, dass die Bindung freier Fettsduren eine
Konformationsanderung im Rezeptor bewirkt, die zu einer erhéhten Affinitat gegeniber
Lipoproteinen fihrt, Darlber hinaus sollen CD36 und GPIHBP1 in Caveolae zentriert
sein und so in raumliche Nahe gebracht werden (Ortegren et al., 2007; Williams, 2008;
Williams und Fisher, 2011). GPIHBP1 transportiert LPL aus dem Interstitium des
braunen Fettgewebes zu der luminalen Seite des Endothels und bildet eine wichtige
Plattform fur die LPL-vermittelte TRL-Prozessierung (Davies et al., 2012; Goulbourne
et al., 2014; Young et al., 2007). Postprandiale TRL kénnten also zunachst an den
LPL-GPIHBP1 Komplex binden, an dem die LPL-vermittelte Lipolyse erfolgt. Die
entstandenen freien Fettsduren konnten dann an CD36 binden, was zu einer
Konformationsanderung von CD36 fuhrt und somit den Rezeptor fir die TRL-Bindung
zuganglich macht. Dies konnte auch die molekulare Verbindung sein, warum die TRL-
Internalisierung in das braune Fettgewebe einerseits von der lokalen Aktivitat der LPL
und andererseits von der Anwesenheit von CD36 abhéngig ist. Ob die TRL an CD36
gebunden autonom endozytiert werden oder zusammen mit dem LPL-GPIHBP1
Komplex transportiert werden, muss in weiteren Studien mit kombinierten, Zelltyp-
spezifischen Knockout-Modellen untersucht werden. Allerdings wird der LPL-GPIHBP1
Komplex unabhangig von Cavl transportiert (Davies et al., 2012). Auch in dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von Caveolae wahrscheinlich eine
untergeordnete Rolle fur die BAT-vermittelte TRL Aufnahme einnimmt. Vielmehr
scheint Cavl einen essentiellen Beitrag zu der Integritdt der endothelialen Barriere

beizusteuern. Die Phosphorylierung am Tyrosin®* von Cavl stért endotheliale
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Adhasions-Verbindungen und verringert somit die Barriere-Funktion des Endothels
(Kronstein et al.,, 2012). Der molekulare Mechanismus, der zu einer erhthten
Permeabilitat des Endothels fuhrt, konnte demnach intrazellular tber Cavl reguliert
sein. Weiterhin kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden, dass ein anderer, evtl.
bislang unbekannter, Rezeptor an der endothelialen TRL-Aufnahme beteiligt ist. Die
Beteiligung des LDL Rezeptors und LRP1 konnte zwar bislang ausgeschlossen werden
(Bartelt et al., 2011), allerdings wurde der im Fett-, Herz- und Muskelgewebe
hochexprimierte VLDL-Rezeptor (VLDLR) in diesem Zusammenhang bislang allerdings
noch nicht untersucht. Der VLDLR nimmt eine wichtige Rolle im TRL Metabolismus ein,
jedoch ist der vollstandige Mechanismus noch nicht génzlich verstanden (Nimpf und
Schneider, 2000). Um zu untersuchen, ob der VLDLR an der Aufnahme von TRL in
Endothelzellen beteiligt ist, kdnnte zunachst z.B. die Aufnahme von rekTRL in
Makrophagen, Endothelzellen und braune Adipozyten von VLDLR” Mausen verfolgt

werden.

