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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Metabolisches Syndrom und Adipositas

1.1.1 Das Metabolische Syndrom

1923 wurde durch den Schweden Kylin die Trias aus Hypertonie, Hyperurikamie und
Hyperglykamie beschrieben und damit erstmals die Existenz eines Syndroms aus
heterogenen Stoffwechselkrankheiten und Hypertonie postuliert [1]. Beschreibungen
gehen jedoch bereits bis ins 17. Jahrhundert zurlck. Der Franzose Camus fasste den
Symptomkomplex aus Gicht, Diabetes und Hyperlipidamie 1966 als ,trisyndrome
meétabolique” zusammen [2]. Die erste Definition im modernen Sinn, wie sie in
geanderter Form auch heute noch gultig ist, geht auf Hanefeld und Leonhardt 1981
zuruck. Sie pragten auch den Begriff ,Metabolisches Syndrom® [3]. Reaven verwendete
in der Banting Lecture 1988 den Begriff des ,Syndrome X*, um mit der mathematischen
Variablen ,x“ dem weitgehenden Unwissen Uber die Bedeutung der Insulinresistenz
Ausdruck zu verleihen [4]. Er sah diese als gemeinsame Ursache von Typ-2-Diabetes,
Hypertonie, kardiovaskularen Veranderungen, nicht-alkoholischer Fettleber (NAFL),
Schlafapnoesyndrom, sowie verschiedenen Karzinomen an. Die Adipositas wird
allerdings nicht erwahnt. Diese erscheint erst wieder 1991 in Ferraninis Definition des

»insulinresistenzsyndroms® [5].

Seitdem die Weltgesundheitsorganisation (WHO) 1988 das Metabolische Syndrom
erstmals eingehend beschrieb, beruht deren heutige Definition auf folgenden Kriterien:
Einer der vier Hauptfaktoren Diabetes, Nuchternhyperglykdmie, herabgesetzte
Glukosetoleranz oder Insulinresistenz mussen durch mindestens zwei der folgenden
Nebenkriterien erganzt werden: Hypertriglyzeridamie, Dyslipoproteinamie, zentrale
Adipositas, Mikroalbuminurie und Hypertonie [6]. Die zentrale Stellung des Diabetes in
der WHO-Definition ist haufig kritisiert worden, da es hierdurch unmaoglich wird, die

Diagnose fur Patienten zu reservieren, deren Diabetes sich erst zukunftig manifestieren
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wird und fur die das metabolische Syndrom ein wichtiger Marker sein kann. Dem
entgegen mussen bei der Definition des ,National Cholesterol Education Program
Expert Panel, Adult Treatment Panel Ill (NCEP ATP Ill) mindestens drei der folgenden
Kriterien erfullt werden: Abdominal betonte Adipositas, Hypertriglyzeridamie,
Dyslipoproteinamie, Hypertonie und Nuchternhyperglykémie. Davon ausgehend hat das
»<American College of Endocrinology” (ACE) 2003 eine eigene Definition, basierend auf
der NCEP ATP Il Definition, vorgestellt. In dieser kommt der Insulinresistenz und
folglich der Hyperglykamie mehr Bedeutung zu [7]. Die ,International Diabetes
Federation® (IDF) hat kudrzlich ein globales System ethnienspezifischer Faktoren
vorgeschlagen [8], in dem ein fur die Volksgruppe spezifischer Bauchumfang mit in die
Bewertung einflieRt, da die Pravalenz des Metabolischen Syndroms bei
Untersuchungen in den USA und Kanada stark von der ethnischen Abstammung
abhangig war [9, 10].

Die ,Deutsche Adipositas Gesellschaft® hat fur ihre Definition des Metabolischen
Syndroms [11] die Richtlinien der ,American Heart Association® (AHA) und des
,National Heart, Lung and Blood Institute“ (NHLBI) Gbernommen [12]:

erhohter Taillenumfang Manner = 102 cm
Frauen = 88 cm
erhohte Triglyzeride (ntchtern) 2150 mg/dl (1,7 mmol/L)
oder
Medikamenteneinnahme zur Behandlung
erhohter Triglyzeride
niedriges HDL-Cholesterin (nlchtern) Manner < 40 mg/dl (1,0 mmol/L)
Frauen < 50 mg/dl (1,3 mmol/L)
oder
Medikamenteneinnahme zur Behandlung
von niedrigem HDL-Cholesterin
Bluthochdruck = 130 mm Hg systolischer Blutdruck
oder
= 85 mm Hg diastolischer Blutdruck
oder

Medikamenteneinnahme zur Behandlung

2
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bestehenden Bluthochdrucks
erhohte Nuchternblutglukose = 100 mg/dl (5,6 mmol/L)
oder
Medikamenteneinnahme zur Behandlung

erhohter Nuchternblutglukose

In den Vereinigten Staaten ist das Metabolische Syndrom mit geschatzten 55 Millionen
Betroffenen oder 27,4 % der Uber Zwanzigjahrigen zu einem der dringlichsten Probleme
im Gesundheitswesen geworden [13]. Schatzungen gehen davon aus, dass im Jahr
2025 weltweit etwa 300 Millionen Menschen einen Typ-2-Diabetes aufweisen werden,
der eindeutig mit dem Metabolischen Syndrom korreliert ist [14]. Die Pravalenz nimmt
altersabhéngig bei Frauen und Mannern zu [13]. Zuséatzlich spielen Ubergewicht und
korperliche Inaktivitat eine wichtige Rolle [15].

Folgen des Metabolischen Syndroms sind ein erhohtes Risiko fur chronische
Niereninsuffizienz [16], Typ-2-Diabetes mellitus [10, 17] und gesteigerte Morbiditat und
Mortalitat durch kardiovaskulare Erkrankungen [18, 19]. Dabei nimmt das Risiko fur
chronische Niereninsuffizienz mit der Anzahl der Risikofaktoren zu [16]. Die ,Botnia
Studie® unter annahernd 5.000 Diabetikern in Finnland und Schweden ergab nach
einem Follow-up von 6,9 Jahren bei Vorliegen des Metabolischen Syndroms ein 81 %
hoheres Risiko an einem kardiovaskularen Ereignis zu versterben [18]. Daten von 6.255
Personen zwischen 30 und 74 Jahren aus dem ,National Health and Nutrition
Examination Survey Il (NHANES Il, vgl. 1.1.2) zeigten, dass das Metabolische
Syndrom mit einem erhohten Risiko einhergeht, an koronarer Herzkrankheit (KHK) oder
einem anderen kardiovaskularen Ereignis wie Herzinfarkt oder Schlaganfall zu
versterben. Gleichzeitig stieg die Gesamtmortalitat der betroffenen Patienten [20].
Sattar et al. berichteten nach einer Analyse von 6.447 mannlichen Probanden der ,West
of Scotland Coronary Prevention Study” (WOSCOP) von einem 1,8-fach hoheren Risiko
bei bestehendem Metabolischen Syndrom an KHK zu erkranken. Das Risiko fur die
Neumanifestation eines Typ-2-Diabetes lag sogar 3,5-fach hoher. Jeder zusatzliche
Faktor des Syndroms erhohte dabei das Risiko fur ein kardiovaskulares Ereignis auf bis
zu 3,7-fach bei vier bis funf Risikofaktoren [21].
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Der wichtigste therapeutische Ansatz zu Beginn der Behandlung des Metabolischen
Syndroms ist die Implementierung von Lebensstilanderungen. Vermehrte korperliche
Aktivitat und eine Veranderung des Essverhaltens mit nachfolgender
Gewichtsverminderung reduzieren das Risiko des Fortschreitens einer gestorten
Glukosetoleranz zum Diabetes um bis zu 58 % und vermindern zusatzliche
kardiovaskulare Risikofaktoren wie Dyslipidamie und arterielle Hypertonie. Dies konnte
beim ,U.S. Diabetes Prevention Program® [22] und der ,Finnish Diabetes Prevention
Study“ [23] gezeigt werden. Eine Sekundaranalyse des ,U.S. Diabetes Prevention
Program® bestatigte diese Daten und ergab nach Lebensstilanderung ebenfalls ein
geringeres Auftreten des Metabolischen Syndroms. Durch Sport und diatetische
MalRnahmen verminderte sich das Risiko unter den Teilnehmern, die zu Beginn kein
Metabolisches Syndrom aufwiesen, um 41 % im Vergleich zur Kontrollgruppe [24].

Alternativ steht die Pharmakotherapie zur Behandlung der Einzelkomponenten des
Metabolischen Syndroms =zur Verfugung. So konnten Blutdruckkontrolle und
Verringerung des LDL-Cholesterins kardiovaskulare Ereignisse bei 30 bis 74-jahrigen
US-Amerikanern um bis zu 81 % reduzieren [25]. Eine effiziente antihypertensive
Therapie ist angesichts einer Pravalenz des Bluthochdrucks von uber 50 % bei
Patienten mit Metabolischem Syndrom aul3erordentlich wichtig [26]. Fur diese Patienten
wird aufgrund des hohen kardiovaskularen Risikos eine Behandlung mit ACE-Hemmern
oder AT+-Antagonisten (ARBs) gerade auch im Hinblick auf zusatzliche metabolische
Effekte als Erstlinientherapie empfohlen (vgl. 1.4). Weiterhin kommt der kausalen
Behandlung der Insulinresistenz mittels Durchbrechung der Glukolipotoxizitat
besondere Bedeutung zu. Diese kann auf zwei Arten erfolgen: Einerseits ist die direkte
Behandlung der Dyslipidamie mdglich, andererseits kann die Insulinsensitivitat
verbessert werden. Gerade die mit Hilfe der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoenzymA-
Reduktaseinhibitoren (Statine) erreichte Erniedrigung der LDL-Fraktion ist eindeutig von
prognostischem Vorteil hinsichtlich der Behandlung der koronaren Herzkrankheit (KHK).
Doch trotz der steigenden Verwendung von Statinen treten gerade bei Typ-2-
Diabetikern und Patienten mit Metabolischem Syndrom vermehrt koronare Ereignisse
auf. Dies hat zur genaueren Untersuchung des beim Metabolischen Syndrom
vorherrschenden ,Lipidquartetts” aus Hypertriglyzeridamie, niedrigem HDL, hohem LDL
und einer Ansammlung an Cholesterin-reichen Remnants (z.B. Apolipoprotein B)
gefuhrt. Klinische Studien scheinen nahezulegen, dass speziell Patienten mit

4



Einleitung

Insulinresistenzsyndromen von Fibraten profitieren, die anders als die Statine auch die
Triglyzeridspiegel senken, das HDL-Cholesterin steigern sowie das LDL-Cholesterin
moderat senken [27-31]. Eine Vermehrung des HDL-Cholesterins ist auch mit
Nikotinsaure/ Niacin Uber eine erhohte Bioverfugbarkeit von Apolipoprotein A-1 moglich.
Diese fuhrt zu einem verstarkten retrograden Cholesterintransport. Gleichzeitig wird die
VLDL-Synthese gehemmt. Der klinische Nutzen durch die Senkung der kardiovaskular
bedingten Mortalitat konnte im 1966 begonnenen ,Coronary Drug Project (CDP)
erbracht werden [32]. Ein grof3er Nachteil von Niacin ist jedoch die Auslosung einer
Flush-Symptomatik bei Uber 80 % der Patienten. Erst die Einfuhrung von
Retardpraparaten brachte hier eine Besserung. Diese scheinen jedoch wiederum
hepatotoxisch zu sein, so dass Niacin insgesamt kein Medikament der ersten Wahl ist.
Auch die drei Gallensaurederivate Cholestyramin, Cholestipol und Cholesevelam finden
in der Therapie der Dyslipidamie Verwendung. Diese binden Gallensduren im
Darmlumen und unterbrechen damit deren enterohepatischen Kreislauf, so dass
vermehrt Cholesterin zur Neusynthese von Gallensauren verbraucht wird. Neuere
Ansatze sind das Ezetimib, welches die Translokation von Cholesterin aus dem
Darmlumen in die Enterozyten verhindert, sowie Inhibitoren des Cholesterinester-
Transferproteins (CETP), wie JTT-705 und Torcetrapib, die signifikante Anstiege des
HDL-Cholesterins bewirken kdnnen [33].

Die zweite wichtige Saule in der Behandlung des Metabolischen Syndroms ist die
Therapie der Insulinresistenz. Das Mittel der Wahl ist hier das Biguanid Metformin. Im
Rahmen des ,U.S. Diabetes Prevention Program® verminderte eine Behandlung hiermit
ein Fortschreiten von verminderter Glukosetoleranz zu Diabetes, war aber mit 31 %
weitaus weniger effektiv als eine Anderung des Lebensstils [22, 24]. Diese sollte
selbstverstandlich an erster Stelle stehen, um ,Ubererndhrung, Bewegungsmangel und
soziokulturellen Faktoren“ entgegenzuwirken, welche schon Hanefeld und Leonhardt
1981 erwahnten. Realistischerweise muss fur die Zukunft jedoch von einem sich weiter
verstarkenden Wunsch nach einer ,Polypille” ausgegangen werden. Ein Schritt hierzu
konnten so genannte bimodale Substanzen darstellen, die neben ihrer Hauptwirkung
weitere pleitrope Effekte aufweisen und somit der Behandlung des heterogenen
Clusters ,Metabolisches Syndrom® eher gerecht werden.
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Allerdings gibt es auch kritische Stimmen, welche die Existenz eines Metabolischen
Syndroms in Frage stellen oder zumindest die zusammengefassten Einzelsymptome
als schlecht definiert und missverstandlich kritisieren. So veroffentlichten die
europaische und die amerikanische Diabetesgesellschaft eine gemeinsame
Stellungnahme, die nach einer Literaturrecherche zu dem Ergebnis kam, dass das
Metabolische Syndrom unprazise definiert sei. Demnach seien Zweifel an seiner
pradiktiven Wertigkeit fur kardiovaskulare Erkrankungen berechtigt. In der
Veroffentlichung warnten die Autoren davor, den Begriff Metabolisches Syndrom als
Krankheitsdefinition zu verwenden und den Eindruck aufkommen zu lassen, die
Gesamtheit der Symptome sei mit einem hoheren Risiko verbunden als die
Einzelkomponenten [34].

Zusammenfassend werden die vier zum Metabolischen Syndrom vereinigten Symptome
zentrale Adipositas, Hypertonie, Hypertriglyzeridamie und Dyslipidamie, sowie
Hyperglykamie zu einer, wenn nicht sogar der gro3en Herausforderung der Medizin in
der westlichen Welt werden. Wenngleich gezeigt wurde, dass eine alleinige Anderung
der Lebensgewohnheiten weitaus effektiver ist als alle derzeitigen pharmakologischen
Ansatze, muss wohl davon ausgegangen werden, dass letztere weiter zunehmen

werden. Gerade hier kdbnnen Substanzen mit pleiotropen Effekten von Vorteil sein.

1.1.2 Adipositas

Wie im vorangegangenen Abschnitt deutlich wurde, tragt die Adipositas maf3geblich zur
Entstehung des Metabolischen Syndroms bei. Die Weltgesundheitsorganisation
definiert die Adipositas Uber den ,Body Mass Index” BMI, den Quotienten aus
Kdrpergewicht (in kg) und quadrierter Korpergrofde (in m2) [35]. Nach WHO-Kriterien
entspricht ein BMI zwischen 18,5 und 24,9 dem Normalgewicht, ab 25 kg/m2 spricht
man von Ubergewicht. In Fiinferschritten werden die einzelnen Schweregrade definiert:
25,0 bis 29,9: Praadipositas; 30,0 bis 34,9 Adipositas Grad |; 35,0 bis 39,9 Adipositas
Grad Il; =z 40,0 Adipositas Grad lll. Die einzelnen Stufen sind jeweils mit einem

steigenden Risiko fur Folgeerkrankungen und -schaden vergesellschaftet.
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Die zweite wichtige Komponente neben dem AusmaR des Ubergewichts ist das
Fettverteilungsmuster. Hier wirkt sich gerade die abdominal betonte Adipositas
ungunstig aus [36]. Mithilfe der Magnetresonanztomografie (MRT) lasst sich das
Ausmal der viszeralen Adipositas eindeutig bestimmen. In der klinischen Routine hat
sich mittlerweile die sehr einfach durchzufiUhrende Messung des Taillenumfangs
etabliert. Pouliot und Kollegen untersuchten 1994 81 Manner und 70 Frauen hinsichtlich
einer Ubereinstimmung von kardiovaskularen Risikofaktoren wie Hypertriglyzeridamie,
Dyslipoproteinamie und Hyperglykamie mit anthropometrischen Korrelaten. Dabei
stellte sich heraus, dass das Ausmall des Bauchfettdepots leicht mit Hilfe des
Taillenumfangs oder des Sagittaldurchmessers des Bauches bestimmt werden kann.
Beide korrelieren auch besser mit dem Bauchfett als der Quotient aus Taillen- und
Huftumfang, der so genannten ,waist-to-hip Ratio®, bzw., pathophysiologisch mit
Nuchtern- und postprandialen Insulinspiegeln und damit dem kardiovaskularen Risiko
[37]. Lean et al. bestatigten 1995 die Korrelation von Taillenumfang und viszeraler
Adipositas und schlugen Grenzmalle getrennt fur Manner und Frauen vor: So sollten
Manner mit einem Bauchumfang von = 94 cm und Frauen von = 80 cm nicht weiter an
Gewicht zunehmen und Manner ab einem Bauchumfang von = 102 cm, Frauen ab = 88
cm ihr Gewicht reduzieren [38]. Es hat sich gezeigt, dass diese beiden Grenzwerte mit
einem steilen Anstieg des kardiovaskularen Risikos assoziiert sind, bzw. mit einem BMI
von = 25, bzw. 30 kg/m? korrelieren.

Die Zahl ubergewichtiger Erwachsener wird aktuell auf 1,1 Milliarden, die der Adiposen
auf 312 Millionen weltweit geschatzt [39]. Derzeit werden in den USA Uber 60 % der
Bevdlkerung als Ubergewichtig angesehen (BMI = 25). Nach unterschiedlichen
Untersuchungen fallen 18-30 % mit einem BMI von = 30 in die Kategorie fettleibig oder
adipos [40-42]. Daten hierzu werden durch das ,National Centre for Health Statistics®
(NCHS) mit statistischen Erhebungen, so genannten ,National Health and Nutrition
Examination Surveys“ (NHANES), seit 1960 ermittelt (vgl. Abbildung 1.1). Stieg die
Anzahl der Ubergewichtigen von NHANES | (1960-62) bis Ill (1988-94) nicht an, so ist
bei den Adiposen eine deutliche Steigerung in den vergangenen 30 Jahren sichtbar.
Waren es bei NHANES Il (1976-80) nur 14,5 % der Population, so betrug dieser Wert
bei NHANES IIl schon 22,5 %. Bis 2002 hatte sich der Anteil der Bevolkerung mit einem
BMI = 30 mehr als verdoppelt.
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1991 1993

<10 %
1015 % der adulten US-Bevélkerung
B >15%

[ ] Werte liegen nicht vor

Abbildung 1.1: Entwicklung der Adipositas in den USA zwischen 1991 und 1998. Nach Daten von
Mokdad et al. [42]

Auch in Deutschland nimmt die Pravalenz der Adipositas kontinuierlich zu. Zwischen

1985 und 1998 wurden hierzu Daten aus vier Bundesgesundheitssurveys erhoben.
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Weiterhin liegen die Werte des Telefonsurveys 2003 vor. Demnach stieg die Anzahl
adiposer Manner zwischen 1985 und 2003 von 16,2 auf 22,5 %, die der Frauen von
16,2 auf 23,3 %. [43]. Interessant ist hier die weitgehende Ubereinstimmung hinsichtlich
der Geschlechtspravalenz, gilt doch ansonsten Uber alle Altersgruppen verteilt und
weltweit, dass Frauen aus biologischen Griinden eher zu Ubergewicht neigen als

Manner und einen hoheren durchschnittlichen BMI aufweisen [44].

Aktuelle Zahlen belegen eine deutliche Beeintrachtigung der Lebenserwartung durch
Ubergewicht und Adipositas. Eine Auswertung der ,Framingham Heart Study“ (1948-90)
durch Peeters und Kollegen hinsichtlich einer Lebenszeitverkirzung durch Adipositas
ergab fur 40-jahrige Manner eine Reduktion von 5,8 Jahren, fur gleichaltrige Frauen
sogar von 7,1 Jahren [45]. Zunehmend wurde deutlich, dass das Risiko fur
Komorbiditaten tatsachlich schon ab einem BMI von 21 kg/m? beginnt [44]. Das Risiko
fur Bluthochdruck liegt bei Adipositas bis zu 5-fach hoher [46]. Davon betreffen 85 %
der Falle Personen mit einem BMI {iber 25 kg/m? [47]. Ab einem BMI von 21 kg/m?
entwickelt sich fortschreitend eine Dyslipidamie, die einen Anstieg des LDL-
Cholesterins zur Folge hat. Dies vermehrt das Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse wie
Schlaganfall oder KHK. Die ,Asia-Pacific Cohort Collaboration Study“ unter mehr als
300.000 Personen ergab fur jeden zusatzlichen BMI-Punkt eine 9-prozentige Differenz
fur ischamische Herzereignisse und von 8 % fur Schlaganfalle [44]. Eine weitere seit
Jahren offensichtliche Verbindung besteht zwischen Ubergewicht und Typ-2-Diabetes.
So haben 90 % der neumanifestierten Typ-2-Diabetiker einen BMI {iber 23 kg/m? [48].
Gleichzeitig nimmt das Risiko mit dem Alter zu. In Japan weisen 50 % der 70-jahrigen
Frauen mit einem BMI von 28 kg/m? einen Typ-2-Diabetes auf [44]. Weitere Folgen von
Ubergewicht sind Schlafapnoe [49], Arthritis [50], Nichtalkoholische Fettleber (vgl. 1.2.3)
und ein erhohtes Risiko fur Brust-, Dickdarm-, Nierenzell-, Speisehals- und
Gebarmutterhalskrebs. Den Anteil, den Ubergewicht und Inaktivitit an diesen
Krebsarten haben, schatzt die WHO auf bis zu 25 % [51]. Ebenfalls nicht zu
vernachlassigen sind die sozialen Folgen des Ubergewichts. So verdienen
Ubergewichtige weniger und finden schwerer einen Ehepartner oder eine Arbeitsstelle
[52]. Carpenter et al. fanden ein geschlechtsspezifisches Beziehungsmuster von
Ubergewicht und Depression. So sind Ubergewichtige Frauen depressiver als
Normalgewichtige. Bei Mannern verhalt es sich umgekehrt. Ab einem BMI von = 30
kg/m? sind sie weniger anfillig fir eine Depression, Selbstmordversuche oder
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Selbsttotung. Die Wahrscheinlichkeit nimmt allerdings ab einem BMI von weniger als 21

kg/m? signifikant zu [53].