5.3 Die intrazellulare Lipoprotein-Prozessierung in Endothelzellen des
aktivierten braunen Fettgewebes

In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass TRL spezifisch von Kalte-
aktivierten Endothelzellen aufgenommen werden und dort wahrscheinlich intrazellular
verarbeitet werden. So kdénnen Lipidkomponenten effizient bereitgestellt werden, um
braunen Adipozyten mit Kraftstoffen fir die Thermogenese zu versorgen. Um nun die
Aufnahmekinetik unter der Einbeziehung der verschiedenen Zelltypen des braunen
Fettgewebes zu untersuchen, wurden 24 Std Kalte-exponierte C57BL/6J Wildtyp-
Mé&use intravends mit rekTRL, welche radioaktiv mit *H-Cholesteryl Hexadecyl Ether
und *C-Triolein markiert wurden, injiziert. Nach 15 min bzw. 60 min wurde das braune
Fettgewebe gesammelt. Anschlielend wurden Makrophagen, Endothelzellen und
braune Adipozyten separiert und die Radioaktivitdt in den jeweiligen Zelltypen
bestimmt (Abbildung 4.19). Wie bereits gezeigt, wurden die TRL 15 min nach der
Injektion hauptséachlich von Kalte-aktivierten Endothelzellen aufgenommen und die
Lipidkomponenten zu braunen Adipozyten transportiert. 60 min nach der Injektion der
rekTRL verringerte sich die Detektion der 3H-Radioaktivitat, was dem TRL-Partikel
entspricht, in aktivierten Endothelzellen drastisch (Abbildung 4.19 A). Gleichzeitig
konnte eine vermehrte Aufnahme von °H-Cholesteryl Hexadecyl Ether in der Leber
gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Die Aufnahme der '*C-Radioaktivitat, das
Label fur die Lipidkomponenten, in braunen Adipozyten war nach 15 min und 60 min

vergleichbar (Abbildung 4.19 B). Diese Daten bestédtigen die Vermutung, dass die
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endozytierten TRL intrazellular prozessiert werden und so ein hoher Umsatz an freien
Fettsduren ermoglicht wird. Das ist einerseits unverzichtbar fiur die Aktivitat der
braunen Adipozyten und andererseits wichtig fir die Versorgung der Endothelzellen.
Ein denkbarer Grund fur die Aufnahme ganzer TRL-Partikel in Endothelzellen kénnte
darin liegen, dass Kalteexposition, wie bereits gezeigt, zu einem extrem hohen
Stoffwechselumsatz in Endothelzellen fiihrt, was eine hohe Plasmamembran-
umbaurate zur Folge haben kdnnte. Die Plasmamembran ist ein elastischer Bilayer,
dessen Fluiditat z.B. durch lipid rafts reguliert werden kann. Endothelzellen missten
demnach neben den Lipolyse-Produkten der Triglyzeride energetisch effizient mit einer
ausreichenden Menge von alternativen Lipiden wie Phospholipiden und
Cholesterinestern versorgt werden. Ein Hinweis fur diese Hypothese ist die Kalte-
induzierte Genexpression der endothelialen Lipase (Abbildung 4.6 C) und lysosomalen
saure Lipase (Abbildung 4.6 D) in Endothelzellen. Beide Lipasen weisen jeweils primar
eine Phospholipase- und Cholesterinesterase-Aktivitdit auf (Choi et al., 2002).
Aktiviertes braunes Fettgewebe kann die Fettsduren von Lipoprotein-assoziierten
Phospholipiden verwenden, wie es bereits in LPL-defizienten Mausen gezeigt werden
konnte (Kratky et al., 2005). Aul3erdem haben in vitro Studien gezeigt, dass die
endotheliale Lipase die Bindung und Partikelaufnahme von Lipoproteinen erleichtert
(Strauss et al., 2002). Darlber hinaus scheinen die Kohlenstoffe der Fettsauren in
Endothelzellen essentiell fur die de novo Nukleotidsynthese zur DNA-Replikation und
somit unersetzlich fir die DNA-Synthese und Zellproliferation zu sein.

Intrazellulér stellen die Lysosomen das Hauptorganell zum Abbau von zellfremden
aber auch zelleigenen Makromolekulen dar. Der Verdau erfolgt mittels der in den
Lysosomen enthaltenen Enzyme. Die Expression der lysosomalen Lipase wurde durch
Kalte-Exposition am eindrucksvollsten in Endothelzellen induziert (Abbildung 4.6 D).
Das lasst vermuten, dass die Prozessierung der TRL im lysosomalen Kompartiment
der Endothelzellen stattfindet. Um die mdgliche lysosomale Prozessierung im Endothel
zu untersuchen, sollte die subzellulare Lokalisation von TRL in aktiviertem braunem
Fettgewebe mittels indirekter Immunfluoreszenz dargestellt werden. Wie erwartet,
konnte eine Kolokalisation der TRL mit GPIHBP1, das heil3t mit dem Endothel,
detektiert werden (Abbildung 4.20). Des Weiteren konnte eine Kolokalisation von der
TRL mit dem Lysosomen Marker LAMP2 detektiert werden (Abbildung 4.21). Da das
Expressionsmuster von GPIHBP1 und LAMP2 sich stark &hneln, ist davon
auszugehen, dass die detektierten Lysosomen in Endothelzellen lokalisiert sind. Somit

konnte eine terminale Lokalisation der TRL in endothelialen Lysosomen bewiesen
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werden. Um diese Ergebnis zu verifizieren und die Rolle der lysosomalen Lipase im
Endothel ndher zu untersuchen, mussen die Aufnahme-Studien mit Fluoreszenz-
markierten aber auch mit radioaktiv-markierten TRL in einem Mausmodell wiederholt
werden, welches eine Endothel-spezifische Defizienz der lysosmalen Lipase aufweist.

In Abbildung 5.1 sind die, in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse, graphisch
dargestellt. Zusammenfassend ergibt sich ein neuer, alternativer molekularer
Mechanismus des transendothelialen Lipoproteintransports, der durch die endotheliale

Expression von CD36 und Caveolin-1 im braunen Fettgewebe vermittelt wird.
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Abbildung 5.1: Molekulare Mechanismen der Lipoprotein Aufnahme in das braune
Fettgewebe

Ein potentieller Mechanismus der Aufnahme von triglyzeridreichen Lipoproteinen (TRL) in das
braune Fettgewebe ist eine CD36-vermittelte Internalisierung und anschlieBende lysosomale
Prozessierung im Endothel. Die hydrolysierten freien Fettsauren (FFS) kénnen anschlieRend
von braunen Adipozyten aufgenommen werden. Caveolin-1 scheint eine wichtige Rolle fir die
Integritat der endothelialen Barriere zu spielen. Detailliertere Erlauterungen zu den mdéglichen
molekularen Mechanismen sind im Text zu finden. GPIHBP1: Glycosylphosphatidylinositol-
anchored (GPI-anchored) HDL-binding protein 1; LAL: Lysosomal Acid Lipase; LPL: Lipoprotein
Lipase.
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6 Zusammenfassung

Braunes Fettgewebe (BAT) ist ein stoffwechselaktives Organ, welches in der Lage ist,
den Abbau von Lipoproteinpartikel maRgeblich zu beeinflussen. Aktiviertes braunes
Fettgewebe reguliert durch die Internalisierung von triglyzeridreichen Lipoproteinen
(TRL) dabei die Konzentration der Triglyzeride im Blutplasma. Bislang konnte gezeigt
werden, dass die TRL-Aufnahme stark von der lokalen Aktivitat der Lipoprotein Lipase
und dem Fettséduretransporter CD36 abhangt. Es wird diskutiert, ob weitere Proteine
wie Caveolin-1 (Cavl) bei diesem Prozess involviert sein kdnnten. Allerdings war der
molekulare Mechanismus der TRL-Aufnahme in das braune Fettgewebe zu Beginn der
vorliegenden Doktorarbeit noch nicht bekannt. In dieser Arbeit konnten Erkenntnisse
Uber den Beitrag von verschiedenen Zelltypen (Endothelzellen, Makrophagen und
braunen Fettzellen) sowie Schlisselmolekiilen fir die BAT-vermittelte Lipoprotein-
Internalisierung erlangt werden. Auf3erdem konnten Einblicke in die intrazellulare
Lipoprotein-Prozessierung gegeben werden.