1.2 Bedeutung der Leber

1.2.1 Intermediarstoffwechsel und Syntheseleistungen

Der Leber kommt als einem der grof3ten Organe eine herausragende Bedeutung im
Intermediarstoffwechsel zu. Postprandial ist sie auler fur Lipide, welche uber den
Ductus thoracicus und den rechten Venenwinkel den Blutkreislauf erreichen, die erste
Anlaufstation fur im Intestinaltrakt resorbierte Nahrstoffe. In dieser resorptiven Phase
werden unter dem Einfluss von Insulin Monosaccharide zu Glykogen umgewandelt und
gespeichert, sowie Triglyzeride, Sphingo- und Phospholipide synthetisiert. Der
besondere Status der Leber im Lipidstoffwechsel druckt sich in ihrer Fahigkeit aus, die
Spiegel der drei im Blut vorkommenden Fettformen (unveresterte Fettsauren, Glyzeride
und Ketonkorper) zu regulieren, indem sie den quantitativen Anteil von
Fettsaureaufnahme, Veresterung und Oxidation moduliert. Das Schicksal der Fette in
der Leber hangt dabei vom Energiestatus des Organismus ab. Die VLDL-Synthese im
Rahmen der Reveresterung spielt im anabolen Zustand, wenn ausreichend
Kohlenhydrate und Fette vorliegen, die grofdte Rolle. Bei niedrigen Kohlenhydrat- aber
hohen Fettsaurespiegeln werden dagegen im Rahmen der Fettsaureoxidation
Ketonkorper gebildet [54]. Schlie3lich ist die Leber das zentrale Organ fur den
Aminosaurenstoffwechsel.  Hier wird unter anderem ein  Groldteil der
Gerinnungsfaktoren, das Albumin, Akute-Phase-Proteine, blutdruckregulierende
Proteine des Kallikrein-Kinin-Systems und Angiotensinogen synthetisiert. Obwohl viele
Organe zur Biotransformation befahigt sind, ist die Leber auch hierfur der wichtigste Ort.
Unerlasslich dafur ist ihre exkretorische Funktion. Taglich werden fur die Ausscheidung
verschiedenster Substanzen ungefahr 0,6 | Gallenflissigkeit gebildet. In der
postresorptiven Phase oder beim Fasten werden die anabolen Vorgange durch
katabole ersetzt. Parallel dazu setzt die Glukoneogenese ein, um im Zusammenspiel
mit der Glykogenolyse die Glukosehomoostase des Korpers aufrecht zu erhalten. Lipide
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werden der Fettsaureoxidation zugefuhrt, um den Energiebedarf des Organismus zu
decken [55].

1.2.2 Fettsaurekatabolismus

Fettsauren werden durch Oxidationsschritte in ihrer Kettenlange reduziert und damit ab-
und umgebaut. Eine grobe Einteilung der beteiligten Oxidationssysteme ist anhand der
Kettenlange der Fettsauren moglich. Hierbei unterscheidet man die mitochondriale und
peroxisomale f-Oxidation, sowie die w-Oxidation am glatten endoplasmatischen
Retikulum. Die dem Herz- und Skelettmuskel als Hauptenergiequelle dienende f-
Oxidation macht dabei quantitativ den grof3ten Anteil aus [56]. Die hepatische f-
Oxidation hingegen stellt im Fastenzustand Ketonkorper zur Verfigung, die den
peripheren Organen, insbesondere dem Gehirn, bei niedrigen Glukosespiegeln als
Energiequelle dienen [57].

Die mitochondriale p-Oxidation ist fur die Oxidation von kurzkettigen (<Csg), mittellangen
(Cs-C12) und langkettigen (C14-C20) Fettsauren verantwortlich und tragt somit Uber die
ATP-generierende oxidative Phosphorylierung zur Energiegewinnung bei. Da
langkettige Fettsauren den Grofteil des mit der Nahrung zugefuhrten Fettes
ausmachen, stellen sie den Hauptteil der exogen zugefuhrten Energie dar und dienen
im lipolytischen Zustand als essentielle Substrate [58]. Die Enzyme der mitochondrialen
B-Oxidation verstoffwechseln aktivierte Fettsauren, so genannte Acyl-CoA Ester. In
einem ersten Schritt werden deshalb ATP-abhangig die Fettsduren durch Acyl-CoA-
Synthetasen (ACS) aktiviert. Je nach Kettenlange wird ein anderes Enzym verwendet,
Kurz- (ACSS) und Mittellangketten-Acyl-CoA Synthetase (ACSM) in der
mitochondrialen Matrix, sowie die Langketten-Acyl-CoA Synthetase (ACSL) in der
aulderen Mitochondrienmembran. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der
mitochondrialen g-Oxidation ist die Carnitin-abhangige Durchschleusung der Fettsauren
durch die beiden Mitochondrienmembranen [59, 60]. Dieses Enzymsystem besteht aus
drei Einzelkomponenten: Carnitinpalmitoyltransferase 1 (CPT1) in der aufleren
Membran, CPT2 in der inneren Membran und als Bindeglied die Carnitin-Acylcarnitin-
Translokase (CACT). CPT1 wird in 3 Isoformen, der Leber- (CPT1a), Muskel- (CPT1b)
und Gehirnvariante (CPT1c) exprimiert. CPT1a kommt in den meisten Geweben vor,
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CPT1b in Herz, Skelettmuskel, weillem und braunem Fettgewebe, sowie in den Hoden
[61, 62]. CPT1a und b werden simultan im Herzgewebe exprimiert [62]. Die anderen
beiden Enzyme weisen keine Isoformen auf. CPT1 wird durch Insulin und Malonyl-CoA
gehemmt [63], die Muskelform dabei weitaus starker als die Leberform [64]. Malonyl-
CoA ist im postprandialen Zustand bei erhohten |Insulin- und niedrigen
Glukagonspiegeln ausreichend vorhanden und fuhrt zur Hemmung von CPT1, so dass
die mitochondriale p-Oxidation nur im Fastenzustand aktiviert wird. Die Fettsauren
werden vollstandig zu Acetyl-CoA oxidiert, das dann fur den Krebszyklus oder die
Ketonkorpersynthese zur Verfigung steht. Die eigentliche p-Oxidation besteht aus zwei
Komponenten. Deren erste ist die Kettenverkirzung an der inneren
Mitochondrienmembran durch zwei Proteine, die ,very long chain acyl-CoA
dehydrogenase” (VLCAD) und einen trifunktionalen Komplex aus Langkettenenoyl-CoA-
Hydratase, Langketten-3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase und Langketten-3-Ketoacyl-
CoA-Thiolase. Die aus diesen ersten vier Schritten resultierenden optimal verkurzten
Fettsauren werden durch die zweite Komponente in der Matrix vollstandig zu Acyl-CoA
oxidiert. Der erste Schritt wird von Kurz-, Mittel- oder Langkettendehydrogenasen
katalysiert, an den sich Degradationsschritte durch die Enzyme der ersten Komponente
anschlielen. Im zweiten Schritt der Oxidation sind diese Enzyme jedoch separat
vorhanden und bilden keinen Komplex.

B-Oxidation aufRerhalb der Mitochondrien wurde erstmals 1969 in Peroxisomen
keimender Rhizinussamen [65] und 1976 in Peroxisomen von Rattenlebern [66]
beschrieben. Es handelt sich vor allem um Fettsauren mit einer Kettenlange von >Cx,
da Mitochondrien das Enzym zu deren Aktivierung fehlt [67]. Der klassische Weg
besteht aus den drei Enzymen Acyl-CoA-Oxidase (ACOX), Enoyl-CoA-Hydratase/ L-3-
Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase (zusammengefasst als Peroxisomales Bifunktionelles
Enzym, L-PBE) und 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase. Uber ihn werden unverzweigte
Fettsduren abgebaut, wahrend verzweigtkettige Fettsduren, Intermediate der
Gallensauresynthese, sowie Di- und Trihydroxykoprostanoide tber einen Alternativweg
verstoffwechselt werden. Dieser besitzt ebenfalls eine ACOX und ein PBE (D-PBE), die
funktionell ahnlich aber strukturell verschieden sind. Der abschlie3ende thiolytische
Schritt wird durch SCPx (Sterol-Carrier-Protein) katalysiert, das Thiolaseaktivitat und
Lipidcarrierfunktion vereint.
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Der dritte Weg, um Fettsauren abzubauen, besteht in der mikrosomalen w-Oxidation mit
einer hochsten Affinitat fur Laurinsaure (Ci20). Die w-Hydroxylierung der Fettsauren
wird durch Enzyme der CYP4A Familie katalysiert. In menschlicher Leber und Niere
wird die Isoform CYP4A11 exprimiert, in Mauselebern CYP4A10 und 14, in
Rattenlebern CYP4A1, 2, und 3 [68]. Die entstandenen w-Hydroxyfettsauren werden zu
Dicarboxysauren dehydrogeniert und durch eine Acyl-CoA-Synthetase im
Endoplasmatischen Retikulum zu Acyl-CoAs umgewandelt. Beim Menschen werden
diese aktivierten Fettsauren hauptsachlich durch die peroxisomale ACOX in der

klassischen p-Oxidation verwertet.

1.2.3 Die Nichtalkoholische Fettleber

Insulinresistenz fuhrt in der Leber zu einer Anhaufung von Fetten, da die
Lipidspeicherung in Adipozyten durch Insulin nicht mehr ausreichend vermittelt werden
kann und eine gesteigerte Lipolyse einsetzt. Eine normale Leber weist weniger als 5 %
Hepatozyten mit Fettakkumulation auf. Werte darUber werden als Steatosis hepatis
(Fettleber) bezeichnet und wenn Alkohol als Ursache ausgeschlossen werden kann
(<20 g/d bei Frauen, <30g/d bei Mannern) ist die Diagnose nichtalkoholische Fettleber
(NAFL) zu stellen [69]. Typisch fur die NAFL ist eine makrovesikulare Steatosis im
Gegensatz zur mikrovesikularen Steatosis, die eher bei mitochondrialen Defekten
auftritt, beispielsweise Alkoholschaden, Valproinsdurehepatotoxizitdt oder dem Reye-
Syndrom  durch  Acetylsalicylsaure. Kommen zur Fettansammlung noch
Entzindungszeichen oder nekro-inflammatorische Veranderungen hinzu, spricht man
von nichtalkoholischer Steatohepatitis (NASH) [70]. Pathophysiologisch werden
Sauerstoffradikale (ROS), eine unzureichende anti-oxidative Abwehr dagegen und
strukturelle Veranderungen der Mitochondrien verantwortlich gemacht [71]. Histologisch
sind aufgeblahte Hepatozyten, Mallorykorperchen und verschiedene Fibrosestadien
typisch. NASH-Patienten haben ein erhdhtes Zirrhoserisiko, weswegen dieses
Krankheitsbild auch von der NAFL abgegrenzt wird [72].

In den Vereinigten Staaten weisen bis zu 34 % der weilden Erwachsenen eine NAFL

auf, 2-3 % eine NASH [70, 73, 74]. Browning et al. wiesen mithilfe einer
multiethnischen, populationsgewichteten Stichprobe an 2.287 US-Amerikanern eine
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Abhangigkeit der NAFL von der Rasse nach. Am starksten betroffen waren mit 45 % die
Hispanier, was auf die hohere Pravalenz von Diabetes und Insulinresistenz in dieser
Volksgruppe zuruckgefuhrt wurde. Schwarze wiesen mit 24 % die geringsten Werte auf
[74]. Insgesamt sind Manner etwa 1,8-fach starker betroffen als Frauen. Bei
vorbestehendem Typ-2-Diabetes steigt die Pravalenz der NAFL auf bis zu 50 % [75].
Weil allerdings Symptome und Zeichen fehlen, liegt die Dunkelziffer wohl weitaus hoher
[73]. Die NAFL wird heutzutage als haufigste Lebererkrankung in den Vereinigten
Staaten, moglicherweise sogar weltweit angesehen.

Das am haufigsten beklagte Symptom ist ein diffuses Vollegefuhl im rechten
Oberbauch. Die Leberbiopsie ist der Goldstandard der Diagnosesicherung und dazu die
einzige MOoglichkeit, eine isolierte Steatosis von einer Steatohepatitis abzugrenzen.
Laborchemische Parameter der Leberschadigung liegen bei der NAFL haufig im
Normalbereich. So waren in der Untersuchung von Browning et al. die Serumwerte der
Alanin-Aminotransferase, die zur Diagnose herangezogen werden, in 79 % der Falle mit
Steatosis hepatis normal [74]. Allgemein wurde bisher ein ASAT/ALAT-Quotient (de-
Ritis-Quotient) <1 als Marker fur das Vorliegen einer NAFL angenommen, wahrend
Werte >1 eine AFL, ausgepragte Virushepatitis oder Zirrhose jedweder Genese
anzeigen [76]. Allerdings scheint den Aminotransferasen aufgrund einer hohen Rate
falsch negativer Ergebnisse eine ausreichende Sensitivitat zum Ausschluss einer NAFL
oder NASH zu fehlen [74, 77]. Bestehen allerdings erst einmal erhohte Werte und
konnen andere Ursachen wie Hepatitis, Alkohol oder Hamochromatose ausgeschlossen
werden, dann besteht der Verdacht auf das Vorliegen einer NAFL [78].

Die Prognose der NAFL ist variabel und scheint Uberwiegend mit dem Schweregrad der
initialen Leberbiopsie zu korrelieren. Wahrend die einfache Steatosis/ NAFL wenig
Progressionstendenz zeigt, liegt der Anteil der klinischen und histologischen
Verschlechterung bei der NASH hoher: 20 % der NASH-Patienten entwickeln eine
Zirrhose, davon erhalten 30 bis 40 % eine Lebertransplantation oder versterben an den
Komplikationen [79]. Die groften Risikofaktoren fur eine fortschreitende Leberzirrhose
sind dabei Adipositas, Typ-2-Diabetes, Alter tber 45 Jahre und ein de-Ritis-Quotient >1.
Hinsichtlich der Mortalitat rangiert der Leber-assoziierte Tod bei Patienten mit
histologisch gesicherter NASH zusammen mit der KHK an erster Stelle [72]. Darlber
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hinaus scheint die chronische Inflammation der NASH zu kardiovaskularen

Veranderungen zu pradisponieren.

90 % der Patienten mit NAFL weisen mindestens ein Zeichen des Metabolischen
Syndroms auf, ein Drittel zeigt die volle Auspragung, so dass die NAFL heute als
Leberkomponente des Metabolischen Syndroms aufgefasst wird [80]. Seit der
Erstbeschreibung einer Assoziation zwischen NAFL und Insulinresistenz 1999 durch
Marchesini et al. [81] wird diese heute zusammen mit der Adipositas [82] als grofter
Risikofaktor fur die NAFL angesehen [83, 84]. Jimba et al. untersuchten im Rahmen
eines allgemeinen Gesundheitschecks 1.950 erwachsene Japaner hinsichtlich
Insulinresistenz und NAFL [85]. 29 % der Untersuchten wiesen generell eine NAFL auf.
Mit steigenden Nuchternglukosewerten nahm auch die Pravalenz zu: Probanden mit
normalen Nuchterglukosewerten (<6,1 mmol/l) hatten in 27 % der Falle eine NAFL, bei
erhohten Werten zwischen 6,1 und 6,9 mmol/l (entsprechend einer gestorten
Nuchternglukose) stieg die Pravalenz auf 43 % an. Bei manifestem Typ-2-Diabetes
(Nuchternglukose = 7,0 mmol/l, bzw. 126 mg/dl) waren 62 % der Patienten betroffen.

Zusammenfassend weisen bis zu einem Drittel der Normalbevadlkerung eine NAFL auf,
bei Ubergewichtigen liegt die Rate mit bis zu 70-80 % weitaus héher. Wurde jahrelang
davon ausgegangen, dass es sich um eine rein benigne Assoziation zum
Metabolischen Syndrom handele, hat sich mittlerweile gezeigt, dass bis zu ein Drittel
der Betroffenen eine Fibrose oder sogar Zirrhose entwickelt. Diese kann letztlich bis
zum hepatozellularen Karzinom fuhren. Das endemische Vorkommen der NAFL lasst
deswegen eine gezielte Therapie als vordringlich erscheinen, wie im Folgenden
beschrieben wird.

1.2.4 Insulinresistenz und hepatische Lipidspeicherung

Der Mechanismus, welcher der Insulinresistenz zugrunde liegt, ist noch nicht vollig
verstanden. Klinisch auBert sie sich in der Unfahigkeit des Organismus, die
Glukoseclearance bei einer gegebenen Insulinkonzentration im  Plasma
aufrechtzuerhalten [82]. Beim Menschen wird der Grossteil der Glukose im
Skelettmuskel verstoffwechselt. Nach Aufnahme in die Zelle werden etwa 70 % als
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Glykogen gespeichert oder der Glykolyse zugefuhrt. Randle et al. zeigten 1963, dass
Glukose im isolierten Rattenherzmuskel mit Fettsduren um die Substratoxidation
konkurriert und fuhrten die Insulinresistenz auf eine gesteigerte Fettsaureoxidation bei
Adipositas zurlick [57, 86]. Diese sollte durch eine gesteigerte NADH/NAD"-Ratio eine
Hemmung der Pyruvatdehydrogenase bewirken. Uber hohere intrazellulare
Zitratkonzentrationen (mit konsekutiver Hemmung der Hexokinase II) kamen dann die
erhohten intrazellularen  Glukosekonzentrationen bei gleichzeitig verminderter
Glukoseaufnahme zustande. >C MRT-Untersuchungen an humanem Skelettmuskel
durch Dresner et al. zeigten allerdings nach Lipidinfusion eine signifikant verminderte
intrazellulare Glukosekonzentration bei erhdhten Plasmaspiegeln freier Fettsauren [87].
Die durch freie Fettsauren induzierte Insulinresistenz beruht somit wohl eher auf einem
verminderten Glukosetransport und nicht auf erhdhten intrazellularen Glukosepiegeln.
Bindet Insulin an seinen Rezeptor, fuhrt dies zur Autophosphorylierung desselben und
nachfolgend zur Phosphorylierung von Insulin-Rezeptor-Substrat-Proteinen (IRS-
Proteinen). Dies aktiviert letztlich die Translokation des spezifischen
Glukosetransporters GLUT4 aus einem intrazellularen Pool in die Zellmembran der
Myozyten [88]. Die bei gesteigertem Substratangebot in der Zelle vermehrt anfallenden
Fettsduremetabolite wie Diacylglycerol, Acyl-CoAs oder Ceramide fuhren Uber die
Aktivierung einer Ser-Tyr-Kinasekaskade zur gesteigerten Phosphorylierung von Serin-
und Tyrosinresten an IRS-1 [89]. Die phosphorylierten Tyrosinreste wiederum
verhindern eine Aktivierung der PI-3-Kinase, was zu einem verminderten
Glukosetransport fuhrt [90]. Die zur Aufrechterhaltung der Homoostase einsetzende
Hyperinsulinamie fuhrt schliellich zu einer gesteigerten Fettmasse und vermehrter
Lipolyse, was im Kreislauf einen noch hoheren Plasmaspiegel freier Fettsduren bewirkt.
Zusatzlich ist bei der NAFL bei ohnehin erhohtem Substratangebot aus der Peripherie
auch noch die hepatische de-novo-Lipogenese (DNL) gesteigert [91]. AbschlieRend
fuhrt der verminderte Einfluss des Insulins in der Leber zu gesteigerter Glukoneogenese
und Lipogenese [92]. Dies wird als Glukolipotoxizitat bezeichnet. Zusammenfassend
bestehen also enge pathophysiologische Verbindungen zwischen Insulinresistenz und
hepatischer Lipidakkumulation im Rahmen des Erkrankungskomplexes der NAFL/
NASH.

Die Verbesserung der Insulinsensitivitat steht deswegen auch an erster Stelle der
Behandlungsansatze fur die NAFL/ NASH. Wie schon im Kapitel Uber die Adipositas
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erwahnt, kommt dabei korperlicher Bewegung als effektivster Moglichkeit zur
Durchbrechung der Insulinresistenz die Hauptbedeutung zu [23, 24]. Das Ziel ist hier
eine schrittweise Gewichtsreduktion um mindestens 10 %. Verschiedene Diaten
scheinen die NAFL ebenfalls verbessern zu kdonnen. So kann Sojaprotein Uber eine
Modulation von ,Sterol Response Element Binding Protein® (SREBP) protektiv wirken
[93]. Auch mehrfach ungesattigte Fettsauren und w-3-Fettsauren wirken sich positiv auf
den Verlauf der NAFL aus. Aus NHANES Ill ist ebenfalls ein schutzender Effekt durch
Kaffee- und Teekonsum nachweisbar [94]. Insgesamt sind die Daten zur Ernahrung
jedoch noch auRerst luckenhaft und bedurfen weiterer Abklarung. In der
Pharmakotherapie werden Medikamente verwendet, die die Insulinresistenz verbessern
sollen. An erster Stelle stehen hier Metformin und die Thiazolidindione (TZD). Da die
TZD jedoch zu einer Gewichtszunahme fuhren und auch Erhohungen der
Aminotransferasen beobachtet wurden, ist eine weitere Untersuchung dieser
Substanzklasse fur die Therapie der NASH notig. In der Erprobung befindet sich auch
die antioxidative Therapie mit Vitamin E und C, sowie die Nahrungserganzung mit S-
Adenosylmethionin, Betain und Zink, ohne dass daruber schon Aussagen getroffen

werden konnen [95].

Ein Wirkstoff zur optimalen Behandlung der NAFL/ NASH existiert derzeit also noch
nicht, so dass vermehrter korperlicher Anstrengung und einer Lebensstilanderung die
grofdte Bedeutung zukommt. Wie bei der Therapie des Metabolischen Syndroms
scheint auch hier ein Praparat mit pleiotropen Effekten erstrebenswert, um multipel

kausal und damit wirkungsvoll die Progredienz der NAFL unterbinden zu konnen.

1.3 Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren

Die Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPARs) gehoren der Familie
ligandenaktivierter Transkriptionsfaktoren an, die auf die Zielgentranskription
modulierend einwirken. Dazu gehdren beispielsweise die Tyrosin-, Ostrogen-,
Glukokortikoid- und der Vitamin D-Rezeptor [96]. Derzeit sind 48 nukleare Rezeptoren
beschrieben, doch lediglich bei 24 sind die endogenen/ exogenen Liganden bekannt.

Die Anderen werden als so genannte ,orphan receptors® bezeichnet. Der Name PPAR
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beruht auf der Beobachtung, dass verschiedene chemische Verbindungen (z.B. Fibrate,
Herbizide oder Phtalate) in Nagern zu einer Peroxisomproliferation fuhrten, welche mit
der Aktivierung eines Proteins einherging, das im weiteren Verlauf PPAR benannt
wurde. [97, 98]. Im Gegensatz zu Nagern fuhrt die Aktivierung des Rezeptors beim
Menschen nicht zur Peroxisomproliferation. [99, 100]. Auch zeigte sich in humanen
Lebern kein karzinogener Effekt der Peroxisomproliferatoren, welcher in Nagetieren
beschrieben wurde [28], so dass heute PPAR-Liganden in der Therapie der Dys- und

Hyperlipidamie, sowie des Typ-2-Diabetes klinische Anwendung finden.

1.3.1 Struktur und Subtypen

Nukleare Rezeptoren bestehen aus drei Hauptdomanen (vgl. Abbildung 1.2). Der NH-
Terminus wird auch als A/B-Region bezeichnet und beinhaltet eine
ligandenunabhangige Transaktivierungsdomane (AF-1), die bei den einzelnen
Transkriptionsfaktoren  eine  unterschiedliche Lange aufweist. Die  DNA-
Bindungsdomane (DBD) liegt in der C-Region. Sie besitzt ein zentrales Motiv aus zwei
Zinkfingern, das mit Ausnahme zweier ,orphan receptors® (DAX1 und SHP) bei allen
nuklearen Rezeptoren vorkommt. In der am Carboxyterminus gelegenen E-Region
befinden sich die Ligandenbindungsdomane (LBD), eine ligandenabhangige
Aktivierungsfunktion (AF-2) und eine Dimerisierungsdomane. DBD und LBD sind die bei
den PPAR-Isoformen am hochsten konservierten Abschnitte. In der zwischen C und E
gelegenen D-Region binden Korepressoren. AulRerdem besitzt die D-Region eine
Gelenkfunktion, welche die DNA-Bindungseigenschaften des Rezeptors modulieren
kann. Der F-Region konnte bei den PPARSs bis jetzt noch keine Funktion zugeordnet
werden. Aktuell sind drei PPAR Subtypen identifiziert worden: PPARa (NR1C1),
PPARp/6 (NR1C2) und PPARy (NR1C3). Durch die verschiedenartige Verwendung der
drei PPARy-Promotoren und alternatives Splicing werden zwei PPARy-Isoformen
gebildet: PPARy1 und das am NH,-Terminus beim Menschen um 28, bei Nagern um 30

Aminosauren langere PPARy2.
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Abbildung 1.2: Struktur nuklearer Rezeptoren, adaptiert nach [96]

1.3.2 Wirkmechanismus

Im nicht-aktiven Zustand ohne Ligandenbindung interagieren sogenannte nukleare
Korepressoren (z.B. Nuclear Receptor Coexpressor, NCoR) mit den PPARs und fuhren
so zu einer Promotor-vermittelten Genrepression [101]. Nach Ligandenbindung
dissoziieren diese Korepressoren ab, Koaktivatoren werden rekrutiert [102] und die
PPARs heterodimerisieren mit dem 9-cis-Retinsaurerezeptor (RXR). Anschliel3end
erfolgt die Bindung an so genannte ,PPAR response elements® (PPRE) im
regulierenden Bereich der Zielgene, um die Gentranskription zu induzieren. Die PPREs
gehoren zu den ,hormone response elements (HRE) nuklearer Rezeptoren, die sich
durch eine konservierte Struktur auszeichnen und an die zwei Zinkfinger der DBD
binden. Sie sind von der Sequenz RGGTCA abgeleitet, wobei das R fur eine Purinbase
steht. Dementsprechend besteht ein PPRE aus einer direkten Wiederholung (DR) des

Kernmotivs AGGTCA, dem ein Nukleotid (1) zwischengeschaltet ist [103] und werden
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folglich auch als DR1 bezeichnet. Das erste PPRE wurde im Promotor des Acyl-CoA
Oxidase-Gens entdeckt [97, 104], jedoch musste die PPRE-Definition spater erweitert
werden, da sich im CYP4A6-Gen und dem Malatenzym abweichende PPREs befinden.
Die Koaktivatoren interagieren mit dem Rezeptor im AF-2 Bereich Uber ein
konserviertes LXXLL Motiv, wobei das X fur eine beliebige Aminosaure steht [105].
Zusatzlich besteht die Moglichkeit der ligandenunabhangigen Rezeptorregulation Uber
die N-terminale AF-1 Domane. Dies konnte fur Insulin sowohl bei PPARa als auch
PPARy gezeigt werden [106, 107]. Der erste beschriebene Koaktivator, ,steroid
receptor coactivator 1“ (SRC1), besitzt ebenso wie CBP/p300 (c-AMP response
element binding protein (CREB) binding protein) eine intrinsische Histonacetylase- und
deacetylaseaktivitat [108, 109] und reguliert somit Uber die Veranderung der
Chromatinstruktur die Gentranskription. Eine zweite Gruppe um PBP/TRAP220 (PPAR
binding protein/ thyroid hormone receptor-associated protein, subunit 220) fungiert als
Scharnier zwischen dem Rezeptor und der basalen Transkriptionsmaschinerie
einschliesslich der RNA Polymerase 11 [110, 111].

1.3.3 Expressionsmuster und Funktion

PPARo wird hauptsachlich in der Leber (vgl. Abbildung 1.3), Niere, dem braunen
Fettgewebe, sowie Herz und Skelettmuskel exprimiert [97, 112]. Weiter wird es im
Magen und Dunndarm, der Retina, Nebenniere und pankreatischen p-Zellen gefunden.
SchlieBlich ist die Expression in Immunzellen und im GefalRendothel beschrieben
worden [113, 114]. Humane Zellen exprimieren PPARa etwa zehnfach geringer als
Nagetiere [115].

PPARy1 wird in einem zwischen Nagetier und Mensch sehr ahnlichen Muster in Milz,
Niere, Leber, Skelettmuskulatur, Darm, Nebenniere und Fettgewebe ausgebildet [112,
116]. Die mit Abstand hochste Expression findet sich im weilen Fettgewebe, wobei
PPARYy1 bei Nagetieren auch in braunem Fettgewebe vorkommt. PPARy2 wird dagegen

nur im weilRen Fettgewebe exprimiert.

PPARp/6 schlieBlich findet sich ubiquitar. Die Funktion dieser Isoform ist nur

unvollstadnig bekannt und sehr heterogen. Sie umfasst sowohl regulatorische Prozesse
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im Lipidstoffwechsel als auch eine Beteiligung an der Anti-Inflammation [117]. Bei
Menschen und Nagetieren wird es teilweise starker ausgebildet als die anderen beiden
Isoformen, mit hoheren Konzentrationen in der Plazenta, dem Dickdarm und der
Skelettmuskulatur [118]. Bei Nagern ist es zusatzlich die im ZNS und den Testes am
starksten exprimierte Form [112, 119].

Hepatocyte Biotransformation
(UGT1A9)
Li i . T Ketogenesis
ipogenesis +
(AB&A9 desaturases, ME) ‘* ___,._——"’
+ Fatty acid activation
: _ . (LCAS)
Inflammation P
- Fatty acid binding and
Triglyceride clearance & P + transport
(LPL) J< A ———» (ACBP, L-FABP, FATP-1)
= i § R Peroxiosmal j-oxidation
uconeogenesis + (ACO, Bien, Thiolase B
¢ —— SCP-X)
Phospholipid secretion + o Mitochondrial m-oxidation
{ E

¥ o T (CYP4504A1. 4A6-2)

Cholesterol catabolism

+ + Mitochondrial -oxidation
R — 5 (CPT-, CPT-IIl, MCAD)
*..--—-:"'""— \\*

-+ Lipoprotein metabolism
(Apo-Al, All, CllI, AV, PLTP)

Amino acid metabolism

Abbildung 1.3: Funktionen von PPARa in der Leber, nach [120]

Der Grofdteil der Expression von PPARa findet sich in Geweben, die ihren
Energiebedarf hauptsachlich durch Fettsaurekatabolismus decken. Bei Nagetieren geht
die Vermehrung der Peroxisomen nach fettreicher Nahrung, Kalteexposition oder
Stimulation durch Schilddrisenhormone mit einer Aktivierung vieler mitochondrialer
(CPT1 und 2, ACS, ACD) und peroxisomaler Enzyme (ACOX) der p-Oxidation, sowie
mikrosomaler Cytochrom P450 w-Hydroxylasen (CYP4A-Familie) einher [120, 121]. Die
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Expression dieser Enzyme, sowie die von Apolipoproteinen und
Fettsauretransportproteinen wird durch PPARa gesteuert [122, 123]. Es verstarkt durch
Gentranskription direkt und durch verminderte Expression des Lipoproteinlipase-
Inhibitors Apo C-Ill indirekt die Aktivitat dieses Schlisselenzyms der Fettsdurehydrolyse
[124]. Weiter werden die Apolipoproteine A-l1 und A-Il heraufreguliert, was zu einem
Anstieg des Serum-HDL fuhrt. Auf diese Weise werden das Serumcholesterin und die
Triglyzeridspiegel reguliert, wie in Versuchen mit PPARa-knock-out (KO)-Mausen
gezeigt werden konnte [125]. Damit spielt der Transkriptionsfaktor eine herausragende
physiologische Rolle in der Kontrolle des Lipidmetabolismus. Allerdings konnte ebenso
gezeigt werden, dass PPARa im diabetischen Herz vermehrt aktiviert ist und Uber die
gesteigerte Fettsaureoxidation kardiotoxisch wirkt und zu Kardiomyopathie fihren kann
[126].

Weitere Funktionen von PPARa konnten durch Untersuchungen an PPARa-KO-
Mausen entdeckt werden. Unter einer normalen Diat zeigen sich kaum Veranderungen
im Stoffwechsel. Da diese Tiere jedoch nur marginale Glykogenreserven aufweisen,
entwickeln sie beim Fasten schwere Hypoglykamien und eine Hypothermie. Hinzu
kommt eine Leberverfettung und es ist keine Steigerung der Ketonkdrpersynthese zu
verzeichnen [127]. Die Hypothese, dass PPARa auch in die Glukoneogenese eingreift,
konnte dadurch bestatigt werden, dass das Gen der Phosphoenolpyruvatcarboxykinase
(PEPCK) ein funktionelles PPRE aufweist [128]. AuRerdem ubt PPARa einen direkten
Einfluss auf die Pyruvatdehydrogenasekinase 4 (PDK4) aus. Dieses Enzym inaktiviert
den Pyruvatdehydrogenasekomplex (und damit die Glykolyse) und fuhrt Pyruvat
stattdessen der Glukoneogenese zu [129]. Zusatzlich wurde gezeigt, dass Etomoxir, ein
CPT1-Hemmer, in den KO-Mausen eine letale Hypoglykamie hervorrief. Die
Wildtyptiere dagegen beantworteten die Hemmung der mitochondrialen g-Oxidation mit
einer Induktion der anderen beiden Fettsaureoxidationswege. Bemerkenswerterweise
starben 100 % der mannlichen KO-Mause, aber nur 25 % der weiblichen, so dass eine
geschlechtsabhangige Regulation von PPARoa vermutet werden kann. Die
Uberlebensrate der mannlichen Tiere konnte allerdings durch Vorbehandlung mit 17-f-
Ostradiol auf 75 % gesteigert werden [130], was eine Beteiligung dieses Hormons
vermuten Iasst. Die in PPARa-KO-Mausen im Fastenzustand beobachtete

Hypoglykamie konnte allerdings statt auf einer defekten Glukoneogenese auch auf
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einer vermehrten Glukoseverwendung beruhen, da die genetisch veranderten Tiere
sogar hohere Glukoneogeneseraten aufweisen [131]: Bekommen PPARa-KO-Mause
eine hochkalorische Diat, so entwickeln sie erwartungsgemafl mehr als die Wildtyptiere
eine Adipositas. Interessanterweise resultiert daraus aber keine Insulinresistenz, die
sich stattdessen bei den Wildtyptieren entwickelte [132]. Der im braunen Fettgewebe
stattfindenden Thermogenese liegt eine Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung
durch als Thermogenine oder ,uncoupling proteins® (UCP) bezeichnete Proteine
zugrunde, so dass weniger Energie in Form von ATP gespeichert, sondern als Warme
abgegeben wird [55]. Verschiedene UCPs konnten als PPARa-Zielgene identifiziert
werden und ein PPARo-Agonismus war mit einer gesteigerten Thermogenese im

braunen Fettgewebe verbunden [133, 134].

AuRerdem ist PPARa in der Lage, Enzyme der Biotransformation zu regulieren.
Modulationen sind fur alle drei Phasen beschrieben worden, wobei vor allem eine
Herunterregulation von Genen des Steroidmetabolismus zu erkennen ist, so dass
Interaktionen mit oralen Kontrazeptiva und anderen Steroiden nicht auszuschliel3en
sind [120].

PPARa spielt auch in der Regulation der Entzindungsreaktion eine Rolle. So aktiviert
das chemotaktisch wirksame proinflammatorische Eikosanoid LTB4 (Leukotrien By4) via
PPARa seinen eigenen Abbau uber die Induktion von - und w-Oxidation [135]. Auch
die Synthesehemmung proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin 1 und 6 (IL-1 und
-6) Uber eine verminderte NF-kB-Aktivitat, sowie die Hemmung der Cyclooxygenase-2
(COX2) im Aortenendothel ist beschrieben worden [136], was letztlich Uber eine
verringerte Entzundungsreaktion zu weniger Plaquebildung fihren kann. Dies wird
durch die Beobachtung gestutzt, dass PPARa an der Regulation von Genen der
Cholesterinclearance beteiligt ist. So werden der HDL-Rezeptor CLA-1/SR-Bl und
ABCA1 induziert. Letzterer ist am reversen Cholesterintransport aus Makrophagen
beteiligt [137, 138]. Uber verminderte NF-kB-Spiegel scheint PPARo. auch eine Rolle im
Alterungsprozess zu spielen. In gealterten Wildtypmausen und PPARa-KO-Tieren
finden sich erhohte Spiegel an NF-kB. Dies fuhrt Uber zusatzlichen oxidativen Stress
und eine gesteigerte Synthese proinflammatorischer Zytokine zu einer beschleunigten
Alterung der KO-Tiere [139].
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Zusammenfassend wird PPARa neben seiner Funktion als Energielieferant in katabolen
Zustanden — hier werden die Fettsaureoxidation und die Glukoneogenese aktiviert —
eine wichtige Beteiligung an der Thermogenese, Biotransformation und eine
antiinflammatorische Rolle zugeschrieben, die zu einer reduzierten Atherosklerose
fuhrt.

Im Gegensatz zu PPARy und & fuhrt die Aktivierung von PPARa in Nagetieren zur
Peroxisomproliferation. In diesem Zusammenhang ist auch ein erhohtes Risiko fur die
Entwicklung von hepatozellularem Karzinom (HCC) unter PPARo-Aktivierung in
Nagetieren zu nennen, wohingegen PPARa-KO-Mause kein HCC entwickeln [140].
PPARa-Aktivierung fuhrt Uber eine Inhibition der microRNA let-7c zu einer vermehrten
Expression des Onkogens c-myc (cyclic AMP response element-binding-protein).
MicroRNAs sind nicht-kodierende RNAs, die regulatorisch im Stoffwechsel, der Embryo-
und Onkogenese wirken. Let-7c konnte hier als Tumorsuppressorgen identifiziert
werden [141]. Weiterhin scheinen in der Fettsdureoxidation entstehende
Sauerstoffradikale eine Rolle zu spielen. Dass beim Menschen eine karzinogene
Wirkung von PPARa bis heute nicht nachgewiesen werden konnte hat verschiedene
Theorien hervorgebracht: Angefangen von einer PPARa-Aktivitat zwischen 1 und 10 %
verglichen mit Nagetierlebern, einer weniger effektiven Proteinaktivierung und
unterschiedlicher Kofaktorenregulierung, bis zu einer verminderten Effizienz der
humanen PPREs und einer geringeren Bioverfugbarkeit der PPARa-Agonisten [142].
Auch hier konnte eine Bedeutung der microRNAs durch Gonzalez et al. nachgewiesen
werden, indem sie an fur PPARa humanisierten Mausen die fehlende Suppression von
let-7c nach Gabe von WY 14.643 (einem potenten Aktivator) zeigten. Der genaue
molekulare Mechanismus der speziesspezifischen let-7c Inhibition bleibt allerdings

weiterhin ungeklart.
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1.3.4 PPARs und der Intermediarstoffwechsel der Leber

Wie bereits beschrieben finden sich in der Leber hauptsachlich PPARa-vermittelte
Effekte des Lipidkatabolismus. Die Reichhaltigkeit des Leberparenchyms an PPARa in
der normalen Leber (als Schlusselfunktion des Fettsaureabbaus) minimiert das
Bedurfnis einer zusatzlichen Adipogenese, um Lipide zu speichern. So ist es schlussig,
dass neben funktionell aktivem PPARa und einem funktionierenden
Fettsaureoxidationssystem PPARy1 nur in sehr geringen Mengen exprimiert wird.
Dennoch wird PPARy exprimiert und da dessen Funktion unklar war, untersuchten Yu
et al. den biologischen Einfluss von stabil Uberexprimiertem PPARy1 in Mauselebern
von PPARa-KO-Tieren: Adipozyten-spezifische und mit der Lipogenese im
Zusammenhang stehende Gene wurden heraufreguliert und es setzte eine
Leberverfettung ein, die mit einer adipogenen Transformation der Hepatozyten
einherging [143]. Dennoch war es nicht moglich, diese Gene in den steatotischen
Lebern der KO-Mause ohne den PPARy1-Hintergrund zu induzieren. Also scheint ein
niedriger PPARy-Spiegel in den Hepatozyten essentiell zu sein, um eine adipogene
Transformation zu verhindern [143]. Memon et al. beobachteten weiterhin, dass ob/ob
Mause mit defizientem Leptinrezeptor erhohte PPARy-mRNA-Spiegel in der Leber
aufweisen [144]. Diese Beobachtungen kdnnen beispielsweise eine Rolle fur Patienten
spielen, die aufgrund von single-nucleotide-Polymorphismen niedrige PPARa-Spiegel
und ein sehr aktives PPARy1 aufweisen und aufgrund dessen an einer Leberverfettung
leiden. Dem widersprechen jedoch Untersuchungen von Patsouris et al., die zeigten,
dass PPARa-KO-Mause auf Hochfettdiat 20-fach hohere PPARy-Spiegel in der Leber
aufwiesen als die Wildtyptiere auf Normaldiat. In diesem Fall dbernahm PPARYy jedoch
neben der gesteigerten Lipogenese PPARa-Funktionen und wirkte so kompensierend
[145].
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1.3.5 Posttranslationale Regulation von PPARa und y

Extrazellulare Signale und Umweltveranderungen konnen den Phosphorylierungsstatus
von Zellproteinen verandern. Bei nuklearen Rezeptoren spielt die Phosphorylierung fur
ihre transkriptionelle Aktivitdat eine herausragende Rolle. So wird PPARa
insulinvermittelt durch die Mitogen-aktivierte-Proteinkinase (MAPK) phosphoryliert und
dadurch aktiviert, wahrend PPARy durch Phosphorylierung inaktiviert wird [146, 147].
Die Phosphorylierung an Serin 12 und 21 fuhrt bei PPARa zu einer gesteigerten
Aktivitat der AF-1 Region, was vermutlich auf eine vermehrten Interaktion mit dem
Kofaktor PGC-1 zuruckzufuhren ist [148]. PPARy1 wird an Serin 84 und PPARy2 an
Serin 112 phosphoryliert, was letztlich die Ligandenaffinitat herabsetzt [149].

Eine zweite Moglichkeit zur posttranslationalen Regulation stellt die Geschwindigkeit
des Proteinabbaus dar, der hauptsachlich Uber zwei Systeme stattfindet: In den
Lysosomen und Uber das Ubiquitin-Proteasom-System. Der Abbau in den Lysosomen
spielt lediglich fir membranstandige und extrazellular aufgenommene Proteine eine
Rolle [150]. Im Ubiquitin-Proteasom-System werden dagegen vorwiegend kurzlebige
Proteine abgebaut, die den Zellzyklus, die Transkription und die Signaltransduktion
regulieren. Diese werden dazu ATP-abhangig kovalent Uber Lysinreste an das 8 kDa
schwere Polypeptid Ubiquitin gebunden. In einem ersten Schritt wird Ubiquitin durch
das Ubiquitin-aktivierende Enzym aktiviert (E1), dann an einen Ubiquitincarrier
transferiert (E2) und schlieRlich katalysiert die Ubiquitin-Proteinligase die Bindung des
Ubiquitins an das Zielprotein (E3). Anschlielend werden die mehrfach ubiquitinierten
Proteine im 26S Proteasom abgebaut. Fur verschiedene nukleadre Rezeptoren konnte
gezeigt werden, dass sie so abgebaut werden. So zeigen PPARy, Ostrogen- [151],
Progesteron- [152], Glukokortikoid- [152] und Vitamin Ds;-Rezeptor [153] eine schnellere
Ubiquitinierung nach Ligandenbindung. PPARy wird dabei im inaktiven Zustand durch
die gebundenen Korepressoren von der Ubiquitinierung geschutzt, nur die aktivierte
Form beschleunigt den Abbau [154]. Lediglich fir PPARa ist eine Autostimulation
gezeigt worden, indem Liganden die Ubiquitinierung vermindern und dadurch den
Rezeptor stabilisieren [155].
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1.3.6 PPARa-Liganden

Zu den endogenen Liganden von PPARa gehoren langkettige Fettsduren. Diese
induzieren damit selbststandig ihren eigenen Abbau, wobei ungesattigte Fettsduren
hoheraffin gebunden werden als gesattigte. Die Entdeckung, dass Fettsauren
Hormoncharakter haben, indem sie die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren
beeinflussen, zeigte erstmalig, dass es sich dabei nicht bloR um passive
Energiespender handelt. Eine weitere Klasse endogener Liganden stellen die
Eikosanoide dar, Fettsaurederivate der Arachidonsaure. Dazu gehoren die aus dem
Lipoxygenase-Pathway entstehenden Leukotriene (LT) und
Hydroxyeikosatetraensauren (HETE), sowie die aus dem Zyklooxygenase-Pathway
stammenden Prostaglandine (PG). Zu den PPARa-Aktivatoren zahlen die
chemotaktisch und proinflammatorisch wirksamen 8(S)-HETE und LTBs [54]. Im
Vergleich zu anderen nuklearen Rezeptoren zeigen sich jedoch einige Unterschiede im
Bindungsverhalten von PPARa (und auch der anderen beiden Isoformen): So kbnnen
mehrere Typen von Liganden gebunden werden, dies ist jedoch mit einer geringeren
Affinitdt verbunden und schlieRlich existieren Uberlappungen fir Liganden zwischen
den drei Isoformen [156].

Zu den synthetischen PPARa-Liganden zahlen die Fibrate, die in den 1970er Jahren
zur Therapie der Hyperlipiddmie eingefuhrt wurden, ohne dass damals der
Mechanismus bekannt war. Zur Verfugung stehen heute die zuerst eingeflhrte
Substanz Clofibrat, sowie die Analoga Bezafibrat, Fenofibrat, Ciprofibrat und
Gemfibrozil. Insgesamt ist die Bedeutung der Fibrate im Verhaltnis zu den Statinen
jedoch relativ gering. Dies liegt zum einen an der isolierten Indikation der
Hyperlipidamie, da Storungen im Cholesterinstoffwechsel wirksamer mit Statinen
behandelt werden konnen, andererseits an ihrem Nebenwirkungsprofil. Vor allem
gastrointestinale Beschwerden zahlen dazu, aber auch Myalgien, die bis zur
Rhabdomyolyse fuhren kdnnen, sowie ein gehauftes Auftreten von Gallensteinen.

Studien der vergangenen Jahre zeigten ein erhohtes Risiko fur Patienten mit

Dyslipidamie an KHK zu erkranken, so dass Fibrate mittlerweile fur diese Risikogruppe
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empfohlen werden. In der ,Helsinki Heart Study®“ (HHS) wurde eine Reduktion des KHK-
Risikos mit Gemfibrozil unter 4.081 asymptomatischen Mannern, darunter 135 Typ-2-
Diabetikern, untersucht [30]. Im Vergleich zur Plazebogruppe ergab sich durch
Verbesserung der Dyslipidamie eine relative Risikoreduktion von nichttodlichem
Herzinfarkt oder KHK von 34 % (p<0,002). Zu einem ahnlichen Ergebnis kam auch der
,Veterans Affair High Density Lipoprotein-Cholesterol Intervention Trial* (VA-HIT), eine
Studie zur Sekundarpravention, die den Einfluss von Gemfibrozil auf die gemeinsame
Inzidenz von nichttodlichem Herzinfarkt und Koronartod bei 2.531 Mannern mit KHK
und niedrigem HDL-Cholesterin untersuchte [31]. Die der KHK zugeschriebene
Mortalitat sank hier um 22 %, die Inzidenz von Schlaganfallen um 31 %. In der 2006
abgeschlossenen FIELD-Studie (,Fenofibrate Intervention and Event Lowering in
Diabetes®) mit 9.795 Typ-2-Diabetikern in Australien, Neuseeland und Finnland konnte
Fenofibrat das Risiko fur primare Koronarereignisse (KHK-bedingte Mortalitat, nicht
todlicher Myokardinfarkt) nicht signifikant reduzieren, sekundare Endpunkte wie
Schlaganfall und Revaskularisationen jedoch durchaus [29]. Es wird diskutiert, dass das
negative Ergebnis der FIELD-Studie auf den bereits sehr hohen Anteil von Patienten
zuruckzufuhren ist, die zu Beginn bereits mit einem Statin vorbehandelt waren. Eine
zweite Studie mit Fenofibrat, die ACCORD-Studie (,Action to Control Cardiovascular
Risk in Diabetes®) in den USA und Kanada mit 10.000 Typ-2-Diabetikern lauft derzeit
noch, die ersten Ergebnisse werden 2009/10 vorliegen. Bei ACCORD soll untersucht
werden, inwiefern eine alleinige gute Blutzuckereinstellung, Blutzuckereinstellung und
Blutdruckkontrolle oder Blutzuckerkontrolle und Kombinationstherapie aus Fenofibrat
mit Statin KHK-bedingte Komplikationen reduzieren kann.