Durch die Visualisierung der TRL-Aufnahme mit Fluoreszenz-markierten
postprandialen Lipoproteinen konnte gezeigt werden, dass ganze TRL-Partikel nach
kurzfristiger Kalteexposition von dem braunen Fettgewebe internalisiert wurden.
Interessanterweise wurde die Expression von Proteinen, welche die Lipid- und
Lipoprotein-Prozessierung regulieren, vorwiegend in Endothelzellen des aktivierten
braunen Fettgewebes induziert. Kalteexposition induzierte u.a. die Expression von
Cd36 nur in Endothelzellen, wahrend die Expression von Cd36 in braunen Adipozyten
nicht verandert wurde. Die Expression von Cavl hingegen war nicht verdndert.
Mechanistisch konnte gezeigt werden, dass ganze TRL-Partikel hauptsachlich von
Kalte-aktivierten Endothelzellen internalisiert wurden, wahrend die hydrolysierten
Triglyzerid-Komponenten der TRL zu braunen Adipozyten transportiert wurden. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass dieser Prozess bei Mausen mit CD36-
Defizienz stark beeintrachtigt ist. Eine Defizienz fir Cavl hatte allerdings einen
geringeren Einfluss auf die endotheliale TRL-Internalisierung. Des Weiteren konnte
durch Kolokalisationsstudien der TRL mit dem lysosomalen Kompartiment gezeigt
werden, dass TRL in Endothelzellen in die Lysosomen transportiert werden. Darliber
hinaus hat die Aktivierung des braunen Fettgewebes eine anti-inflammatorische
Wirkung und beeinflusst die Polarisation der Makrophagen zugunsten eines M2 Typs.

AbschlieRend konnte gezeigt werden, dass Endothelzellen im braunen Fettgewebe
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eine Schlusselrolle bei der Endozytose der TRL-Partikel spielen, wobei dieser Prozess
mafgeblich durch CD36 vermittelt wird. Cavl ist dabei ein wichtiger Faktor fir die
Integritat der endothelialen Barriere. Durch die effiziente intrazellulare Prozessierung
der TRL in den Lysosomen der Endothelzellen kdonnen die braunen Adipozyten
ausreichend mit Kraftstoff fur die Thermogenese versorgt werden.

6.1 Summary

Brown adipose tissue (BAT) is a powerful organ that influence lipoprotein metabolism
decisively. Activated brown adipose tissue controls plasma triglyceride levels through
mechanisms involving lipoprotein internalization into BAT. The master regulator of
vascular TRL processing, lipoprotein lipase (LPL) was crucial for lipoprotein entry into
BAT. In addition, the presence of the fatty acid transporter CD36 facilitated TRL patrticle
internalization into BAT. Other proteins like caveolin-1 (Cavl) may also be implicated in
this process. However, the molecular mechanisms underlying lipoprotein trafficking into
BAT are unclear. Here, the contribution of endothelial cells, macrophages and brown
adipocytes to BAT-mediated lipoprotein processing were elucidated, key molecules
involved in the internalization were delineated and insights into the intracellular
lipoprotein processing machinery were given. Tracking the entire route of lipoproteins
with fluorescently labeled postprandial lipoproteins in mice could demonstrate that
entire lipoprotein particles were internalized into brown adipose tissue. Interestingly,
the expression of proteins known to regulate lipoprotein clearance was induced
primarily in endothelial cells of cold-activated BAT. Cold exposure induced among
others the expression of fatty acid transporter Cd36 only in BAT endothelial cells, while
expression of Cd36 in brown adipocytes was not altered. Expression of Cavl was not
altered. Mechanistically, whole TRL particles were predominantly taken up by activated
BAT endothelial cells, while triglyceride-derived fatty acids were massively shuttled into
brown adipocytes. This process was abolished in mice lacking CD36. However, the
deficiency for Cavl had minor influence on endothelial TRL uptake. Co-Localization of
TRL with the lysosomal compartment indicates lysosomal processing for efficient lipid
transfer to brown adipocytes. In addition, BAT activation has an anti-inflammatory
effect and affects the polarization of macrophages in favour of the M2 phenotype. In
conclusion, it was demonstrated that endothelial cells play a key role in TRL particle
internalization into BAT in a CD36-dependent manner. Cavl is an important factor for