Der Lipid-senkende Effekt der Fibrate hat zu einer vermehrten Kombination dieser
Wirkstoffgruppe mit den HMG-CoA Reduktasehemmern (Statinen) gefuhrt. So zeigte
die SAFARI-Studie (,Simvastatin Plus Fenofibrate for Combined Hyperlipidemia®) eine
hohere Effektivitat der Kombination von Fenofibrat und Simvastatin bei der Therapie der
Hypertriglyzeridamie als die Statinmonotherapie. Doch traten bei der Verwendung von
Gemfibrozil und Statin vermehrt Rhabdomyolysen auf, vermutlich indem Fibrate den
myotoxischen Effekt der Statine steigern und zu einer hoheren Plasmakonzentration der
Statine fuhren. Demgegenlber konnte eine Rhabdomyolyse in Kombination von
Atorvastatin und Fenofibrat nicht beobachtet werden. Von den berichteten
Rhabdomyolysefallen traten 88 % der Falle (533 von 606) in der Kombination von

28



Einleitung

Gemfibrozil und Cerivastatin auf, lediglich 2,3 % (14 von 606) bei Fenofibrat und
Cerivastatin [157].

Auf der Grundlage der bisher beschriebenen Mechanismen ist das Arterioskleroserisiko
fur Typ-2-Diabetiker hoher als fur Nicht-Diabetiker. Post-hoc Analysen der HHS und des
VA-HIT ergaben einen hoheren Nutzen von Fibraten bei Diabetikern, was die
prospektive ,Diabetes-Atherosclerosis-Intervention Study“ (DAIS) bestatigen konnte.
Hier wurde der Einfluss von 200 mg/d Fenofibrat auf die angiographische Progression
der Koronarsklerose unter 418 Typ-2-Diabetikern untersucht. Das Ergebnis war eine um
40 % geringere Zunahme des minimalen GefaRdurchmessers (p<0,05) [27]. Uber 70 %
der Typ-2-Diabetiker weisen eine Dyslipidamie auf, typischerweise eine
Hypertriglyzeridamie und ein niedriges Serum-HDL. Die UKPDS =zeigte, dass die
Dyslipidamie eine grofliere prognostische Bedeutung als der Hba1; hat [158]. Dies zeigt
sich klinisch daran, dass etwa 80 % der Typ-2-Diabetiker an der KHK und deren
Komplikationen versterben.

Fur die Fenofibratbehandlung ist eine verbesserte vasomotorische Funktion
beschrieben worden. Dies ist neben einem verbesserten Lipidprofil wohl auch auf eine
Stimulation der endothelialen NO-Synthase (eNOS), sowie eine verminderte Expression
der (in die Entzindungsreaktion involvierten) induzierbaren NO-Synthase
zuruckzufuhren [159]. Des Weiteren kann Fenofibrat moglicherweise die Entstehung
von Angiotensin llI-bedingter Hypertonie verhindern, wie bisher in C57BL6J Mausen
gezeigt werden konnte [160].

Zusammenfassend verringert eine Behandlung mit Fibraten signifikant das
kardiovaskulare Risiko, wie in mehreren Studien gezeigt wurde. Das haufig zitierte
Risiko einer Rhabdomyolyse im Rahmen der Kombinationstherapie von Fibrat und
Statin trat nur bei einer bestimmten Kombination auf, so dass der limitierende Faktor
eher in der interindividuell unterschiedlichen Vertraglichkeit besteht.
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1.4 AT1-Antagonisten

Eine entscheidende Rolle zur Regulation von Blutdruck und Blutvolumen spielt das
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS). Renin wird aus dem juxtaglomerularen
Apparat der Niere bei Abfall des renalen Perfusionsdrucks, bei Hyponatriamie und
durch Stimulation sympathischer pi-Rezeptoren in das Vas afferens freigesetzt. Hier
spaltet es vom in der Leber synthetisierten und im GefalRsystem zirkulierenden ap-
Globulin Angiotensinogen das biologisch inaktive Dekapeptid Angiotensin | ab. Das auf
der luminalen Seite des GefalRendothels nahezu ubiquitar vorkommende Angiotensin-
converting enzyme (ACE) spaltet vom carboxyterminalen Ende ein Dipeptid ab, so dass
das stark vasokonstriktorische Oktapeptid Angiotensin [l entsteht. Die sich
anschlielende Aldosteronsekretion fuhrt zur tubularen Natrium- und Wasserresorption,
Kaliurese und Protonensekretion und erhoht somit den Natrium- und extrazellularen

Flassigkeitsbestand des Korpers [161].

Angiotensin Il vermittelt seine Effekte Uber zwei Rezeptorsubtypen, den AT4- und AT-
Rezeptor. Dabei handelt es sich um membranstandige Rezeptoren mit sieben
Transmembrandomanen. Eine Aktivierung des AT1-Rezeptors fuhrt zu Vasokonstriktion,
Natriumretention, Aldosteronsekretion, Proliferation der glatten Gefalimuskulatur,
Aktivierung von Sauerstoffradikalen und proinflammatorischer Zytokine, sowie zur
Aktivierung von Matrixmetalloproteasen. Der AT,-Rezeptor wird als Gegenspieler des
ersten aufgefasst. Er vermittelt Vasodilatation, antiinflammatorische Effekte und wirkt

regenerativ und zelldifferenzierend.

Mit dem 1981 in Deutschland zugelassenen Captopril, dem ersten Vertreter aus der
Klasse der ACE-Hemmer, kam erstmals eine Substanz auf den Markt, die in das RAAS
eingreift. Die ACE-Hemmer weisen eine strukturelle Ahnlichkeit mit dem carboxy-
terminalen Ende von Angiotensin | auf. Sie blockieren das aktive Zentrum des Enzyms
reversibel indem sie als falsche Substrate binden [162]. Ein Nachteil im klinischen Alltag
ist jedoch das Auftreten eines trockenen Reizhustens bei bis zu 20 % der behandelten
Patienten. = Diese = Nebenwirkung soll durch die Beeinflussung des
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Bradykininstoffwechsels vermittelt sein. Es ist bekannt, dass ACE auch Bradykinin in
Spaltprodukte inaktiviert. Erhohte Bradykininspiegel unter ACE-Hemmung konnten so
den Reizhusten vermitteln [163]. Des Weiteren kann Angiotensin |l auch bei
vollstandiger Hemmung des Konversionsenzyms durch  Einwirkung von
gewebestandigen Chymasen entstehen, so dass keine vollstandige Blockierung uber

ACE erfolgen kann.

Nach Identifizierung und Analyse der Rezeptoren des Angiotensin Il wurden diese
hinsichtlich einer alternativen pharmakologischen Einflussnahme auf das RAAS
untersucht. 1995 wurde Losartan als erster AT-Antagonist (Synonyme: Angiotensin Il
Rezeptorantagonist, AT{-Rezeptorantagonist, Angiotensin-Rezeptorblocker, ,Sartan®) in
Deutschland zugelassen, wobei Losartan selbst nur Prodrug ist. Mittlerweile sind
mehrere Analogsubstanzen auf dem Markt, die keine aktiven Metabolite bilden, so die
1997 eingefuhrten Substanzen Candesartan, Eprosartan, Irbesartan und Valsartan.
1999 folgte Telmisartan, 2002 schliel3lich Olmesartan [161].

Neben der Beteiligung des RAAS bei kardiovaskularen Erkrankungen sind die Einflusse
auf metabolische Vorgange vermehrt in den Vordergrund gertckt. Die Ergebnisse
grofRer Klinischer Studien mit ACE-Hemmern und AT;-Antagonisten zeigten, dass sich
diese Substanzen positiv auf Diabetes-assoziierte Symptome wie die Progredienz der
diabetischen Nephropathie auswirken [164]. Zusatzlich sank die Inzidenz von
neumanifestiertem  Typ-2-Diabetes bei Hypertonikern und kardiovaskularen
Risikopatienten. Dieser Effekt wurde sowohl bei ACE-Hemmern (CAPPP- und HOPE-
Studien) als auch bei ATq-Antagonisten beobachtet (LIFE-, CHARM-, VALUE-Studien)
[165]. Allerdings zeigte sich in der DREAM-Studie, dass Ramipril die Inzidenz von
neumanifestiertem Typ-2-Diabetes im Vergleich zur Plazebogruppe nicht signifikant
reduzieren konnte [166]. Insofern scheint die antidiabetogene Wirkung zumindest
hinsichtlich des Ramipril fraglich. Der antidiabetischen Wirkung kdnnen dabei zahlreiche
unterschiedliche Mechanismen zugrunde liegen: Die bei Adipositas erhohten Spiegel
freier Fettsauren mit nachfolgender Suppression der Proteinkinase C fuhren zu einer
verminderten Aktivierung der PI-3-Kinase [90]. Dieses Enzym spielt eine herausragende
Rolle fur eine normale Insulin-stimulierte Glukoseaufnahme. Dieser Vorgang wird durch
Angiotensin Il noch verstarkt [167]. In Tierexperimenten konnten sowohl Irbesartan, als
auch Valsartan die Glukosetoleranz verbessern. Weiterhin stimuliert die Blockade des
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AT+-Rezeptors die Adipogenese und kann so der Glukolipotoxizitat entgegenwirken.
Eine Blockade des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) reduziert zusatzlich
sowohl die bei Adipositas vermehrte Genexpression des AT-Rezeptors, als auch die
erhohten Plasmaspiegel an ACE [168].

Weitere Bedeutung kommt dem RAAS in der chronischen, subklinischen Inflammation
zu, die mit der Adipositas einhergeht. So sind erhdhte Plasmaspiegel an C-reaktivem
Protein (CRP) oder Interleukin-6 (IL-6) mit einem erhohten kardiovaskularen Risiko
verbunden. Angiotensin Il wirkt Uber eine verstarkte Aktivitat von NF-xB, sowie
vermehrter Expression von IL-6 und endothelialen Adhasionsmolekuilen
proinflammatorisch [169]. Schlie3lich spielt oxidativer Stress in der Pathogenese des
Diabetes eine wichtige Rolle. Vermehrte freie Fettsauren und Hyperglykamie fuhren zur
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) in den Mitochondrien. Die bei Diabetikern
verminderte Aktivitat der Superoxiddismutase verstarkt diese Entwicklung noch
zusatzlich. ROS fuhren zur Lipidperoxidation, welche selbst wiederum weitere ROS
generiert, so dass ein sich selbst erhaltender Prozel3 entsteht [168]. Auch die
Thrombozytenaktivierung durch ROS tragt zum gesteigerten kardiovaskularen Risiko
bei. ROS aktivieren auch das RAAS und fuhren uber eine Stimulation des AT;-
Rezeptors zu einer Vermehrung des oxidativen Stress. Experimentelle Studien mit AT;-
Antagonisten (Valsartan, Losartan) oder ACE-Inhibitoren (Captopril) konnten demnach

auch den oxidativen Stress vermindern [170, 171].

Fur die ATi-Antagonisten Losartan, Irbesartan und Telmisartan wurde aulRerdem
gezeigt, dass diese die Differenzierung muriner und humaner Praadipozyten
konzentrationsabhangig verstarken und die Aktivitdt von endogenem PPARy
unabhangig von der AT-Rezeptorblockade sowie der Anwesenheit des AT,-Rezeptors
steigern. Dadurch lieRen sich diese Substanzen als partielle PPARy-Agonisten
identifizieren, was einen moglichen Mechanismus fur ihre insulinsensitivierende
Wirkung darstellt [172, 173].
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2 Hypothese und Zielsetzung

2004 untersuchten Derosa und Kollegen den Einfluss von Telmisartan und Eprosartan
auf Blutdruckkontrolle, Glukosehomoostase und Plasmalipidprofil an 119 hypertonen
Diabetikern, deren Behandlung lediglich durch Diat und korperliche Betatigung erfolgte.
Die erste Gruppe erhielt 40 mg Telmisartan taglich, die zweite 600 mg Eprosartan, die
dritte wurde mit einem Plazebo behandelt. Nach 12-monatiger Behandlung senkten
beide ATs-Blocker aquipotent den Blutdruck gegenuber der Plazebogruppe signifikant.
In keiner der drei Gruppen konnte nach einjahriger Behandlung ein Unterschied
hinsichtlich BMI, HbA+., Nuchternglukose oder Nuchterninsulinkonzentration festgestellt
werden. Es zeigte sich allerdings in der mit Telmisartan behandelten Gruppe schon
nach sechs Monaten eine signifikante Reduktion des Gesamtcholesterins, der LDL-
Unterfraktion sowie der Triglyzeride. Dieser Effekt lie® sich in der mit Eprosartan
behandelten Gruppe nicht nachweisen [174]. Weitere Studien unter diabetischen und
nicht-diabetischen Hypertonikern bestatigten die signifikante Reduktion der
Plasmatriglyzeride und des Gesamtcholesterins unter Behandlung mit Telmisartan [175,
176].

Vergleicht man das Wirkprofil von Telmisartan mit dem der Fibrate, so zeigt sich eine
weitgehende Analogie. Die sich hieraus ergebende Hypothese ist, dass Telmisartan
und eventuell auch andere ATi-Antagonisten moglicherweise einen zusatzlichen
Einfluss auf PPARa haben, der eine Erklarung fur die Veranderungen im Lipidprofil der

genannten Studien darstellen kdnnte.
Die Zielsetzung dieser Arbeit ist es daher:

1. die Interaktion von AT;-Antagonisten mit der PPARa-Ligandenbindungsdomane,
2. die Induktion von PPARa-Zielgenen durch ATi-Antagonisten in vitro und in vivo,
sowie

3. den Einfluss von AT4-Antagonisten auf PPARa als Rezeptor zu charakterisieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Substanzen

3-Isobutyl-1-methylxanthin (Sigma, Taufkirchen, D)
Agarose: Seakem LE Agarose (FMC Bio-Products, Hamburg, D)
Ampicillin (D (-)-alpha-Aminobenzyl-

Penicillin) (Sigma, Taufkirchen, D)

Bovines Serumalbumin (Sigma, Taufkirchen, D)
Chloroform (J. T. Baker, Phillipsburg, USA)
Coomassiebrillantblau (Sigma, Taufkirchen)
Dexamethason (Sigma, Taufkirchen, D)
Dimethylsulfoxid (Sigma, Taufkirchen, D)
Eprosartan (Solvay, D)

Ethanol 96 % (J. T. Baker, Phillipsburg, USA)
Fenofibrinsaure (Bart Staels, Lille, F)
Formaldehyd (J. T. Baker, Phillipsburg, USA)
Formalinlosung (Sigma, Taufkirchen, D)
Glutathionsepharose (Amersham Biosciences, Freiburg, D)
Irbesartan (Sanofi-Synthelabo, Berlin, D)
Isopropanol (J. T. Baker, Phillipsburg, USA)
LB-Agar, Miller (Becton Dickensen, Sparks, USA)
(Ausgangssubstanz, pulverisiert)

LB-Broth, Miller (Becton Dickensen, Sparks, USA)
(Ausgangssubstanz, pulverisiert)

Losartan (MSD, Haar, D)

MG132 (Calbiochem, Merck, Darmstadt, D)
Paraffin (Sigma, Taufkirchen, D)
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PCR-Puffer und MgCl,

RT-Puffer
Real-Time Sybergreen® Mastermix

Real-Time Tagman® Mastermix
Ribonukleaseinhibitor

Skimmed milk powder
Telmisartan

WY 14.643

3.1.2 Kits

BCA Protein Assay Reagent Kit

Plasmid DNA Purification
RNA [l Extraction Kit

(Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe,
D oder Promega GmbH, Mannheim, D)
(Promega GmbH, Mannheim, D)
(Applied Biosystems, Darmstadt, D
oder von der AG Ruiz des CCR)
(Applied Biosystems, Darmstadt, D)
(Ambion Europe, Huntington, UK)
(Roth, Karlsruhe, D)
(Boehringer-Ingelheim, Ingelheim, D)

(

Biomol, Hamburg, D)

(PerBio Science, Pierce Biotechnology
Inc., Bonn, D)

(Macherey-Nagel, Duren, D)
(Macherey-Nagel, Duren, D)

3.1.3 Nukleinsauren und Nukleotide

dNTP

314 Primer

(Sigma, Taufkirchen, D;
Promega GmbH, Mannheim, D)

Alle Primer wurden mit Hilfe von computergestutzten Datenverarbeitungssystemen
erstellt. Das Programm Primerexpress 2.0 der Firma Applied Biosystems wurde fur die
Erstellung von Primersystemen mit Sonde verwendet, da es optimierte Algorithmen fur
die Benutzung mit dem Tagman Real-Time PCR System besitzt. Alle Sonden wurden
mit 5-FAM als Farbstoff und 3-TAMRA als Quencher gelabelt (XT als
Verbindungsbase). Bei Primersystemen fur SybrGreen, das hei3t Systemen ohne
Sonde, kam das im Internet frei verfugbare @ Programm  Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3.cqi) zur Anwendung. Sondensysteme
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wurden fur die in vitro Versuche verwendet, wahrend SybrGreen bei den in vivo
Versuchen zur Anwendung kam. Die Primer und das eingeschlossene Amplikon wurden

jeweils gegen das gesamte Organismusgenom geblastet

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) und auf die Amplifikation von unerwinschten

Fragmenten hin Uberpruft.

Alle Primer wurden bei Tib-MolBiol (Berlin, D) synthetisiert.

Tabelle 3.1.: Verzeichnis der verwendeten Primer

(h=human, m=Maus, semi=semiquantitative PCR)

Gen Forward 5-3’ Revers 3™-5’ Sonde 5-3’ Annealing-
temperatur (°C)

h18s TTCCAATTA CCTGAGAAAC CGCAAATTAC 60
CAGGGCCT GGCTACCACA CCACTCCCGA
CGA T CCC

hCPT1a TGCTTTAC TGGAATCGTG ACCGGGAGGA 60
AGGCGCAA GATCCCAAA AATCAAACCA
ACTG ATTCGTC

hPPARa CTGCAAGG AATCGCGTTG 68
GCTTCTTT TGTGTGACAT
CGG CC

m18s TTAATGAG ACCTGGTTGA TGCATGTCTA 60
CCATTCGC TCCTGCCAGT AGTACGCACG (semi67,3)
AGTTTTC AG GCCGT

mAcsl1 CTCACCAC AGCCATCGTA TGGAAATAGC 63
CTTCTGGT CATGGTTCTG GGGTACCACT
ATGC GATGGT

mCD36 GATTAATG TCCGAACACA 60
GCACAGAC GCGTAGATAG
GCAGC ACC
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mCptia

mCpt1b

mCyp4a10

mPPARa

mPPARy

CGCACGGA
AGGAAAAT
GG

CAAGTTCA
GAGACGAA
CGCC

CCAGGAAC
TGCATTGG
GAAA

GAAGGGCA
CACGCGTG
CGAGTTTT
CAG
TTGACAGG
AAAGACAA
CGGA

TGTGCCCAAT
ATTCCTGG

TCAAGAGCTG
TTCTCCGAAC
TG

GACCCTGGTA
GGATCTGGCA

CTGTGATGAC
AACGTCTTGT
TCCCGAACT

GAGCAGAGTC
ACTTGGTCAT
T

65

60

67

72

62

3.1.5

Semiquantitative PCR

GeneRuler 50 bp DNA Ladder
GeneRuler 100 bp DNA Ladder

Western Blotting
Prestained SDS-PAGE Standard
(Broad Range)

Molekulargewichtsmarker

(MBI Fermentas, St. Leon-Roth, D)
(MBI Fermentas, St. Leon-Roth, D)
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3.1.6 Enzyme

DNAse (Promega, Mannheim, D)
M-MLV RT RNAse H Minus (Promega, Mannheim, D)
RNAsin (Promega, Mannheim, D)

( )

Tag-Polymerase Promega, Mannheim, D

3.1.7 Antikorper

Anti Maus Acsl1 (Kaninchen monoklonal)  (Rosalind Coleman, Chapel Hill, USA)

Anti Maus Gapdh (Kaninchen polyklonal)  (Abcam, Cambridge, UK)

Anti Kaninchen IgG (Amersham, Freiburg, D)
(Meerrettichperoxidase-konjugiert)

Anti Maus IgG (Amersham, Freiburg, D)
(Meerrettichperoxidase-konjugiert)

Anti PPARalpha (Kaninchen polyklonal) (Sigma, Taufkirchen, D)

Anti Ubiquitin (Maus monoklonal) (Sigma, Taufkirchen, D)

3.1.8 Medien und Zusatze fur die Zellkultur

Bovines Serum Albumin (Sigma, Taufkirchen, D)
Dulbeccos Modified Eagle Medium (Invitrogen, Karlsruhe, D)
(High Gluc.; + L-Glutamin, - Na-Pyruvat)
DMEM/ F12 (inkl. HEPES und L-Glutamin) (ATCC, Manassas, USA)
Fotales Rinderserum (FBS) (Invitrogen, Karlsruhe, D)
Insulin, Transferrin, Na-Selenit (IST) (Sigma, Taufkirchen, D)
Penicillin (10.000 U/ml) (Invitrogen, Karlsruhe, D
Streptomycin (10.000 ug/ml) (Invitrogen, Karlsruhe, D
Phosphate-Buffered-Saline (PBS) pH 7,4  (

(

Trypsin/ EDTA

Invitrogen, Karlsruhe, D

)
)
)
)

Invitrogen, Karlsruhe, D
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3.1.9 Zelllinien und Versuchstiere

Homo sapiens, Zelllinie:
HepG2

Mus musculus, Zelllinie:
AML12

Rattus norvegicus, Zelllinie:
COS-7

Mus musculus, Stamm:
C57BL/6J

(ATCC, Manassas, USA)

(ATCC, Manassas, USA)

(ATCC-LGC Promochem, Wesel. D)

(Harlan-Winkelmann, Borchen, D)

3.1.10 Ausgewahlte Zusatzmaterialien

Filmmaterial:
Hyperfilm
Fotochemikalien (Entwickler, Fixierer)

Membranen und Filter:

Hybond-P PVDF Membran

Hybond-C extra Nitrozellulosemembran
Sterilfilter 0,2 ym

Zellkulturzubehor:
Zellkulturplatten und —flaschen in
diversen Grolien

Einmalkivetten

(Amersham, Freiburg, D)
(AGFA Gaevert, Koln, D)

(Amersham, Freiburg, D)
(Amersham, Freiburg, D)
(Schleicher und Schuell, Nurnberg, D)

(Nunc, Wiesbaden, D; BD Bioscience,
Heidelberg, D)
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3.1.11 Puffer und Losungen

Fur gebrauchliche molekularbiologische Techniken wurden, sofern nicht extra erwahnt,
Puffer und Losungen nach Standardprotokollen hergestellt [177]. Hierfir wurde nur
gereinigtes Wasser (Millipore) verwendet. Nachfolgend sind einige ausgewahlte Puffer
aufgelistet, die hauptsachlich fur die Western-Blot Methode gebraucht wurden.