die integrity of the endothelial barrier. The efficient intracellular processing of TRL
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within lysosomes of endothelial cells provides sufficient fuels for brown adipocyte
thermogenesis.
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9 Anhang

9.1 Abklrzungsverzeichnis
Neben den hier aufgefiihrten Abkirzungen wurden die gangigen chemischen Formeln

und SI-Einheiten verwendet.

°C Grad Celsius

AC Adenylatzyklase

Adipoqg Adiponektin

ANGPTL Angiopoietin-like protein

Apo Apolipoprotein

Argl Arginase 1

ATF2 Activating transcription factor 2

ATGL Adipose triglyceride lipase

ATP Adenosintriphosphat

BAT Brown adipose tissue

BMI body mass index

BMP7 Bone morphogenic protein 7

BSA bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

CAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat

Cavl Caveolin-1

CD11b Cluster of differentiation 11b

CD31 Cluster of differentiation 31

CD36 Cluster of differentiation 36

CGI-58 Comparative gene identification-58

ChREBP Carbohydrate response element binding protein
CRE CAMP response element

CREB CAMP response element-binding protein
DAPI 4’,6-Diamidino-2-phenylindole Dihydrochlorid
DIiD 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’ Tetramethylindodicarbocyanin
DIO2 Type 2 iodothyronine deiodinase

dpm disintegrations per minute

EC Endothelzelle

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EL endotheliale Lipase

Emrl EGF-like module-containing mucin-like hormone receptor-like 1

et al. et alii (lat.: und andere)
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FABP
FAT
FATP
FFS
FGF21
FGFR1
Gof.
GLUT4
GPIHBP1
HDL
HSL
HSPG
IDL

IF

114

116
LAL
LAMP2
LDL
LDLR
Lipa
Lipg
LPL
LRP1
MAPK
MCP1
min
Mrc2
Myf5
Pax7
PBS
PCR
PET
PFA
PGC1a
PKA
PLIN
PPAR
PPRE

Fatty acid binding protein

Fatty acid translocase

Fatty acid transporter protein
Freie Fettsduren

Fibroblast growth factor 21

FGF receptor 1

gegebenenfalls
Glukosetransporter 4
Glycosylphosphatidylinositol-anchored HDL-binding protein 1
High Density Lipoprotein
hormonsensitive Lipase
Heparansulfat-Proteoglykan
Intermediate Density Lipoprotein
Immunfluoreszenz

Interleukin 4

Interleukin 6

Lysosomal acid lipase
Lysosome-associated membrane protein 2
Low Density Lipoprotein
LDL-Rezeptor

Lipase A, Lysosomal acid lipase
Endothelial lipase

Lipoprotein Lipase

LDLR-related protein 1
mitogen-activated protein kinases
Monocyte chemotactic protein-1
Minute

Mannose receptor C type 2
Myogenic factor 5

Paired box 7

Phosphate buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion
Positron Emission Tomographie
Paraformaldehyd

PPAR-y coactivator1-a
Proteinkinase A

Perilipin

Peroxisome proliferator-activated receptor
PPAR response element
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PRDM16
RT

sek

Std

T3

Ta

thp

Tg
TNF-a
TRL
TRPM8
u.a.
UCP1
VEGF-B
VLDL
WAT
WB

WT

z.B.