TBS-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NacCl

TBST-Puffer: 20 mM Tris-HCI pH 7,5; 500 mM NaCl; 0,05 % Tween 20 (v/v)

Blotpuffer: ddH20; 48 mM Tris-HCI; 39 nM Glycin; 0,375 % SDS; 20 %
Methanol

Trenn-/ Sammel- ddH20; 1,5 M Tris-HCI pH 8,8; 10 % SDS-Stammlosung;
gelpuffer: 30 % Bis-Acrylamid; 10 % Ammoniumpersulfat, TEMED

Probenpuffer: ddH20; 0,25 M Tris-HCI pH 6,8; 8,5 SDS; 40 % Glyzerol,
20 % 2-Mercaptoethanol; 0,01% Bromphenolblau

Elektrodenpuffer: ddH20; 0,25 M Tris-HCI pH 8,3; 1,92 M Glycin, 1 % SDS (10x)

3.1.12 Material und Gerate

Zellkultur:
Neubauerzahlkammer (Marienfeld GmbH, Lauda- Konigshofen,D)
Mikroskop Olympus CK 40 (Olympus, Hamburg, D)
Laminar-Flow-Arbeitsbank: LaminAir 1.2.  (Heto-Holten, Allerod, DK)
COgy-Inkubator: HeraCell 150 (
(

Zentrifuge Universal 32 R

Heraeus, Hanau, D)
Hettich, Bach, CH)
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RNA-Expressionsbestimmung:

UV-Meter DU 530

2100 Bioanalyzer

RT-PCR-Cycler: iCycler

Real-Time-PCR-Cycler:
Abi Prism 7000
Mx3000P™

Western Blotting:
Spektrophotometer SmartSpec

3.2 Methoden

(Beckman, Krefeld, D)
(Agilent Technologies, Palo Alto, USA)
(BioRad, Munchen, D)

(Applied Biosystems, Darmstadt, D)
(Stratagene, La Jolla, USA)

(BioRad, Hercules, USA)

3.21 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCR-Ansatze erfordern eine individuelle Anpassung der Reaktionsbedingungen. Die

hier dargestellten Inkubationszeiten und Komponentenkonzentrationen sind Richtwerte,

die je nach Optimierungsbedarf verandert wurden.

Standard-PCR Reaktionsansatz:

25 ng cDNA /250 ng genomische DNA

2,5 pl 10x Reaktionspuffer

0,5 pl 10 mM dNTPs
1 ul 50 mM MgCl,

0,5 Ml 20 uM Forward Primer
0,5 Ml 20 uM Reverse-Primer
0,125 pl Tag-Polymerase

ddH.0 ad 25 pl
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PCR-Programm:
5 Minuten  94°C
30 Sekunden 94°C
30 Sekunden Annealingtemperatur 34 Zyklen
45 Sekunden 72°C
5 Minuten  72°C

Jedes spater fur die Real-Time PCR verwendete Primerpaar wurde standardmafig mit
unterschiedlichen Annealingtemperaturen und, wenn ndétig, nach Bestimmung der
optimalen Temperatur in verschiedenen Konzentrationen von Forward und Reverse

Primer (Primermatrix) getestet.

3.21.2 Real-Time PCR

Im Gegensatz zur semiquantitativen PCR kann bei der Real-Time PCR der gesamte
Amplifikationsprozess verfolgt werden. Mit Hilfe einer Fluoreszenzdetektion, deren
Intensitat proportional zur Menge des Amplikons zunimmt, kann so direkt auf die
enthaltene Menge einer Nukleotidsequenz geschlossen werden. Es wurden
unspezifische Detektionssysteme (SybrGreen®) und spezifisch markierte Sonden
eingesetzt. Die hohere Genauigkeit und Sensitivitat dieser Sondensysteme resultiert
aus der sequenzspezifischen Abhangigkeit des Fluoreszenzsignals. Die
Sondensysteme erhalten durch Hybridisierung an die Zielsequenz und Trennung der
raumlichen Nahe des Quenchers vom Farbstoff durch die 5’-3’-Exonukleaseaktivitat der
Polymerase die Fahigkeit zur Fluoreszenz. SybrGreen® dagegen wird durch
Einlagerung in Doppelstrange zur Fluoreszenz befahigt, welche mit dem
Amplifikationsprozess korreliert.

Bei den Messungen kamen ein Applied Biosystems Abi Prism 7000 Sequence
Detection System oder ein Stratagene Mx3000P zur Anwendung, die beide mit
firmeneigener Software ausgerustet waren (ABI7000 2.0; Mx3000P). Alle Gene wurden
mit dem gleichen Temperaturprogramm gemessen, die Annealingtemperaturen wurden

entsprechend den Primereigenschaften verandert.
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Die gelaufigsten Methoden zur Analyse von Real-Time PCR-Daten sind die absolute
und die relative Quantifizierung. Eine absolute Quantifizierung bestimmt die eingesetzte
Kopienzahl an Molekulen beispielsweise durch Vergleich des PCR-Signals mit einer
Standardkurve. Bei der relativen Quantifizierung wird dagegen das PCR-Signal des
Zieltranskriptes einer Behandlungsgruppe mit einer unbehandelten Kontrolle verglichen.

Zur quantitativen Auswertung der Ergebnisse wurde fur die mit Sonde gemessenen
Gene eine Standardkurve erstellt, welche die Effizienz der Amplifikation widerspiegelt
und zur Berechnung des Gehalts noétig ist. Bei einem optimalen Amplifikationsprozess
betragt der Abstand zwischen den einzelnen Signalen der Standardkurve bei einer
Verduinnung von 1:2 einen Zyklus. Die durch den linear verlaufenden Bereich der
Amplifikation gehende Linie wird als Schwellenwert = ,threshold” bezeichnet, der zum
Erhalt eines Zahlenwertes zum Vergleich der Proben herangezogen wird (ct-Wert).

2A8CT_Methode zur

Zur Auswertung der mit SybrGreen® gemessenen Proben kam die
Anwendung. Diese ist ein effizienter Weg, um die relativen Veranderungen der
Genexpression aus Real-Time PCR-Daten zu bestimmen, da hierfur der Platz, den die
Standardkurve einnimmt, direkt fur die Probenmessung verwendet werden kann. Der ct-
Wert beschreibt den Zyklus ct, bei dem die hervorgerufene Fluoreszenz und somit die
Targetmenge einen festen Schwellenwert erreicht. Wie viele Amplifikationszyklen
erforderlich sind, um die Targetmenge zu bilden, ist von der PCR-Effizienz und der
Ausgangsmenge an cDNA abhangig. Fur Amplifikate, die kleiner als 150 Basenpaare
(bp) sind und deren Primer- und Mg?*-Konzentrationen optimiert wurden, ist die
Effizienz nahezu eins, das heil3t, eine Verdopplung des PCR-Produktes hat mit jedem
Zyklus stattgefunden. Die Ermittlung der ct-Werte erfolgte in einer Dreifachbestimmung.
Aus den daraus berechneten 22%°"-Werten wurde anschlieRend das arithmetische
Mittel bestimmt. Das Expressionsniveau wurde jeweils relativ zu einer Probe, die als

Standard mit 100 % gesetzt wurde, angegeben.
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Standard-Real-Time Reaktionsansatz:
2 ng cDNA
12,5 pl 2x Mastermix (mit oder ohne SybrGreen®)
0,25 I 20 yM Forward Primer
0,25 I 20 yM Reverse Primer
0,25 pl 20 uyM Sonde (bei Systemen ohne SybrGreen®)

ddH.0 ad 25 pl

Jede Probe wurde mindestens dreifach gemessen und dann auf die Expression des
stabil exprimierten ,Housekeeping-Gens" bezogen. In diesem Fall handelte es sich um
die mitochondriale Untereinheit 18S.

3.2.1.3 RT-Reaktion zur cDNA-Synthese

1. 1ug mRNA wurde mit 1 uyg Random-Primern in einem Volumen von 13,5 ul versetzt
und die Mixtur 5 Minuten bei 70°C denaturiert.
2. Die Probe wurde auf 4°C gekuhlt und mit folgenden Reagenzien versehen:
0,5 pl RNasin (Promega)
4 Ml 5x First strand buffer (250 mM Tris-HCI ph 8,3; 375 mM KCI; 15 mM
MgCl;

1 Ml 10 mM dNTP-Mix

1 pl M-MLV RT RNase H Minus (Promega)
3. Der Reaktionsansatz wurde fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert.

Im Anschluss erfolgte die Analyse der cDNA durch PCR.

3.2.1.4 Kultivierung von Bakterien

Die Herstellung und Transformation von Bakterienzellen erfolgte durch eine
Polyethylenglykol-abhangige chemische Kompetenz des E. coli Stamms XL1-blue
[178]. Dies wurde wie folgt erreicht:

1. Mit 1 ml Ubernachtkultur 100 ml LB animpfen, bis OD 0,3-0,6 wachsen lassen

2. 10 Minuten bei 2.500g abzentrifugieren
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3. In 7,5 ml IMT resuspendieren, dann 1 Stunde auf Eis inkubieren

4. Aliquotieren und in flissigem Stickstoff einfrieren
Der eigentliche Transformationsvorgang wird nach folgendem Protokoll induziert:

5. 20 pl KCM 5x mit 80 ul Plasmidlosung (20-100 ng Plasmid) verdinnen

6. 20 Minuten auf Eis und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

7. 1 ml LB-Medium zugeben und 1 Stunde bei 37°C leicht schuitteln

8. Auf eine antibiotikahaltige Platte ausstreichen und uber Nacht bei 37 Grad

wachsen lassen

Die durch die Transformation erworbene Antibiotikaresistenz erlaubt die Selektion der
positiven Kolonien, welche dann zu praparativen Zwecken in LB-Medium Uberfuhrt

wurden.

3.2.1.5 Isolation von Plasmid-DNA

Midi-und Maxi-Praparation zu praparativen Zwecken:
Zur lIsolation von Plasmid-DNA zu praparativen Zwecken wurden die Kits zur
Plasmidextraktion ,Maxi“ verwendet und die Praparation nach den Angaben der

Hersteller durchgefuhrt.

Mini-Praparation zu analytischen Zwecken:
Hierfur wurde das NucleoSpin Plasmid-Kit verwendet und die Praparation nach den

Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

3.2.1.6 Isolation von mRNA

Die Isolation von mRNA aus kultivierten Zellen erfolgte mit Hilfe des Nucleo-Spin RNA |l
Kits gemal} den Angaben des Herstellers. Dabei wird die RNA an Polymere gebunden,
die dann gewaschen werden und mit polarem Losungsmittel die mRNA wieder

freisetzen.
Bei der RNA-Praparation aus Organgewebe kam die Trizol®-Methode zur Anwendung.

Diese beruht auf dem Prinzip der RNA-Isolation in einem Schritt nach Chomczynski und
Sacchi [179]. Es wurde das Protokoll des Herstellers befolgt.
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3.2.1.7 Kontrolle der mRNA-Qualitat

Zur Sicherstellung der Qualitat der isolieten mMRNA wurde der Absorptionsquotient
bestimmt. Das Verhaltnis der Extinktionswerte bei einer Wellenlange des Lichts von 260
und 280 nm wurde errechnet und nur Proben mit einem Zahlenwert grofer 1,6
verwendet. Ein kleinerer Quotient weist auf mogliche Verunreinigungen mit Proteinen,
bzw. Salzrickstanden hin, die dann beim Umschreiben zu Ungenauigkeiten fuhren
konnen.

Alternativ wurde die mRNA mit Hilfe eines Agilent 2100 Bioanalyzers qualifiziert und
quantifiziert. Dazu wird 1 pl jeder Probe in einem Chip &hnlich einer TBE-
Gelektrophorese einer Elektrophorese unterzogen, vermessen und die Qualitat anhand
des Quotienten aus 18S und 28S RNA bestimmt.

3.2.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.2.1 Proteinisolation

Nach entsprechender Stimulation wurden die Zellen zweimal mit 4°C kaltem PBS
gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen mit Hilfe eines Schabers abgeldst, in ein
Eppendorftube UberfUhrt und das Pellet in Proteinlysepuffer aufgenommen.
AnschlieRend wurde das Gemisch 30 Minuten bei hochster g-Zahl zentrifugiert und der
Uberstand, der den geldsten Proteinen entspricht, in ein neues Eppendorfgefal

Uberfuhrt und einer Immunprazipitation unterzogen.

Zur Proteinisolation aus Organgewebe kam die Trizol®-Methode zur Anwendung.

3.2.2.2 Immunprazipitation

Bei der Immunprazipitation werden Peptide oder Proteine, die spezifisch an einen
Antikorper binden, aus Zelllysaten entfernt. Vor der Immunprazipitation sind die
Antikdrper normalerweise auf den Sepharosebeads immobilisiert, indem sie an die
unlésliche Komponente wie Protein A oder G gebunden sind. Die Wahl des
immobilisierten Antikorperbindeproteins hangt von der Spezies ab, in der der Antikorper
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ausgebildet wurde. Protein A bindet gut an Kaninchen-, humanes, Meerschweinchen-
IgG und Maus-IgGaap. Protein G bindet stark an Ziegen-, Schaf- und Hasen-IgG. Um
den Antikorper auf der Protein A-Sepharose Matrix zu immobilisieren, wurden die beads
in PBS bei Raumtemperatur aufgequollen. Anschlielend wurden sie zweifach in PBS
gewaschen und auf 50 % (v/v) verdunnt. Nach Zugabe eines geeigneten Antikorpers
(2 pug Antikorper auf 50 pl Losung) erfolgte die Inkubation fur zwei Stunden auf einem
Tischrotor bei 4°C. Die Zelllysate wurden daraufhin fur eine halbe Stunde bei 4°C mit
der Sepharosemischung inkubiert, um das Lysat zu praabsorbieren. Nach
zehnminltiger Zentrifugation (10.000g, 4°C) wurde der Uberstand der eigentlichen
Immunprazipitation unterzogen, indem er uber Nacht mit neuem Sepharose-Antikorper
Mix inkubiert wurde. AbschlieRend wurde mit eiskaltem RIPA-Puffer gewaschen und die
ubrig bleibenden beads nach restloser Entfernung des RIPA-Puffers mit 1x SDS
Gelladepuffer gekocht (2 Minuten, 95°C).

3.2.2.3 Gehaltsbestimmung von Proteinlosungen

Zur Gehaltsbestimmung von Proteinen wurde das BCA™ Protein Assay Reagent Kit
verwendet. Dazu wurden durch Standardkurven lineare Bereiche zwischen
Proteingehalt und Absorption des Farbkomplexes ermittelt und fur die Berechnung des
Gehalts der Proben herangezogen.

3.2.2.4 Western Blotting

Hierbei wurden 40 ug Protein mit 4x oder 6x Laemmlipuffer versetzt und auf ein SDS-
Polyacrylamidgel (7-12 %, je nach ProteingroRe) geladen, das mit einer
daruberliegenden etwa 1,5 cm groflen Schicht eines niedrigprozentigen Sammelgels
versehen war. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte nach Laemmli [180]. Nach
der SDS-PAGE wurden die Proteine unter Verwendung einer Nassblottkammer auf eine
PVDF-Membran transferiert. Die Transferbedingungen des Blot-Apparaturherstellers
wurden befolgt.

Zur Uberprifung des erfolgreichen Transfers der Proteine wurden die Membranen mit

Ponceaufarbstoff und die Gele mit einer Coomassielosung gefarbt. Die Membran wurde
anschliefend kurz in ddH,O entfarbt und in TBS-Puffer mit 5 % Milchpulver fur 90
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Minuten geblockt. Der Erstantikorper wurde 1:250 (PPARa), 1:6.000 (Acsl1) oder
1:50.000 (GAPDH) in 0,02 % TBST (PPARa) oder 5 % Blockingreagenz (Milchpulver)
verdunnt und mit der Membran Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nicht gebundener
Antikorper wurde durch dreimaliges Waschen fur zehn Minuten mit TBST-Puffer
entfernt. Der Zweitantikorper (Peroxidase-konjugierter Ziege-Anti-Maus, bzw. Anti-
Kaninchen Antikorper) wurde 1:1.000 verdunnt und bei Raumtemperatur fur eine
Stunde inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in TBST erfolgte die Peroxidasereaktion
mit ECL als Chemilumineszenz und die Auflage eines Filmes. Nach entsprechender
Inkubationszeit (10 Sekunden bis 40 Minuten) wurde der Film entwickelt und gescannt.
Als Ladungskontrolle wurde der Blot mit einem Antikdrper gegen das stabil exprimierte
36 kDA schwere Gapdh untersucht.

Der Antikorper gegen Acsl1 wurde freundlicherweise von Professor Rosalind A.
Coleman (Department of Nutrition, University of North Carolina, Chapel Hill, USA) zur
Verfugung gestellt [181].

3.2.3 Zellkulturtechniken und Transfektionen

3.2.3.1 Kultivierung der Zelllinien

Kulturmedien: COS-7 DMEM
10 % FBS
1 % Pen./ Strep.

HepG2 DMEM
15 % FBS
1 % Pen./Strep.

AML12 DMEM/ F12
10 % FBS
0.005 mg/ml Insulin
0,005 mg/ml Transferrin
5 ng/ml Selen
40 ng/ml Dexamethason
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Die Zellen wurden standardmafRig kultiviert und die Medien alle zwei Tage erneuert.

3.2.3.2 Transiente Transfektion von adharenten Zellkulturen

Zur transienten Differenzierung der Zellen wurde das Lipofectamin® 2000 Reagenz
benutzt. Die Anwendung erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellers. In einem
ersten Ansatz wurde die Plasmid DNA in OPTIMEM verdunnt, in einem zweiten Ansatz
Lipofectamin® 2000 Reagenz in OPTIMEM fur funf Minuten inkubiert. Nach dem
Vereinigen der beiden Ansatze und 20 Minuten Inkubation wurde diese Mischung auf
die Zellen verteilt, die zuvor mit PBS gewaschen und auf DMEM ohne Antibiotika
gesetzt wurden. Die Transfektionszeit betrug zwischen drei und vier Stunden.
AnschlieBRend wurde wieder serumhaltiges Medium zugegeben und entsprechend

stimuliert.

3.2.3.3 Bestimmung der Luziferaseaktivitat und g-Gal-Aktivitat in

Reporterassays

Zur Bestimmung der Luziferaseaktivitat von Reportergenen wurde das Dual-
Luciferase® Reporter Assay System benutzt. Die Anwendung erfolgte gemal den
Angaben des Herstellers. Nach der Inkubation fur 24 oder 48 Stunden wurden die
Zellen mit PBS gewaschen, im passiven Lysepuffer aufgenommen und kurz
anzentrifugiert. Parallel wurden zwei verschiedene Substratidsungen hergestellt, die
zum einen fur die Firefly-Reporterluziferase und zum anderen fur die Renillaluziferase
(als Normierung) zur Aktivitatsbestimmung dienten. Nach Messung der Proben im

Luminometer wurde aus den beiden Luziferasemessungen der Quotient gebildet.

3.24 Versuchstiere

Die in vivo-Versuche erfolgten in Kooperation mit Markus Clemenz, der den
nachfolgend beschriebenen 26-wochigen Versuch durchfuhrte [172]. Mannliche
C57BL/6J-Mause wurden bei einer konstanten Raumtemperatur von 25°C und einem
jeweils zwolfstindigen Tag-Nacht-Zyklus gehalten. Die Ernahrung erfolgte mittels einer
Hochfettdiat (60 % der Energie aus Fett) fur 16 Wochen, bevor die Randomisierung in

eine der drei Behandlungsgruppen erfolgte: In eine mit Vehikel (0,5 % Tween80/ H20,
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n=10, in den Abbildungen mit K bezeichnet), sowie jeweils eine mit 3 mg/kg/d
Telmisartan oder 10 mg/kg/d Pioglitazon behandelte Gruppe (n jeweils 6). Diese
Behandlung wurde per Sonde fur weitere zehn Wochen durchgefuhrt. Eine weitere
Gruppe (n=6) erhielt fur die 26 Wochen des Experiments eine Kontrolldiat (10 % der
Energie aus Fett, nachfolgend als ND (Normaldiat) bezeichnet). Wochentlich wurden
das Gewicht gemessen und ein oraler Glukosetoleranztest durchgefuhrt. Die
Lokalisation und Quantifizierung der Fettdepots erfolgte mittels
Magnetresonanztomographie. Vor und nach dem Behandlungszyklus erfolgte unter
Isoflurananasthesie eine morgendliche Nuchternblutentnahme durch Punktion der V.
retroorbitalis zur Bestimmung der Serumtriglyzeride. Nach Beendigung des
Experiments wurden die Tiere getotet und die Organe entnommen. Die RNA-, bzw
Proteinextraktion erfolgten mit der Trizol®-Methode (vgl. 3.2.1.6).

3.2.5 Statistische Berechnungen

Die Zellkultur- und Transfektionsexperiment wurden mit Hilfe des parametrischen
Student-t-Tests analysiert, da durch bisherige Erfahrungen von einer Normalverteilung
der Werte auszugehen ist. Gemaly den Anforderungen wissenschaftlicher Journale
wurden Genexpression der genetisch uniformen Zelllinien und Luziferaseaktivitaten in
dieser Weise einer konfirmatorischen Datenanalyse auf Signifikanz hin untersucht. Als
Signifikanzniveau wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 angenommen. Die
graphische Darstellung erfolgte als Mittelwert + Standardabweichung. Bei Ergebnissen,
die durch Experimente mit Zellen aus verschiedenen Versuchstieren generiert wurden,
kamen Einweg-ANOVA Tests mit anschlieliendem multiplen Bonferroni-Vergleich zur
Anwendung. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Softwareprogramme Excel (Office
2000, Microsoft, Redmond, USA), und SPSS 12.0.
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss der AT -Blocker auf die PPARa.-

Ligandenbindungsdomane

Um genauere mechanistische Einblicke in die Wirkungsweise der AT -Antagonisten zu
bekommen, sollte die LBD mittels eines Aktivierungssystems, basierend auf dem Gal4-
Transkriptionsfaktor aus der Hefe, untersucht werden. Dort steuert dieser Faktor die
Expression des Galaktosidasegens. Gal4 kommt nur in der Hefe vor und beeinflusst die
Genexpression bei der Transfektion in Saugerzellen nicht [182]. Der Vektor kodiert ein
Funktionsprotein aus der PPARa-LBD und dem Gal4-Transkriptionsfaktor. Ein weiterer
Vektor besteht aus der Gal4-DBD und einer Luziferase. Nur bei einer direkten
Interaktion mit der LBD erhalt der Gal4-Transkriptionsfaktor die Fahigkeit zur Bindung
an seine DBD und damit zur Expression seiner Luziferase. Dieses Vektorsystem und
der Renilla-Luziferasevektor als Referenz wurden in COS-7-Zellen transfiziert und
anschliel3end mit verschiedenen Dosierungen von ATi-Antagonisten, beziehungsweise
den vollen Agonisten fur 36 Stunden stimuliert. Unter den ATi-Antagonisten wurden
diejenigen ausgewahlt, die kurzlich als partielle PPARy-Agonisten beschrieben worden
waren [173]. Als Referenzsubstanzen wurden die PPARa-Liganden Fenofibrinsaure,
der aktive Metabolit des Fenofibrats [183] und WY 14.643 [184] verwendet. Fenofibrat
findet Anwendung in der Behandlung der Hypertriglyzeridamie, sowie zur Senkung des
LDL-Cholesterins, wahrend es sich bei WY 14.643 um eine rein experimentell
verwendete Substanz handelt. Nach Ablauf der 36-stindigen Stimulation wurde die
Luziferaseaktivitat vermessen und gegen die Aktivitat eines kotransfizierten f3-

Galvektors abgeglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.1 dargestellt.
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Abbildung 4.1: Aktivierung der PPARa-LBD durch Liganden

Fenofibrinsaure und WY 14.643 aktivieren, wie in der Literatur beschrieben [185], die
PPARa-LBD im pM-Bereich. Telmisartan zeigt eine partielle Aktivierung oberhalb von
10 uM, wahrend Irbesartan und Losartan keine Interaktion mit der PPARa-LBD
aufweisen. Die ECso-Werte und Effizienzen der Aktivierung sind in Tabelle 4.1

zusammengefasst.
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ECso (UM) Effizienz, relativ zu

Fenofibrinsaure

Fenofibrinsaure 18,2 100 %
WY 14.643 6,4 80 %
Telmisartan 21.8 18 %

Losartan und Irbesartan - -

Tabelle 4.1: Vergleich von ECso-Werten und Effizienzen der PPARo-LBD Aktivierung

4.2 Einfluss des AT -Blockers Telmisartan auf die PPARa. -

Zielgenexpression in vitro

Den Agonismus eines Liganden kann man entweder direkt anhand von
Interaktionsstudien mit dem Rezeptor oder aber durch die Betrachtung von Zielgenen
des Rezeptors untersuchen. Jeder nukleare Rezeptor induziert als Transkriptionsfaktor,
je nach dessen metabolischer Funktion, ein bestimmtes Muster an Zielgenen [120]. Die
schwache Aktivierung der PPARo-LBD durch den einzig verbliebenen Agonisten
Telmisartan im Gal4-Transaktivierungsversuch warf allerdings die Frage auf, ob sich ein
Effekt auf die Zielgenexpression von PPARa darstellen lieBe. Aufgrund des
Verteilungsmusters von PPARa mit der starksten Aktivitat in Lebergewebe [156] wurde

die Zielgenexpression deswegen in zwei Leberzelllinien untersucht.
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421 PPARa-Zielgenexpression in HepG2-Zellen

Far die Analyse der Wirkung von Telmisartan auf die PPARa-Zielgenexpression wurde
die humane Hepatoblastomzelllinie HepG2 ausgewahlt, ein etabliertes Zellmodell zur
Untersuchung des Leberstoffwechsels [186, 187] und der PPARa-Zielgenexpression
[188, 189]. Um den Zellstoffwechsel auf ein basales Niveau zu reduzieren, wurden die
Zellen zunachst fur 16 Stunden mit serumarmem (0,5 %) DMEM behandelt, bevor sich
die Inkubation mit Telmisartan anschloss. Als Zielgen wurde die Expression der
Leberform der Carnitinpalmitoyltransferase-1 (CPT1a) gewahlt, dem
geschwindigkeitsbestimmenden Enzym der Fettsaureoxidation [59, 60]. Diese schleust
aktivierte Fettsauren (Acyl-CoAs) durch die aullere Mitochondrienmembran. Die
Carnitin-Acylcarnitin-Translokase (CACT) ubergibt diese dann an die in der inneren
Mitochondrienmembran sitzende CPT2.