Bs-AR

PR domain containing 16
Raumtemperatur

Sekunde

Stunde

Trijodthyronin

Thyroxin

TATA-box binding protein
transgen

Tumor necrosis factor-a
Triglyzeridreiches Lipoprotein
Transient receptor potential (TRP) melastatin 8
unter anderem

Uncoupling protein-1

Vascular endothelial growth factor B
Very Low Density Lipoprotein

White adipose tissue

Western Blot
Wild-Typ
Zum Beispiel
anti

Bs-adrenerge Rezeptoren

9.2 Auflistung der verwendeten Gefahrenstoffe nach GHS

Substanz GHS- H-Satze P-Satze
Hinweis

Acepromazin GHSO07 (Xi) 302-312-332 280

Chloroform GHSO06 (T) 351-361d-331-302- 302+P352-314
GHSO08 (Xn)  372-319-315

Dispase GHSO07 (Xi), 315-319-334 305+351+338-337+313-
GHSO08 (Xn) 332+313-261-304+341-

285

EDTA GHSO07 (Xi) 319 305+351+338

Ethanol GHSO02 (F) 225 210

Kaliumbromid GHSO07 (Xi) 315-319-335 261-305+351+338

Ketamin GHSO07 (Xi) 302-315-319-335 261-305+351+338

Kollagenase GHSO07 (Xi) 315-319-334-335 261-305+351+338-
GHS08 (Xn) 342+311

Methanol GHSO02 (F) 225-331-311-301-370 210-233-280-302+352
GHSO06 (T)
GHSO08 (Xn)

Paraformaldehyd GHSO05 (C) 228-302-332-351- 281-302+352-

GHS06 (T)

335-315-319-317

305+351+338-308+313-
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GHSO08 (Xn) 304+340
Proteinase K GHSO07 (Xi) 315-319-334-335 261-305+351+338-
GHSO08 (Xn) 342+311
Rompun GHSO06 (T) 301 301+310
Salzsaure GHSO05 (C) 314-335-290 234-260-305+351+338-
GHSO07 (Xi) 303+361+353-304+340-
309+311-501
SDS GHSO02 (F) 228-302-332-315-318 210-261-373-280-
GHSO05 (C) -335-413 305+351+338
GHSO07 (Xi)
Triton X-100 GHSO05 (C) 302-318 262-280-305+351+338-
GHSO07 (Xi) 313
TRIzol GHSO05 (C) 314-341-373-412- 301+312-304+340-310-
GHSO07 (Xi) 302-312-332-335 301+330+331-
GHSO08 (Xn) 303+361+353-
305+351+338-308+313-
273-280

Gefahrenhinweise (H-Satze):

H-Satze

H225 Flussigkeit und Dampf leicht entziindbar.

H228 Entziindbarer Feststoff.

H290 Kann gegeniber Metallen korrosiv sein.

H301 Giftig bei Verschlucken.

H302 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.

H304 Kann bei Verschlucken und Eindringen in die Atemwege tddlich sein.

H310 Lebensgefahr bei Hautkontakt.

H311 Giftig bei Hautkontaki.

H312 Gesundheitsschadlich bei Hautkontaki.

H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden.

H315 Verursacht Hautreizungen.

H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

H318 Verursacht schwere Augenschaden.

H319 Verursacht schwere Augenreizung.

H330 Lebensgefahr bei Einatmen.

H331 Giftig bei Einatmen.

H332 Gesundheitsschadlich bei Einatmen.

H334 Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder
Atembeschwerden verursachen.

H335 Kann die Atemwege reizen.

H340 Kann genetische Defekte verursachen (Expositionsweg angeben, sofern
schlissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen
Expositionsweg besteht).

H341 Kann vermutlich genetische Defekte verursachen (Expositionsweg
angeben, sofern schlissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem
anderen Expositionsweg besteht).

H350 Kann Krebs erzeugen (Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt
ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

H351 Kann vermutlich Krebs erzeugen (Expositionsweg angeben, sofern
schlissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen
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Expositionsweg besteht).

H361

Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintréchtigen oder das Kind im
Mutterleib schadigen (konkrete Wirkung angeben, sofern bekannt)
(Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt ist, dass die Gefahr bei
keinem anderen Expositionsweg besteht)

H361 d

Kann vermutlich das Kind im Mutterleib schadigen.

H370

Schadigt die Organe (oder alle betroffenen Organe nennen, sofern
bekannt) (Expositionsweg angeben, sofern schlissig belegt ist, dass
diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

H372

Schadigt die Organe (alle betroffenen Organe nennen) bei langerer oder
wiederholter Exposition (Expositionsweg angeben, wenn schlissig belegt
ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

H373

Kann die Organe schadigen (alle betroffenen Organe nennen, sofern
bekannt) bei langerer oder wiederholter Exposition (Expositionsweg
angeben, wenn schlissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem
anderen Expositionsweg besteht).

H412

Schadlich fir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

H413

Kann fir Wasserorganismen schadlich sein, mit langfristiger Wirkung.

Sicherheitshinweise (P-Satze):

P-Satze

P210 Von Hitze / Funken / offener Flamme / heiRen Oberflachen fernhalten
nicht rauchen.

P233 Behalter dicht verschlossen halten.

P234 Nur im Originalbehalter aufbewahren.

P260 Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol nicht einatmen.

P261 Einatmen von Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol vermeiden.

P262 Nicht in die Augen, auf die Haut oder auf die Kleidung gelangen lassen.

P273 Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P280 Schutzhandschuhe / Schutzkleidung / Augenschutz / Gesichtsschutz
tragen.

P281 Vorgeschriebene personliche Schutzausristung verwenden

P285 Bei unzureichender Bellftung Atemschutz tragen.

P301 Bei Verschlucken:

P302 Bei Berihrung mit der Haut:

P303 Bei Berihrung mit der Haut (oder dem Haar):

P304 Bei Einatmen:

P305 Bei Kontakt mit den Augen:

P306 Bei Exposition oder falls betroffen:

P307 Bei Exposition oder Unwohlsein:

P308 Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

P309 Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

P310 Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

P311 Bei Verschlucken:

P312 Bei Unwohlsein GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen.

P313 Arztlichen Rat einholen / arztliche Hilfe hinzuziehen.

P314 Bei Unwohlsein arztlichen Rat einholen / arztliche Hilfe hinzuziehen.

P320 Besondere Behandlung dringend erforderlich (siehe ... auf diesem
Kennzeichnungsetikett).

P330 Mund ausspulen.
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P331 KEIN Erbrechen herbeifiihren.

P332 Bei Hautreizung:

P337 Bei anhaltender Augenreizung:

P338 Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Mdglichkeit entfernen weiter
ausspulen.

P340 Die betroffene Person an die frische Luft bringen und in einer Position
ruhigstellen, die das Atmen erleichtert.

P341 Bei Atembeschwerden an die frische Luft bringen und in einer Position
ruhigstellen, die das Atmen erleichtert.

P342 Bei Symptomen der Atemwege:

P351 Einige Minuten lang behutsam mit Wasser ausspuilen.

P352 Mit viel Wasser und Seife waschen.

P353 Haut mit Wasser abwaschen / duschen.

P361 Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen.

P373 KEINE Brandbekampfung, wenn das Feuer explosive Stoffe / Gemische /
Erzeugnisse erreicht.

P405 Unter Verschluss aufbewahren.

P501 Entsorgung des Inhalts/des Behalters gemal den

ortlichen/regionalen/natio-nalen/internationalen Vorschriften.

Gefahrensymbole

F leichtentztindlich

T giftig

Xn gesundheitsschadlich
Xi reizend

C atzend
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