Telmisartan induziert CPT1a nach 48 Stunden. In einem ersten Schritt wurde
zunachst ein Zeitverlauf erstellt. Dafur wurde zwischen sechs und 48 Stunden mit 50
MM Telmisartan oder dem Vehikel DMSO behandelt. Die Auswertung erfolgte mittels
quantitativer Real-Time PCR. Als Kontrolle diente die stabil exprimierte 18S
Untereinheit, auf die die einzelnen Werte bezogen wurden. Nach sechs Stunden (vgl.
Abbildung 4.2) zeigte sich die mRNA-Expression unverandert (0,09 + 0,06-fache
Induktion vs. unbehandelte Kontrolle), nach zwolf Stunden war sogar eine
Herunterregulation (0,62 + 0,05-fache Induktion vs. unbehandelte Kontrolle) erkennbar,
die jedoch nicht signifikant war. Weitere zwolf Stunden spater liel3 sich erstmals eine
geringe Stimulation feststellen (1,24 + 0,05-fache Induktion vs. unbehandelte Kontrolle,
p>0,05), diese war 48 Stunden nach Versuchsbeginn deutlich ausgepragt (2,84 + 0,63-
fache Induktion vs. unbehandelte Kontrolle, p<0,001) und erreichte auch ein
entsprechendes Signifikanzniveau. Dieser Zeitpunkt wurde dann fur den sich
anschlieBenden Dosisverlauf ausgesucht. Als Positivkontrolle wurden zusatzlich
HepG2-Zellen mit 100 yM WY 14.643 behandelt. Auf Abbildung 4.3 ist die Geninduktion
nach 48 Stunden dargestellt. Sie erreicht eine 6,60 + 1,60-fache Induktion vs.

unbehandelte Kontrolle (p<0,05).
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Abbildung 4.2: CPT1a Expression durch Telmisartan in HepG2-Zellen

Darstellung eines Zeitverlaufs mit 50uM Telmisartan fur 6, 12, 24 und 48h, wobei die Expression zur

Vehikelbehandlung (K) relativiert wurde. Die 2,8 fache Induktion nach 48h ist statistisch signifikant

(*** p<0,001, n=3).
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Abbildung 4.3: CPT1a Expression durch WY 14.643 in HepG2-Zellen.

Geninduktion nach 48-stiindiger Stimulation mit 100 pM WY 14.643. Die Expression wurde zur
Vehikelbehandlung (K) relativiert ( * p<0,05, n=5).
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Telmisartan induziert CPT1a bereits bei 10 pM. Fur den Dosisverlauf wurden die
Zellen fur 48 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen von Telmisartan, bzw.
dem Vehikel DMSO inkubiert (vgl. Abbildung 4.4). Bei der mit 0,1 yM niedrigsten Dosis
zeigte sich keinerlei Induktion (1,08 = 0,02-fache Induktion vs. unbehandelte Kontrolle),
diese war jedoch bereits bei Konzentrationen von 1 yM darstellbar (1,30 = 0,18-fache
Induktion vs. unbehandelte Kontrolle), jedoch nicht signifikant von der Nullkontrolle
verschieden. Bei der mit 10 pM nachsten Stufe wurde dieses Niveau dann bei einer
Induktion von 1,53 + 0,16 (p<0,05) erreicht. Eine deutliche Expressionssteigerung war
schliel3lich bei der héchsten Konzentration (50 puM) auszumachen. Hier erreichte die
CPT1a mRNA-Expression eine 2,84 + 0,63-fache Induktion vs. unbehandelte Kontrolle
(p<0,001).
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Abbildung 4.4: CPT1a Expression in HepG2-Zellen

Auf dem Diagramm ist ein Dosisverlauf der mRNA-Expression von CPT1a im Verhéltnis zu
vehikelbehandelten Zellen (K) mit 0,1, 1, 10 und 50 yM Telmisartan nach 48h dargestellt. Die Induktionen
mit 10 und 50 puM sind statistisch signifikant (* p<0,05, *** p<0,001, n=3).
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4.2.2 PPARa-Zielgenexpression in AML12-Zellen

Als zweite Zelllinie wurden murine AML12-Zellen gewahlt. Maus- oder Rattenleberzellen
eignen sich fur die Untersuchung von PPARa deswegen besonders, weil sie circa
zehnfach hohere Spiegel des Transkriptionsfaktors aufweisen als humane Zellen [115].
Als Zielgen wurde die Langketten-Acyl-CoA Synthetase 1 (Acsl1) gewahlt, da hierzu
umfangreiche Voruntersuchungen aus der Literatur bekannt sind [122, 190]. Acsl wird in
Saugetieren in funf Isoformen exprimiert, wobei das leberspezifische Acsl1 aullerdem in
differenzierten Fettzellen und dem Herzen vorkommt [191]. Das Enzym aktiviert
langkettige Fettsauren und stellt diese der weiteren Verwendung in der $-Oxidation oder
Triacylglycerolsynthese zur Verfugung. Die Spezifitat fur den jeweiligen metabolischen
Weg kommt wahrscheinlich durch die zellkompartimentspezifische Expression zu
Stande. So wird am Fettsaurekatabolismus beteiligtes Acsl1 vorwiegend in
Mitochondrien und  Mikrosomen exprimiert, wahrend die Synthese im
Endoplasmatischen Retikulum stattfindet [192].

Telmisartan induziert Acsl1 in einer Konzentration von 10 pM. Die Zellen wurden
fur 16 Stunden mit 0,5-prozentigem DMEM behandelt, bevor die Behandlung mit 10 pM
Telmisartan fur 48 Stunden erfolgte. Zusatzlich wurden Zellen als Positivkontrolle mit 10
MM WY 14.643 behandelt. Abbildung 4.5 zeigt das Ergebnis nach Auswertung mittels
Real-Time PCR. Fur Telmisartan ergab sich eine Acsl1-Induktion von 2,37 = 0,1-fach
vs. unbehandelte Kontrolle (p<0,001), die gleiche Konzentration WY 14.643 zeigte eine
Steigerung von 1,46 = 0,12-fach vs. unbehandelte Kontrolle (p<0,01) gegenuber den
mit DMSO (K) behandelten Zellen.
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Abbildung 4.5: Acsl1-Expression in AML12-Zellen

Das Diagramm zeigt die mRNA-Expression nach 48-stlindiger Behandlung mit
A) 10 yM Telmisartan oder
B) 10 uM WY 14.643

4.3 Einfluss des AT -Blockers Telmisartan auf die PPARa. -

Zielgenexpression in vivo

Zur Verifizierung der in den in vitro Experimenten gewonnen Ergebnisse sollten
dieselben Zielgene in vivo uberpruft werden. Dazu wurden C57BL/6J-Mause hinsichtlich
ihrer PPARa-Zielgenexpression untersucht. Diese Mause werden haufig als Tiermodell
fur das metabolische Syndrom verwendet, da sie unter hochkalorischer Diat Zeichen
der Insulinresistenz aufweisen [193]. Die Tiere haben sowohl eine gestorte
Insulinsensitivitat als auch  Glukosetoleranz  bei  gleichzeitig bestehender
Hypertriglyzeridamie. Im Vergleich zu den mit einer Niedrigfettdiat behandelten Mausen
zeigten die Tiere auf Hochfettdiat nach 16 Wochen Diat eine deutliche Insulinresistenz
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und gestorte Glukosetoleranz [172]. Unter zehnwochiger Therapie mit Telmisartan und
Piogliatzon verbesserten sich sowohl die Insulinresistenz als auch die Glukosetoleranz
[172]. In den vorliegenden Untersuchungen wurden die Auswirkungen der
Telmisartantherapie auf die Expression von PPARa-Zielgenen im Bereich der
Fettsaureoxidation sowie von Leberfunktionsparametern untersucht. Fdr die
Zielgenexpression wurden zunachst die RNA von Leber- und Muskelgewebe (M.
soleus) isoliert und mittels quantitativer Real-Time-PCR ausgewertet.

4.3.1 Zielgenexpression in Lebern von C57BL/J6 Mausen

Die Auswertung der Zielgenexpression erfolgte in den mit Telmisartan, Pioglitazon und
Vehikel (K) behandelten Tieren. Als externer Vergleich diente noch die
Normaldiatgruppe (ND). Pioglitazon wurde als Vergleich gewahlt, da dieses
Thiazolidindion zusatzlich zu seinen Eigenschaften als PPARy-Ligand auch als
schwacher PPARa-Agonist beschrieben wurde [194]. Die Expressionswerte wurden
stets mit den Werten der Hochfettgruppe ohne Therapie abgeglichen und die
Signifikanzniveaus fur diese berechnet.

Telmisartan induziert Cpt1a und Acsi1 in Lebern von C57BL/6J-Mausen. Die nach
der 16-woOchigen Startphase begonnene Behandlung mit Telmisartan ergab eine 3,16 =
0,44-fache Induktion vs. unbehandelte Kontrolle fur Cpt1a (p<0,01, p<0,05 gg. ND (vgl.
Abbildung 4.6 A)). Die mit Pioglitazon behandelten Tiere erreichten eine 0,80 = 0,18-
fache Induktion vs. unbehandelte Kontrolle (nicht signifikant). Im Vergleich Hochfettdiat-
Normaldiat ergab sich fur die Normaldiat eine Expression von 1,50 + 0,30-fach (nicht
signifikant). Telmisartan steigerte die Expression von Acsl1 auf das 2,52 + 0,34-fache
vs. unbehandelte Kontrolle (p<0,001, p<0,001 vs. Pioglitazon), Pioglitazon zeigte eine
Induktion von 1,15 = 0,14-fach vs. unbehandelte Kontrolle. Die Tiere auf Normaldiat
erreichten ein Expressionsniveau von 0,78 + 0,06-fach vs. unbehandelte Kontrolle. (vgl.
Abbildung 4.6 B).

Zusatzlich wurde noch die mRNA-Expression von Cyp4a10 gemessen, einem Enzym
der mikrosomalen -Oxidation, das durch langkettige Fettsduren und PPARa-

Aktivatoren stark induzierbar ist. In den Lebern der Mause zeigte sich, dass die
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Hochfettdiat im Vergleich zur Normaldiat die Expression dieses Enzyms ungefahr um
das siebenfache steigerte (1,00 = 0,10 vs. 0,14 + 0,02, p<0,001). Fur Telmisartan liel3
sich mit einer 1,47 = 0,33-fachen Induktion vs. unbehandelte Kontrolle (nicht signifikant)
lediglich ein Trend zu einer starkeren Expression ausmachen. Die Geninduktion der mit
Pioglitazon behandelten Tiere war mit 1,65 = 0,28-fach vs. unbehandelte Kontrolle am

starksten ausgepragt, jedoch ebenfalls ohne Signifikanz.
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Abbildung 4.6: mRNA-Expression von Cpt1a (A), Acsl1 (B) und Cyp4a10 (C) in Lebern von C57BL/6J-

Mausen

Telmisartan induziert die beiden erstgenannten Zielgene signifikant gegeniiber der Kontrolligruppe (K),
Acsl1 auch gegeniber Pioglitazon. (** p<0,01; *** p<0,001 vs. unbehandelte Kontrolle; $$ p<0,01 vs.
Pioglitazon, §/ §§ p<0,05/ 0,01 vs. ND; n26).
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4.3.2 Zielgenexpression im M. soleus von C57BL/6J-Mausen.

Nach der Leber findet sich die hochste Aktivitat von PPARa im quergestreiften Muskel
[195]. Um eine mogliche PPARao-Zielgeninduktion auch dort nachzuweisen, wurde der
M. soleus vom perimuskularen Fettgewebe getrennt und die muskulare RNA isoliert. Als
Zielgen wurde konsistent zu den Leberanalysen die Cpt1 Muskelform (Mcpt1 oder
Cpt1b) gewanhlt. Diese ist in die Fettsaureoxidation involviert und wird im katabolen

Zustand heraufreguliert.

Telmisartan zeigt keine Induktion von Cpt1 im M. soleus von C57BL/6J-Mausen.
Die Behandlung mit Telmisartan ergab im Verhaltnis zur unbehandelten Kontrolle eine
Herunterregulation auf 0,60 = 0,06 fur Cpt1b (vgl. Abbildung 4.7), die jedoch nicht
signifikant war. Ein signifikanter Unterschied zwischen Hochfettdiat und Normaldiat

zeigte sich ebenfalls nicht (0,82 + 0,06-fache Induktion vs. unbehandelte Kontrolle).
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Abbildung 4.7: mRNA-Expression im M. soleus von C57BL/6J-Mausen
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4.3.3 Stimulation der Acsl1-Proteinexpression in vivo durch

Telmisartan

Die mRNA-Expression macht keine verlassliche Aussage hinsichtlich der Ubersetzung
des durch den Liganden am Rezeptor ausgelosten Impulses, da die eigentliche
metabolische Funktion der translatierten Aminosauresequenz zukommt. Deshalb sollte
nach der mRNA-Quantifizierung die Untersuchung eines Funktionsproteins erfolgen.
Dazu wurden aus den Lebern der C57BL/6J-Mause Proteine isoliert und mithilfe einer
SDS-PAGE und anschlieRBendem Western Blot analysiert. Der Antikorper gegen Acsl1
detektiert das Acsl1-Protein bei einem Molekulargewicht von 68 kDa. In Abbildung 4.8
ist konsistent zur RNA Regulation eine deutliche Induktion der Ascl1-Proteinexpression

durch Telmisartan zu erkennen.

Acsl1
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Abbildung 4.8: Acsl1-Proteinexpression in Lebern von C57BL/6J-Mausen.

Das Protein lauft bei 68 kDa, die darlber liegende Bande (*) bei ungefahr 72 kDa ist unspezifisch.

4.4 Die Bedeutung des AT;-Rezeptors bezuglich der PPARa -

Zielgenexpression in HepG2-Zellen

Da Lebergewebe den AT1-Rezeptor exprimiert, stellte sich die Frage, ob die Effekte von
Telmisartan auf die PPARa-Zielgenexpression unabhangig von der den ATq-Rezeptor
blockierenden Eigenschaften der Substanz seien. Nachdem kurzlich durch Schupp et.
al. gezeigt werden konnte, dass Telmisartan, Irbesartan und Losartan PPARy-Zielgene
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unabhangig vom AT-Rezeptorantagonismus induzieren [173], sollte dasselbe jetzt
auch fur PPARa demonstriert werden. Dazu wurden HepG2-Zellen 30 Minuten vor der
Stimulation mit Telmisartan mit 100 yM Eprosartan behandelt, welches PPARa-
Zielgene nicht induziert. Durch die Vorbehandlung wird angenommen, dass alle AT;-
Rezeptoren ausreichend blockiert sind. Der ECsp-Wert flr die Blockade des ATj;-
Rezeptors durch Eprosartan liegt bei 9,6 nM, so dass davon ausgegangen werden
konnte, dass zum Zeitpunkt der Stimulation mit Telmisartan alle ATs-Rezeptoren belegt
waren. Zur Kontrolle wurden weitere Zellen mit Telmisartan ohne vorherige Blockade
mit Eprosartan behandelt. Abbildung 4.9 zeigt, dass die alleinige Behandlung mit
Eprosartan CPT1a nicht zu induzieren vermag (1,21 = 0,16-fache Induktion vs.
unbehandelte Kontrolle, nicht signifikant). Wurde daraufhin mit 50 yM Telmisartan
behandelt, stieg die Expression auf 2,84 + 0,63-fach vs. unbehandelte Kontrolle an
(p<0,001). Das Gleiche gilt fur die direkte Stimulation ohne Vorbehandlung (nicht
dargestellt), so dass auch fur die PPARa-Zielgenexpression von einer Unabhangigkeit

vom AT4-Rezeptor ausgegangen werden kann.
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Abbildung 4.9: Unabhangigkeit der CPT1a Genexpression von der AT -Rezeptorblockade in HepG2-

Zellen.

Die Vorbehandlung mit 100 uM Eprosartan stimuliert die Genexpression selber nicht, behindert aber auch
die durch 50 uyM Telmisartan bedingte Geninduktion nicht (*** p<0,001, n=3).
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4.5 Die Regulation von PPARa durch Liganden

4.51 Regulation der Proteinexpression von PPARa durch

Telmisartan

Nachdem der erste Teil der Arbeit darin bestand, die PPARa-Zielgeninduktion naher zu
untersuchen, sollte im zweiten Teil die Regulation des Rezeptors durch die
entsprechenden Liganden naher untersucht werden. Fur nukleare Rezeptoren, wie den
Progesteronrezeptor [152], Ostrogenrezeptor [196], Retinoiden-X-Rezeptor [197] oder
PPARy [154] ist in der Literatur eine Herunterregulierung des Proteins durch die
entsprechenden Liganden mittels Induktion eines beschleunigten Abbaus beschrieben
worden. Fur PPARa hingegen zeigten Blanquart et al. die Heraufregulation des
Rezeptors durch Aktivatoren, indem diese das Protein stabilisieren [155]. Dies sollte
jetzt auch fur Telmisartan mittels Western Blot gezeigt werden. Dafur wurden wieder die
Lebern der C57BL/6J-Mause verwendet. Abbildung 4.10 zeigt einen reprasentativen
Blot mit deutlicher Geninduktion nach Stimulation mit Telmisartan verglichen mit der
unbehandelten Kontrolle. Um auch eine Aussage hinsichtlich der Streuung der
Messwerte treffen zu kdnnen, wurden die Proben der mit Telmisartan behandelten Tiere
einzeln aufgetragen. Dargestellt sind drei reprasentative Stichproben, wahrend es sich
bei der Kontrollgruppe um die Darstellung des Pools handelt.

PPAR

K Tel 3

Abbildung 4.10: Western Blot fir PPARa in Lebern von C57BL/6J-Mausen.
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4.5.2 Stabilisierung des PPARa-Proteins durch den Liganden in
HepG2-Zellen

Wie Blanquart et al. zeigen konnten, wird das mit einer Halbwertszeit von einer Stunde
sehr kurzlebige PPARa durch WY 14.643 derart stabilisiert, dass sich die Halbwertszeit
verdoppelt. Dies erfolgt durch eine verminderte Ubiquitinierung, so dass weniger Protein
dem nachfolgenden Abbau im 26S Proteasom zur Verfugung steht. Bevor die Effekte
von Telmisartan analysiert wurden, sollten die Ergebnisse von Blanquart et al.
reproduziert werden. Dazu wurden HepG2-Zellen vor der Stimulation mit 100 yM WY
14.643 fur drei Stunden mit dem Proteasominhibitor MG132 (20 yM) inkubiert, woran
sich die funfstindige Stimulationsphase mit WY anschloss. Das PPARa-Protein wurde
immunprazipitiert, um sicherzustellen, dass es sich bei dem ubiquitinierten Protein
lediglich um PPARa handelt. Die Auswertung im Western Blot erfolgte mit Hilfe eines
Antikorpers gegen die H-Untereinheit des Ubiquitins. Als Effektivitatskontrolle der
Immunprazipitation wurde auch das native, das heildt, nicht ubiquitinierte PPARa
dargestellt. Im Gegensatz zu den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen konnte die
gesteigerte Proteinmenge nach Proteasomhemmung im Vergleich zum Vehikel (DMSO)
nicht eindeutig gezeigt werden, wohl aber im Vergleich zu den nicht mit MG132
behandelten Zellen (vgl. Abbildung 4.11).

175 kDa — . & 4 Ubiquitiniertes
PPAR
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Abbildung 4.11: PPARa wird nach Ubiquitinierung im Proteasom abgebaut.

Nach Hemmung des 26S Proteasoms durch MG132 staut sich das ubiquitinierte PPARa an. Die
Ubiquitinierung nach Behandlung mit WY 14.643 (Banden 1 bis 3) fir 5 Stunden ist geringer als bei der
Kontrolle (Bande 7) ausgepragt. Dieser Effekt ist ohne Vorbehandlung mit MG132 nicht zu erkennen
(Banden 4 bis 6 und 8).
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Daraufhin wurden Zellen in einem zweiten Ansatz simultan fur 24 Stunden mit 20 yM
MG132 und 50 pM Telmisartan behandelt. Nun erfolgte nur noch eine Auswertung
hinsichtlich einer in der Menge zur Kontrolle verschiedenen Ubiquitinierung von PPARa..
Auf Abbildung 4.12 ist deutlich zu erkennen, dass die Ubiquitinierung nach Stimulation

mit Telmisartan zu- und nicht abnimmt, was so nicht erwartet worden war.

175 kDa — Ubiquitiniertes

PPARa

A A A A A PPARO

Telmisartan 50 yM Kontrolle
+ 20 uM MG132 +20 uM MG132

Abbildung 4.12: Ubiquitinierungsstatus von PPARa nach 24 Stunden Behandlung mit Telmisartan

Im Vergleich zur Kontrolle (Banden 5,6) erfolgt eine beschleunigte Ubiquitinierung des
Transkriptionsfaktors nach 24-stiindiger Behandlung mit 50 uM Telmisartan (Banden 1 bis 4).

4.5.3 Stimulation der mRNA-Expression von PPARa durch

Telmisartan

4.5.3.1 Regulation der PPARa-mRNA in HepG2-Zellen

Nachdem der Nachweis der Proteinstabilisierung durch verminderte Ubiquitinierung
nicht erbracht werden konnte, sollte untersucht werden, ob die vermehrte
Proteinexpression von PPARa nach Stimulation mit Telmisartan durch eine erhodhte
MRNA-Menge bedingt ist und nicht posttranslational erfolgt. Dazu wurden wiederum
HepG2-Zellen fur 48 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen Telmisartan
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behandelt und anschlieliend die mRNA mittels Real-Time PCR hinsichtlich ihrer
Expression untersucht (vgl. Abbildung 4.13). Deutlich zu erkennen ist die gesteigerte
MRNA-Menge mit zunehmender Konzentration von Telmisartan. Zwar ergab sich noch
fur 0,1 pyM Telmisartan eine verminderte Expression von 0,47 =+ 0,15-fach vs.
unbehandelte Kontrolle (nicht signifikant), doch schon mit 1 yM lag diese bei 1,30 +
0,17-fach vs. unbehandelte Kontrolle, wurde mit 10 yM auf 1,85 + 0,23-fach vs.
unbehandelte Kontrolle gesteigert und ergab schliel3lich fur 50 uM eine Induktion von
3,39 = 0,38-fach vs. unbehandelte Kontrolle (p<0,05).

4 - PPAR«

K 0.1 1 10 50

Tel

Relative x-fache
MRNA-Expression
N w

N

Abbildung 4.13: PPARa-mRNA-Expression in HepG2-Zellen nach Stimulation mit Telmisartan fiir 48h.

Eine Behandlung der Zellen mit 100 uM Eprosartan zeigte hingegen konsistent mit der
fehlenden Induktion von CPT1a auch keine vermehrte Expression der PPARa-mRNA.
Diese lag bei 1,13 = 0,27-fach vs. unbehandelte Kontrolle (vgl. Abbildung 4.14).
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Abbildung 4.14: PPARa-mRNA-Expression in HepG2-Zellen nach Stimulation mit Eprosartan fiir 48h.

4.5.3.2 Regulation der PPARa-mRNA in Lebern von C57BL/6J

Mausen

Zur Verifizierung der in vitro Daten wurde anschlieRend die PPARa-mRNA aus den
Lebern der Mause untersucht. Dazu wurde dieselbe cDNA wie bei der Untersuchung
der Zielgene verwendet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.15 dargestellt. So induziert
die Behandlung mit Telmisartan die mRNA-Expression 1,91 =+ 0,19-fach vs.
unbehandelte Kontrolle (p<0,01, p<0,01 vs. Pioglitazon und Normaldiat). Fur Pioglitazon
ergibt sich trotz des partiellen PPARoa-Agonismus keinerlei Induktion der mRNA,
sondern sogar eine geringfugige Herunterregulierung (0,71 + 0,07-fache Induktion vs.
unbehandelte Kontrolle, nicht signifikant), wahrend die Normaldiatgruppe eine 1,02 +

0,08-fachen Induktion vs. unbehandelte Kontrolle erreicht.
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Abbildung 4.15: PPARa-mRNA-Expression in Lebern von C57BL/6J-Méausen

Telmisartan induziert PPARa signifikant gegeniber der Hochfettkontrolle
(** p<0,01; $$ p<0,01 vs. Pioglitazon, § p<0,05 vs. ND; n26).

4.6 Der Einfluss von PPARY in Lebern von C57BL/6J-Mausen

Im Verhaltnis zu PPARa wird PPARy1 in vernachlassigbar geringen Mengen in
Lebergewebe exprimiert, PPARy2 Uberhaupt nicht, es sei denn, es liegt eine
Leberverfettung mit adipogener Transformation vor. Dennoch sollte die mRNA-
Expression von PPARY in den Lebern der C57BL/6J-Mause untersucht werden, da der
in den Versuchen verwendete ATi-Blocker Telmisartan zusammen mit Irbesartan und
dem Losartanmetabolit EXP3179 als selektiver PPARy Modulator beschrieben worden
ist. Insofern sollte festgestellt werden, inwiefern in der Leber Effekte von PPARy
vermittelt sein konnten. Als Kriterium diente die mRNA-Expression von PPARy-Gesamt.
Dazu wurde dieselbe cDNA wie in den vorhergegangenen Versuchen verwendet und
mittels Real-Time PCR ausgewertet (vgl. Abbildung 4.16). So wird deutlich, dass sich
fur die mit Telmisartan behandelten Tiere mit einer 0,96 = 0,11-fachen Induktion vs.
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unbehandelte Kontrolle keinerlei Expressionsunterschied darstellen lasst. Die
Normaldiatgruppe liegt geringfugig niedriger (0,72 =+ 0,11-fache Induktion vs.
unbehandelte Kontrolle), ohne allerdings signifikant zu sein. Lediglich die Behandlung
mit Pioglitazon vermag die Expression von PPARYy in der Leber signifikant zu reduzieren
(0,35 + 0,05-fache Induktion vs. unbehandelte Kontrolle, p<0,05).

5. PPARy
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Abbildung 4.16: PPARy-mRNA-Expression in Lebern von C57BL/6J-Mausen

Lediglich Pioglitazon zeigt in der Leber durch Herunterregulation der mRNA PPARy-agonistische

Eigenschaften.

Zusatzlich wurde mit CD 36, welches auch als Glykoprotein IV bezeichnet wird, ein
klassisches PPARy-Zielgen untersucht (vgl. Abbildung 4.17). Telmisartan erreichte eine
1,40 + 0,23-fache Induktion vs. unbehandelte Kontrolle, die Normaldiat lag bei einer
0,43

Ergebnissen der PPARy-Expression zeigte sich auch hier lediglich fur Pioglitazon eine

+

0,07-fachen Induktion vs. unbehandelte Kontrolle. Ubereinstimmend mit den

I+

vermehrte Expression (2,84 + 0,29-fache Induktion vs. unbehandelte Kontrolle, p<0,01).
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Abbildung 4.17: Expression von CD 36 in Lebern von C57BL/6J-Mausen.

(**, p<0,01 vs. unbehandelte Kontrolle)

4.7 Leberfunktionsparameter in einem ernahrungsbedingten
Ubergewichtsmodell der Maus (C57BL/6J)

In der klinischen Routine werden im Rahmen der Leberfunktionsdiagnostik
verschiedene Parameter erhoben, um Funktion und Syntheseleistung eingehender zu
charakterisieren: Zum Beispiel Albumin fur die Syntheseleistung, die Bestimmung des
direkten Bilirubins zur Analyse der Konjugationsfahigkeit der Leber, sowie die
Transaminasen ALAT (Alanin-Aminotransferase oder fruher Glutamat-Pyruvat
Transaminase GPT) und ASAT (Aspartat-Aminotransferase oder fruher Glutamat-
Oxalacetat Transferase GOT) zur Einschatzung des Schweregrades und der
Lokalisation des Leberschadens. Weist eine Erhdhung der ALAT eher auf einen
zytosolischen Schaden hin, wie er im Rahmen einer Leberverfettung auftreten kann, so
zeigt eine erhohte ASAT eine Leberzellnekrose zum Beispiel wahrend einer akuten
Hepatitis an. Die genannten Parameter wurden im Serum der verwendeten Mause
bestimmt, um Hinweise auf die Auswirkung der Verfettung auf den Stoffwechsel der
Leber zu erhalten. Dies geschah im Zentrallabor der Charité-Universitatsmedizin Berlin,
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Campus Virchowklinikum (Institut fur Pathobiochemie und Laboratoriumsmedizin, Prof.
Dr. R. Tauber) mit Hilfe der fur die klinischen Routine verwendeten diagnostischen
Apparaturen.

Fur Albumin (vgl. Abbildung 4.18 A) waren alle Werte der Hochfettkontrolle (3,55 + 0,10
g/dl) ahnlich: Telmisartan (3,43 = 0,13 g/dl) und Pioglitazon (3,17 = 0,13 g/dl) lagen
geringfugig tiefer, ohne signifikant verschieden zu sein. Die Normaldiatgruppe erreichte
im Mittel 3,48 + 0,10 g/dl vs. unbehandelte Kontrolle.

Fur das Gesamtbilirubin (vgl. Abbildung 4.18 B) ergab sich ein ahnliches Bild:
Hochfettkontrolle 0,288 + 0,02 mg/dl, Telmisartan 0,22 + 0,04 mg/dI, Pioglitazon 0,01 =
0,06 mg/dl und Normaldiat 0,23 + 0,04 mg/dI.

Tendenzielle Unterschiede traten bei den Transaminasen auf, die jedoch aufgrund der
hohen Streubreite der Messwerte kein Signifikanzniveau erreichten. So lag fur die
ASAT (vgl. Abbildung 4.19 A) die Hochfettkontrollgruppe bei 112 = 26 U/l, wahrend
Telmisartan und die Normaldiatgruppe niedrigere Werte erreichten (Telmisartan 63 + 4
U/l, Normaldiat 86 + 12 U/l). Pioglitazon lag mit 121 + 21 U/l im Bereich der
Kontrollgruppe. Ahnlich zeigte sich auch die ALAT (vgl. Abbildung 4.19 B), wenngleich
die Werte insgesamt niedriger lagen: Hochfettkontrolle 42 + 10 U/l, Telmisartan 16 = 4
U/l, Pioglitazon 79 + 19 U/l und Normaldiat 13 = 2 U/I.
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Abbildung 4.18: Bestimmung von Leberfunktionsparametern im Serum von C57BL/6J-Mausen

A. Albumin (in g/dl)
B. Gesantbilirubin (in mg/dl)
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Abbildung 4.19: Bestimmung von Leberfunktionsparametern im Serum von C57BL/6J-Mausen

A. Aspart-Aminotransferase ASAT (in U/l)
B. Alanin-Aminotransferase ALAT (in U/I)

Der Normalwert des de-Ritis-Quotienten (dRQ) aus ASAT und ALAT liegt im gesunden
Lebergewebe bei annahernd 1. Zur Vergleichbarkeit der Werte wurden deshalb die
Ergebnisse der Normaldiatgruppe gleich 1 gesetzt. Die Normaldiatgruppe (vgl.
Abbildung 4.20) erreichte einen Wert von 1,11 + 0,11, wahrend die Hochfettgruppe bei

0,49 = 0,06 lag. Die mit Telmisartan behandelten Tiere erreichten einen dRQ von 1,08 +
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0,34 (p<0,01 vs. unbehandelte Kontrolle), wahrend die Pioglitazongruppe mit 0,28 +

0,03 sogar noch unter dem Wert der Kontrollgruppe lag.

1.6 De-Ritis-Quotient
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1.0 1
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Abbildung 4.20: Bestimmung des de-Ritis-Quotienten (ASAT/ALAT) im Serum von C57BL/6J-Mausen

(**p<0,01 vs. unbehandelte Kontrolle)
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5 Diskussion

AT1-Antagonisten binden selektiv an den AT-Rezeptor. In groRen klinischen Studien
der vergangenen Jahre konnten jedoch Effekte gezeigt werden, die Uber den
Antagonismus am ATq-Rezeptor nicht hinreichend erklart werden konnten, wie
beispielsweise die geminderte Inzidenz von Typ-2-Diabetes [165, 198]. Die Hypothese
eines von der ATi-Rezeptorfunktion unabhangigen Mechanismus fuhrte in in vitro
Studien zur ldentifizierung eines selektiven PPARy-Agonismus bei einer Untergruppe
der AT;-Antagonisten. Dieser konnte eine erste Erklarung fur die verbesserte
Insulinsensitivitat bei diesen Patienten liefern [173, 199]. Eine 2004 durchgeflihrte
Studie von Derosa und Kollegen zeigte zusatzlich selektiv fur Telmisartan im Vergleich
zu Eprosartan eine Verbesserung des Lipidprofils im Serum von 119 hypertonen Typ-2-
Diabetikern. Die Autoren fuhrten die unterschiedlichen Ergebnisse von
Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin und Triglyzeriden auf den moglichen Einfluss von
PPARy und die sehr hohe Lipophilie von Telmisartan zurlck, die ein
Alleinstellungsmerkmal des Wirkstoffs in der Gruppe der ATq-Antagonisten darstellt. Die
Veranderungen im Lipidprofil durch Telmisartan konnten in weiteren Studien bestatigt
werden [175, 176]. Aufgrund der Analogien im Wirkprofil von Telmisartan mit der seit
langem bekannten Wirkung der Fibrate stellte sich jedoch auch die Frage eines

Agonismus von Telmisartan an PPARa.

51 Die Auswahl der Zellmodelle

Fir die Untersuchung der PPARa-Transaktivierung wurden COS-7-Zellen wegen ihrer
leichten Transfizierbarkeit und ihrer fur diesen Zweck etablierten Funktion verwendet.
Die sich anschliellende Untersuchung des Einflusses von Telmisartan auf die
Expression von PPARa-Zielgenen erfolgte in zwei Leberzelllinien des Menschen und
der Maus, da sich in Gewebeanalysen laut Literatur die hochsten PPARa-Spiegel in der

Leber darstellen lieRen. Humane HepG2-Zellen finden seit langem Verwendung fur die
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Untersuchung von PPARa in Leberzellen [186-189]. Zusatzlich zu einer humanen
Zelllinie wurde eine murine wegen der durchschnittlich zehnfach hoheren
Expressionsspiegel des Transkriptionsfaktors ausgewahlt [115].

5.2 AT;-Antagonisten und die PPARa-LBD

Far die Untersuchung der Aktivierbarkeit der PPARa-LBD durch verschiedene AT1-
Antagonisten wurde ein Transaktivierungsassay basierend auf dem Gal4-
Transkriptionsfaktor gewanhlt. Die Aktivitatsbestimmung der LBD nuklearer Rezeptoren
mittels Messung der Luziferaseaktivitat stellt ein gangiges Modell der
Rezeptoraktivierbarkeit dar. Zu Beginn der Arbeit existierten noch keine
Voruntersuchungen, inwiefern AT;-Blocker PPARa aktivieren konnen. Aufgrund von
Kristalluntersuchungen von PPARa und y ist jedoch eine konservierte Bindungsstruktur
der beiden Rezeptoren im Bereich der AF2-Helix bekannt, an der der Ligand gebunden
wird [200]. Nachdem aus Transaktivierungsassays bekannt war, dass die Substanzen
Telmisartan, Irbesartan und Losartan die PPARy-LBD aktivieren und spater auch die
direkte Interaktion zwischen Rezeptorprotein und Telmisartan mit Hilfe eines
Trypsinverdaus gezeigt werden konnte [172, 173], lag es nahe, dies hier auch fur
PPARa zu untersuchen. Es zeigte sich jedoch im Vergleich zu den bekannten
Agonisten Fenofibrinsaure und WY 14.643 fur Telmisartan nur eine sehr schwache
Aktivierung mit einer ECso von 21,8 uM und einer zu Fenofibrinsaure relativen Effizienz
von 18 %, wahrend Losartan und Irbesartan keine Aktivierung aufwiesen. Dabei ist der
ECso-Wert von Telmisartan naturlich sehr hoch verglichen mit der entsprechend
bendtigten Konzentration fur den AT-Rezeptor, die fur alle Antagonisten im nM-Bereich
liegt. Doch ist fur die PPARs bekannt, dass sie ihre Liganden in zellularen Assays im
MM-Bereich binden [156]. Auch bei Schupp et al. lag fur Telmisartan, Irbesartan und
Losartan die fur die Aktivierung der PPARy-LBD errechnete ECsg bei 5, 37, bzw. >50
MM und war fur Pioglitazon mit 0,2 uM sehr gering [173]. Hervorzuheben ist allerdings,
dass in der zitierten Arbeit eine maximale Stimulation von Uber 50 % im Verhaltnis zum
vollen Agonisten Pioglitazon erreicht wurde, so dass die Frage einer Aktivierung der
PPARa-LBD durch Telmisartan nicht zufrieden stellend gelost werden konnte. Jedoch

schlief3t eine, wenn auch nur geringe Aktivierung eine Zielgentranskription nicht aus, da
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der Nachweis einer aktivierten LBD nur indirekte Ruckschlisse auf die Aktivitat des
Rezeptors zulasst. Es sind keine Aussagen uber die strukturelle Konformation von
Rezeptor und Wirkstoff moglich, die bei den nuklearen Rezeptoren nachweislich eine
Rolle spielt, so gezeigt am Beispiel der selektiven Progesteron-Rezeptor-Modulatoren
(SPRMs), die je nach Bindungsstelle agonistische und antagonistische Effekte ausiben
[201]. Auch fur PPARy sind substanzabhangig selektiv den Rezeptor modulierende
Effekte beschrieben worden [172, 202].

Insofern sollte im nachsten Schritt der Einfluss von Telmisartan auf die
Zielgentranskription von PPARa in den genannten Leberzelllinien untersucht werden.

5.3 Telmisartan und PPARa-Zielgene

Die in humanen HepG2-Zellen durchgefuhrten Zeit- und Dosisverlaufe zeigten eine
Stimulation der mMRNA-Synthese nach ungefahr 48 Stunden, die dann im Dosisverlauf
fur eine Konzentration von 10 pM eine Expression von 1,53 = 0,16-fach vs.
unbehandelte Kontrolle (p<0,05) und bei 50 yM Maximalwerte von 2,84 + 0,63-fach vs.
unbehandelte Kontrolle (p<0,001) fur CPT1a ergaben. Als Positivkontrolle diente eine
ebenfalls 48-stundige Inkubation mit dem vollen Agonisten WY 14.643, die mit einer
sechsfachen Induktion des Zielgens einherging. Dies ist konsistent mit Ergebnissen aus
der Literatur. So erzielten Lawrence et al. nach 48-stundiger Stimulation von HepG2-
Zellen mit Fenofibrinsaure ebenfalls eine etwa sechsfache Induktion von CPT1a, Hsu et
al. mit 50 yM WY 14.643 in stabil PPARa Uberexprimierenden HepG2-Zellen eine
vierfache Induktion [203, 204].

Generell besteht jedoch das Problem, dass HepG2-Zellen nur etwa maximal 70 % des
PPARo-mRNA-Gehalts aufweisen wie primare humane Hepatozyten, deren Gehalt
wiederum nur etwa 10 % der Mauseleber betragt. Deswegen sollten die Ergebnisse in
der Mauszelllinie AML12 validiert werden. Hier wurde wieder nach 48-stundiger
Inkubation mit 10 uM Telmisartan eine 2,37 + 0,1-fache Induktion vs. unbehandelte
Kontrolle des Zielgens Acsl1 (p<0,001) erreicht. Martin et al. hatten in AML12-Zellen
nach 24-stundiger Inkubation mit 250 pM Fenofibrinsdure eine etwa 24-fache
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Geninduktion erzielt, die nach 48 Stunden noch auf das 40-fache anstieg. Die dabei
verwendete Dosis lag allerdings sehr hoch, so dass kein direkter Vergleich mit den
verwendeten 10 uM Telmisartan maoglich ist. Erstaunlich ist jedoch, dass Telmisartan in
der 10 pM Dosierung eine starkere Genexpression hervorruft als das wieder zur
Kontrolle in derselben Dosierung eingesetzte WY 14.643, das lediglich eine 1,46 + 0,12-
fache Induktion vs. unbehandelte Kontrolle bewirkte (p<0,01). Dieser Effekt beruht
moglicherweise auf der selektiven Modulation von PPARo durch Telmisartan. Eine
unterschiedliche  Kofaktorrekrutierung  bedingt auch eine  unterschiedliche
Genregulation, wie durch Schupp et al. fur PPARy gezeigt werden konnte [172]. Im Fall

von PPARa ist diese selektive Modulation auch als wahrscheinlich anzusehen.

Allerdings waren die Konzentrationen fur Telmisartan in den Zellversuchen sehr hoch
und damit auch aulderhalb der Dosierung in der Hypertoniebehandlung. Im Folgenden
sollten die in vitro Daten in einem Tiermodell validiert werden, um die Relevanz der in
den Zellversuchen gewonnenen Ergebnisse unter Beweis zu stellen. Um die
Auswirkungen von alimentarer Adipositas anhand eines Tiermodells beobachten zu
konnen, erschien die Wahl eines Modells angebracht, das dem beim Menschen
beobachteten Verlauf am nachsten kommt. Das Ubergewicht entsteht also aufgrund
einer hochkalorischen Diat und zu wenig Bewegung. Aus diesem Grund schieden
genetisch bedingte Modelle wie die ,Zucker diabetic fatty rat® mit defizientem
Leptinrezeptor oder KO-Tiere grundsatzlich aus. Letztlich fiel die Wahl auf C57BL/J6
Wildtypmause, da diese typischerweise nach Futterung einer hochkalorischen Diat ein
gestortes Lipidprofil und einen Diabetes mellitus entwickeln. Diese werden nicht durch
einen Hypertonus begleitet, was in unserem Fall bedeutete, dass die Effekte der AT;-
Blockade nicht Uber eine Senkung des Blutdruckes vermitteltet sein konnen [193, 205,
206].

In dieser Arbeit wurden Leber- und Muskelgewebe der mit Telmisartan, Pioglitazon oder
Vehikel behandelten Tiere ex vivo hinsichtlich der Expression von PPARa-Zielgenen
untersucht. Bestimmt wurden in den Lebern die schon in den Zellversuchen
verwendeten Gene Cptla und Acsl1. Sowohl die Ergebnisse fur Cpt1a (3,16 + 0,44-
fache Induktion vs. unbehandelte Kontrolle), als auch Acsl1 (2,52 + 0,34-fache Induktion

vs. unbehandelte Kontrolle) bestatigten die bereits in den Zellversuchen gefundenen
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Ergebnisse. Mit Pioglitazon war Acsl1 nicht induzierbar, was vermuten lasst, dass
PPARy in der Leber keinen ausreichenden Effekt vermitteln kann, da Acsl1 in
Abhangigkeit seiner Lokalisation und Verwendung im Metabolismus, Uber PPARy
anabol wirken kann [191, 192]. Oder aber die Pioglitazon zugeschriebene schwache
intrinsische PPARa-AKktivitat reicht in diesem Fall nicht aus [194]. Der grundsatzliche
Einfluss von PPARYy in der Leber war jedoch noch gesondert zu klaren. Bei Cyp4a10
zeigte sich, dass schon die Hochfettdiat alleine das Transkriptionslevel relativ zur
Normaldiat siebenfach steigerte (1,00 = 0,10 vs. 0,14 = 0,02). Die Behandlung mit
Telmisartan brachte hier keine weitere Erhdohung. Eine starkere Expression des
Cytochroms in der Hochfettdiatgruppe ist verstandlich, da Fettsauren in der Nahrung die
mikrosomale w-Oxidation direkt aktivieren [207]. Die starke Induktion von Cyp4a10
durch eine Hochfettdiat konnte bereits durch Patsouris und Kollegen gezeigt werden
[145], wahrend sich in einer Studie von Westerbacka et al. kein verandertes
Expressionsniveau fur CPT1a in Lebern von NAFL-Patienten relativ zur Kontrolle zeigte
[207]. Diese Ergebnisse decken sich mit den in unserer Studie gefundenen Resultaten.
Auch fur den neuen dualen PPARo/y-Agonisten Chiglitazar ist eine Heraufregulation
von Cyp4al10 in Lebern adiposer MSG-Ratten beschrieben worden, ein Effekt, der
durch Rosiglitazon allein nicht herbeizufuhren war [208]. Dass Telmisartan keine
weitere Induktion von Cyp4a10 brachte, beruht vermutlich auch hier wie bereits

beschrieben auf einer selektiven Modulation.

Als zweites Organ wurde quergestreifte Muskulatur aus dem M. soleus untersucht, da
PPARo nach der Leber auch im Muskel eine herausragende Rolle spielt. Als
Bestatigung der in den Leberproben gemachten Beobachtungen sollte die
Genexpression von Cpt1b untersucht werden. Doch lie3 sich fur Telmisartan kein
signifikanter Unterschied zur Kontrolle feststellen.

Eine Erklarung fur das vollkommen unterschiedliche Aktivierungsmuster von PPARa-
Zielgenen in den beiden Geweben liefert die Pharmakokinetik von Telmisartan. Wie in
der Einleitung beschrieben, ist Telmisartan der mit Abstand lipophilste AT-Antagonist.
Das zeigt sich unter anderem anhand der Eliminationsgeschwindigkeit der einzelnen
Substanzen. Diese betragt fur Eprosartan, Valsartan, Candesartan und lIrbesartan
zwischen funf und 15 Stunden, fur Telmisartan aber 24 Stunden und mehr, da es im
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Plasma zu Uber 99 % in gebundener Form vorliegt und stark im Gewebe akkumuliert.
Wie stark diese Anreicherung im Gewebe wirklich ist, untersuchten Shimasaki und
Kollegen 1999 anhand der Absorption, Distribution und Proteinbindung von mit *C
markiertem Telmisartan in Ratten. Dazu erhielten die Tiere oral 1 mg/kg KG radioaktiv
markiertes Telmisartan, dessen Radioaktivitat dann in den einzelnen Kompartimenten
bestimmt wurde. Es zeigte sich 30 Minuten nach Verabreichung die hochste
Konzentration im Dinndarm (35 = 6 yM), gefolgt von Magen (30 = 17 yM) und Leber
(24 = 2 pM). Mit grolem Abstand erst reicherte es sich in sehr geringen Mengen im
Skelettmuskel an (0,05 = 0,01 yM). Nach 24 Stunden waren in der Leber immer noch
Konzentrationen von 1,85 + 0,81 yM messbar, wahrend der Nachweis im Muskel nicht
mehr gelang. Erhielten die Tiere wiederholt dieselbe Dosis einmal taglich Uber einen
Zeitraum von sieben Tagen, so ergab sich folgendes Bild: Die hochsten
Konzentrationen lagen nach vier Stunden, wenn auch etwas geringer als nach
einmaliger Applikation, wieder im Magen, Dinndarm und der Leber, in der Muskulatur
war der Wirkstoff nur minimal nachweisbar [209]. Unter Beachtung, dass in diesem
Versuch (1 mg/kg KG) eine niedrigere Dosierung als in dem in unserer Arbeit
ausgewerteten verwendet wurde (3 mg/kg KG), ist dennoch ersichtlich, dass von den
untersuchten Geweben nur in der Leber entsprechende Spiegel des Pharmakons
erreicht werden, die PPARa-Zielgene aktivieren konnen. Hier lag die Grenze sowohl in
den HepG2- als auch AML12-Zellen im Bereich von 10 pM, wenngleich nicht
auszuschlieen ist, dass schon geringere Konzentrationen  signifikante
Expressionswerte hervorrufen konnen. Jedoch lag die nachst niedrigere Dosierung bei
1 M und hier konnte kein Effekt erzielt werden.

Ein weiterer Grund fur die fehlende Genaktivierung im Skelettmuskel ist in der letzten
Zeit vermehrt in den Vordergrund geruckt: Demnach ist im Muskel nicht alleine PPARa
fur die Energiegewinnung mittels Fettsdureoxidation zustandig, sondern PPARS spielt
hier ebenso eine Rolle [210, 211]. Es wird vermutet, dass beide Rezeptoren im
Skelettmuskel synergistisch wirken [212], das Ausmal} und die Aufteilung sind jedoch
noch weitgehend unklar. Es gibt allerdings Hinweise, dass PPARa eine Rolle bei
hohem Substratangebot und fehlender Bewegung spielt, der Einfluss von PPARS

dagegen zunehmend bei korperlicher Anstrengung an Bedeutung gewinnt [213].
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Im nachsten Schritt wurden die Ergebnisse der mRNA-Expression auf Proteinebene
Uberprift, da letztlich das Protein die Funktion im Stoffwechsel Gbernimmt und anhand
der mRNA-Expression keine zuverlassige Aussage hinsichtlich einer Funktionsinduktion
oder -repression getroffen werden kann. Mittels Western Blot wurde die Expression des
Acsl1-Proteins Uberpruft, die eine verstarkte Expression unter Telmisartanstimulation

verglichen mit der Kontrolle zeigte.

Insgesamt zeigen diese Versuche sowohl auf der mRNA-Ebene als auch im Protein
eine Aktivierung von PPARa-Zielgenen in der Leber durch Telmisartan, nicht jedoch im
Skelettmuskel. Kurzlich wurde die Induktion von Ucp1 durch Telmisartan in einem Diat-
induzierten Adipositasmodell der Maus beschrieben [214]. Dieses Protein ist an der
Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung bei der Thermogenese im braunen
Fettgewebe beteiligt. Wie in der Einleitung erwahnt, zahlen die Uncouplingproteine
ebenfalls zu den PPARa-Zielgenen. Die Autoren nahmen diesen Effekt als PPARYy-
vermittelt an, wenngleich bis jetzt der stringente Beweis fur dessen physiologische
Kontrolle von Ucp1 aussteht [214, 215].

54 Die Rolle der Angiotensinrezeptoren fur die PPARa -
Aktivierung durch AT ;-Antagonisten

Hepatozyten und Kupffer-Sternzellen exprimieren sowohl den Angiotensin Il Typ 1
Rezeptor (AT¢R) als auch den Angiotensin Il Typ 2 Rezeptor (AT2R). Uber den AT{R
wirkt Angiotensin Il profibrotisch auf das Leberparenchym und fuhrt zu Kontraktion und
Proliferation der Kupffer-Sternzellen. Eingehend ist die Wirkung von Angiotensin Il auf
die Tetrachlorkohlenstoff-induzierte Leberfibrose beschrieben worden [216, 217].
Wahrend die Existenz eines funktionellen RAAS im Fettgewebe mittlerweile gezeigt
worden ist, in dem Angiotensin Il Uber den AT1R einen antilipolytischen Effekt vermittelt
und Uber den AT2R entgegengesetzt wirkt, ist die Rolle des RAAS auf den
Lipidstoffwechsel der Leber bis jetzt ungeklart.

Aufgrund des genannten Effekts des AT/R im Fettgewebe erscheint es
unwahrscheinlich, dass der in den Studien von Derosa, Inoue und Mori berichtete Effekt
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eines verbesserten Lipidprofils Uber den AT{R vermittelt wird. Hier ware eher das
Gegenteil zu erwarten. Da der Rezeptor in humanen Hepatozyten allerdings exprimiert
wird, war dessen Beteiligung an den genannten Effekten auszuschliel3en. Dazu wurden
HepG2-Zellen mit Eprosartan in entsprechenden Konzentrationen vorbehandelt, die
quantitativ alle AT{R blockierten. Dies hatte wie erwartet keinen Einfluss auf die
Genexpression von CPT1a, wahrend die mit Telmisartan behandelten Zellen nach
Eprosartanvorbehandlung den erwarteten Anstieg aufwiesen, was letztlich als Hinweis
auf die Unabhangigkeit der beschriebenen Effekte vom AT{R gewertet wurde.

Kiirzlich konnte in AT,R*"-Mausen gezeigt werden, dass auch der AT,R keinen Einfluss
auf den Fettstoffwechsel der Leber ausubt, solange die Tiere gefuttert wurden, was im
Einklang mit der aufRerst geringen Expression des Rezeptors in der Leber steht [218].
Der in den Wildtyptieren beim Fasten einsetzende Zustrom freier Fettsduren in die
Leber mit gesteigerter p-Oxidation war in den KO-Tieren jedoch deutlich abgeschwacht.
MRNA-Analysen zeigten hier stark verminderte Expressionen von Cpt, Acox und
PPARa, was vermutlich an der Heraufregulation des AT4R in den KO-Tieren lag. Hier
wurden erhdéhte mRNA-Spiegel des Rezeptors gemessen. Uber einen vermehrten
Einfluss des AT1R in den KO-Tieren wurden antilipolytische Effekte vermittelt, so dass
dadurch der zirkulierende Pool freier Fettsauren abfiel, was letztlich zur verminderten §-
Oxidation fuhrte. Dieser prinzipielle Unterschied zwischen Wildtyp- und KO-Tieren blieb
auch nach Valsartanbehandlung bestehen, wenngleich in beiden Gruppen die
Konzentration freier Fettsduren im Plasma dadurch anstieg [218]. Diese
Beobachtungen stutzen die These, dass der Einfluss von Telmisartan auf die Klarung
lipamischen Blutes nicht Uber das RAAS vermittelt wird.

5.5 Telmisartan und PPARa

Nachdem im ersten Teil der Arbeit der Einfluss des AT -Antagonisten Telmisartan auf
die Expression von PPARa-Zielgenen untersucht worden war, sollte im zweiten Teil die
Wirkung auf den Transkriptionsfaktor selbst naher untersucht werden. Diese ist insofern
von Bedeutung, da eine Veranderung der Expression einen indirekten Einfluss auf die
Aktivitat von PPARa hat.
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In den Lebern der Mause zeigte sich im Western Blot eine Heraufregulation des
PPARao-Proteins in den mit Telmisartan behandelten Tieren, nicht jedoch in der mit
Pioglitazon behandelten Gruppe. Die Frage einer posttranslationalen Regulation durch
Telmisartan sollte mittels Immunprazipitation und anschlieender Antikorpermarkierung
von ubiquitiniertem PPARa erfolgen, da aus der Literatur die Stabilisierung des Proteins
durch den Liganden mit konsekutiv verminderter Ubiquitinierung bekannt war [155,
219]. Kuirzlich konnten verschiedene Arten von Inhibitoren des Ubiquitin-Proteasom-
Systems identifiziert werden. Am haufigsten werden Peptidaldehyde, wie beispielsweise
das MG132 verwendet [220]. Wenn solche Inhibitoren eine Senkung der Konzentration
eines Proteins aufhalten konnen oder diese sogar steigern, deutet dies auf eine
proteasomvermittelte Degradation hin. Das machten sich auch Blanquart et al. zunutze,
indem sie mit MG132 eine Stabilisierung von PPARa erzielen konnten [155]. Ein
positiver Nebeneffekt ist, dass durch den gehemmten Abbau Prozesse der
Ubiquitinierung besser analysiert werden konnen und schwache inhibitorische oder
stimulatorische Effekte nach Behandlung mit den entsprechenden Substanzen verstarkt

werden und deutlicher zu erkennen sind.

Interessanterweise zeigte sich in HepG2-Zellen nach Telmisartanbehandlung genau der
entgegen gesetzte Effekt: Anstelle einer Verminderung konnte eine verstarkte
Ubiquitinierung beobachtet werden. Dies entspricht eher dem Muster der PPARy-
Ubiquitinierung nach Aktivierung [154], gleichzeitig war aber eine hohere PPARa-
Proteinkonzentration in den Lebern der mit Telmisartan behandelten Tieren festgestellt
worden. Dies wiederum widerspricht dem Verhalten als PPARy-Ligand, da nach dessen
Aktivierung eine rasche Degradation des Proteins beschrieben ist [154]. Das EG6-
assoziierte-Protein (EG-AP), eine der bei der kovalenten Bindung des Ubiquitins an das
Zielprotein beteiligten E3-Ligase, besitzt eine generelle Koaktivatoraktivitat fur nukleare
Rezeptoren, so dass ein ligandenspezifisches Bindungsverhalten einzelner Substanzen
diesen Effekt erklaren konnte [221]. Zudem wird immer deutlicher, dass verschiedene
Signale bei der Degradation zusammenwirken, wie die Acetylierung und multiple
Phosphorylierung. Cerivastatin ist beispielsweise kein direkter PPARa-Ligand, aktiviert
den Rezeptor aber uUber einen veranderten Phosphorylierungsstatus [222]. Solche
Effekte sind fur Telmisartan bisher nicht untersucht worden, konnten aber eine

Erklarung fur die beobachteten Unterschiede sein.
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Daraufhin wurde untersucht, ob die vermehrte PPARa-Proteinexpression bereits durch
eine gesteigerte mMRNA-Synthese bedingt sein konnte. Ein in HepG2-Zellen
durchgefuhrter Dosisverlauf schien dies zu bestatigen, denn die Expression stieg
konzentrationsabhangig an und erreichte bei 50 yM Telmisartan eine 3,39 + 0,38-fache
Induktion vs. unbehandelte Kontrolle (p<0,05). Zu einem ahnlichen Ergebnis fuhrte die
MRNA-Analyse in den Lebern der Mause. Auch hier stimulierte Telmisartan die PPARa-
Expression, wahrend sich mit Pioglitazon kein Effekt erzielen liel3. Die transkriptionelle
Regulation von PPARa konnte bereits Anfang der 1990er Jahre demonstriert werden.
So zeigten Lemberger et al. die Induktion der PPARa-mRNA durch Glukokortikoide in
primaren Rattenleberzellen [223]. TNFa fuhrte hingegen bei Beier et al. in Rattenlebern
zu einer Suppression der PPARa-mRNA [224]. Wie eingangs erwahnt wurde, tragt das
Expressionsniveau zur Aktivitat des Rezeptors bei, so dass die Diskrepanz zwischen
der geringen direkten Aktivierung (der PPARa-LBD) durch Telmisartan und der
vermehrten Zielgenexpression auch uber die gesteigerte Expression erklart werden
kann. Denn letztendlich konnte gezeigt werden, dass Telmisartan sowohl in vitro als
auch in vivo die PPARa-Proteinkonzentration uber eine konzentrationsabhangig
gesteigerte  mMRNA-Synthese erhoht. Inwiefern noch eine posttranslationale

Modifizierung zur weiteren Stabilisierung des Proteins beitragt, bleibt unklar.

5.6 Telmisartan und PPARYy in der Leber

Ein niedriger PPARy-Spiegel in der Leber scheint unabdingbar fur die Verhinderung
einer adipogenen Transformation des Organs zu sein. Jedoch kann PPARYy in PPARa-
KO-Tieren kompensatorisch Funktionen von PPARa Ubernehmen [143, 144]. Inwiefern
PPARy aber unter normalen Expressionspiegeln von PPARo eine Rolle im
Lipidstoffwechsel der Leber spielt ist ungeklart. Deswegen wurde die Expression von
PPARYy in den Mauselebern gemessen, um einen Hinweis auf die Zielgenbeeinflussung
zu erhalten. Wie zu erwarten war, reduzierte die Behandlung mit Pioglitazon den
PPARy-Spiegel (0,35 = 0,05-fache Induktion vs. unbehandelte Kontrolle, p<0,05),
wahrend weder fur Telmisartan noch fur die Normaldiattiere eine Veranderung in Bezug
auf die Hochfettkontrollen auftrat. Dies scheint verstandlich unter der Betrachtung, dass

es sich bei Telmisartan lediglich um einen partiellen PPARy-Agonist handelt. Insofern
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reichen die sehr geringen Expressionsspiegel von PPARy im Leberparenchym
offensichtlich nicht aus, damit Telmisartan agonistisch wirken kann. In Ubereinstimmung
hiermit fuhrte Telmisartan auch nicht zu einer Aktivierung des PPARYy-Zielgens CD 36,
wahrend Pioglitazon eine 2,84 + 0,29-fache Induktion vs. unbehandelte Kontrolle

bewirkte.

Fir die PPARy-Agonisten Rosiglitazon und Pioglitazon konnte kurzlich eine
Verbesserung der histologischen Leberbefunde bei NAFL und NASH gezeigt werden
[225, 226]. Ein direkter PPARy-vermittelter Effekt in der Leber ist dabei nicht
anzunehmen, da sonst mit einer weiteren Zunahme der Verfettung gerechnet werden
musste [143, 144]. Vielmehr ist wohl der systemische PPARy-Effekt mit Verbesserung
der Insulinsensitivitat hierfir verantwortlich. In diesem Licht besehen erscheint die
Kombination von hepatischer PPARa-Aktivierung und systemischer PPARy-Wirkung
von Telmisartan auch als mogliche weitere therapeutische Option fur die NAFL/NASH

infrage zu kommen.

5.7 Bestimmung von Leberfunktionsparametern

Abschlieliend wurden im Serum der Mause die Transaminasen, Bilirubin und Albumin
bestimmt, da aufgrund des enormen Gewichtsunterschieds zwischen den einzelnen
Behandlungsgruppen zumindest eine starke Leberverfettung, wenn nicht sogar eine
Funktionseinschrankung zu erwarten war. Doch zeigte sich bei Albumin und Bilirubin
Uberhaupt kein Unterschied in der Serumkonzentration, bei den Transaminasen waren
zumindest Tendenzen erkennbar, aufgrund der hohen Streubreite erreichten sie jedoch
keine Signifikanz. Wie zu erwarten war, wurden die hochsten Werte bei der ASAT in der
Gruppe der Hochfettdiatkontrollen erreicht (112 = 26 U/l). wahrend die mit Telmisartan
behandelten Tiere stets im Bereich der Normaldiat lagen. Der aus ASAT und ALAT
errechnete de-Ritis-Quotient lag in der Normaldiatgruppe bei 1,11 + 0,11, die
Hochfettdiat fuhrte hier zu einer signifikanten Reduktion auf 0,49 + 0,06, wahrend die
Behandlung mit Telmisartan diesen Wert wieder normalisieren konnte 1,08 + 0,33).
Dies konnte auf den hier vorliegenden Einfluss von PPARa in der Fettsaureoxidation

hinweisen, die der Leber einen Schutzmechanismus vor einem Ubergrof3en
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Substratangebot und der drohenden Verfettung bietet. So zeigte die Verwendung von
Fibraten sowohl in Tierversuchen als auch in klinischen Studien eine Verminderung der
Leberverfettung bei Vorliegen einer NAFL [227, 228].

5.8 Ausblick

AT-Antagonisten konnten die Inzidenz von Typ-2-Diabetes in klinischen Studien im
Vergleich zu Plazebo- oder Standardhypertoniemedikationen vermindern. Die
mittlerweile bekannte PPARy-Aktivierung einiger Antagonisten konnte hierbei eine Rolle
spielen, aber auch die in dieser Arbeit untersuchten Effekte auf PPARa und dessen
Zielgene, zumindest was den ATi-Antagonisten Telmisartan betrifft. Welchen Beitrag
die Uber PPARa vermittelte Verminderung der Glukolipotoxizitat spielt, ist noch zu
klaren, da die Potenz, mit der Telmisartan PPARa aktiviert, noch unter der fur PPARYy
liegt. Ein Vorteil fur PPARa in dieser Hinsicht ist jedoch die Tatsache, dass Telmisartan
stark im Lebergewebe akkumuliert, und zwar in weit groRerem Ausmal} als im
Fettgewebe, so dass der Plasmaspiegel keine Aussage hinsichtlich der Genaktivierung
in den einzelnen Organen machen kann. Ob die erforderlichen Spiegel in der Leber mit
Standarddosierungen erreicht werden konnen, bleibt abzuwarten, doch konnten die
derzeit verwendeten Dosierungen von 40 und 80 mg Telmisartan taglich gegebenenfalls
erhoht werden. Die Ergebnisse klinischer Studien werden zeigen, ob Telmisartan oder
noch zu entwickelnde lipophile ATi-Antagonisten in der Lage sind, ein gestortes
Lipidprofil derart zu verbessern, dass sie eine Alternative in der Medikation darstellen
konnen. Die Behandlung mehrerer Komponenten des Metabolischen Syndroms mit
einer einzigen Substanz wurde somit auch mit einer verringerten Wahrscheinlichkeit fur
unerwunschte  Wechsel-  und Nebenwirkungen  einhergehen, was die

Patientencompliance wesentlich fordern wurde.
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6 Zusammenfassung

Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR) gehdren zur Familie nuklearer
Transkriptionsfaktoren und vermitteln ihre Wirkung Uber die Zielgentranskription.
Karzlich konnte fur eine bestimmte Gruppe der antihypertensiv wirkenden Angiotensin Il
Rezeptorblocker (ARB), einschlieBlich Losartan, Irbesartan und Telmisartan, ein
partieller Agonismus fur PPARy nachgewiesen werden. Neuere klinische Studien
zeigten, dass Telmisartan zu einer Verbesserung des Lipidprofils fuhrt, die der
Wirkungsweise der Fibrate ahnelt, was auf eine zusatzliche Aktivierung von PPARa
hinweisen konnte. Dieser Rezeptor spielt eine herausragende Rolle in der Kontrolle des
Lipidmetabolismus Uber eine Aktivierung der Fettsaureoxidation. Ziel dieser Arbeit war
es daher, einen moglichen Agonismus der ARBs an PPARa naher zu charakterisieren.

Im Gal4-Transaktivierungsassay aktivierte von den oben genannten ARBs lediglich
Telmisartan die PPARo-LBD, dies jedoch relativ schwach verglichen mit dem vollen
Agonisten  Fenofibrinsdure. Es schlossen sich Untersuchungen Uber die
Zielgenaktivierung in humanen HepG2- und murinen AML12-Leberzellen, sowie in
Lebern eines Diat-induzierten Adipositasmodells (DIO) der Maus (C57BL/6J) an. Hier
fuhrte Telmisartan zu einer signifikanten Induktion der Zielgene Cpt1a und Acsl1. Dies
konnte nicht im murinen Skelettmuskel beobachtet werden, was der Telmisartan
besonderen Pharmakokinetik mit starker Akkumulation im Lebergewebe zugeschrieben
wurde. Eine madgliche Beteiligung von PPARy sowie des ATi-Rezeptors konnten
ausgeschlossen werden. Neben der schwachen Aktivierung der LBD fuhrte Telmisartan
zu einer deutlichen Induktion der PPARa-mRNA und des Proteins in vitro und in vivo.
Weitere Untersuchungen der Ubiquitinierung in HepG2-Zellen konnten zeigen, dass die
vermehrte Expression transkriptionell bedingt ist. Im Serum der DIO-Mause
normalisierte die ARB-Behandlung den de-Ritis-Quotienten, einen Marker flr
Leberzellschadigung.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Telmisartan in vitro und in vivo selektiv
in der Leber PPARa-agonistische Effekte entfaltet. Dies ist ein weiterer Hinweis fur
zusatzliche pleiotrope Effekte und kann moglicherweise in Kombination mit dem
systemischen PPARy-Effekt das Behandlungsspektrum von Telmisartan zukunftig

erweitern.
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7 Abstract

Peroxisome Proliferator activated receptors (PPAR) belong to the superfamily of ligand-
activated transcription factors. Their effects on metabolism are mediated via activation
of various target genes. Recently a subgroup of the antihypertensive angiotensin
receptor blockers (ARBs) including losartan, irbesartan and telmisartan, was identified
as partial agonists of PPARy. New clinical studies have demonstrated that a treatment
with telmisartan results in an improvement of dyslipidemia suggesting additional
activation of PPARa. So the aim of the present study was to investigate a possible

PPARa agonism of the mentioned ARBs.

In the Gal4-transactivation assay only telmisartan activated the PPARa-LBD moderately
compared to the full agonist fenofibric acid. Subsequent studies on target gene
activation in HepG2 and AMLA12 liver cells, and in livers from diet-induced obese (DIO)
mice (C57BL/6J) showed a pronounced induction of the target genes Cpt1a and Acsl1.
No stimulation was observed in the murine skeletal muscle, an effect possibly related to
the lipophilic pharmacokinetics of telmisartan with high concentrations in the liver. A
possible effect of hepatic PPARy and the AT1 receptor could be negated. Neither
telmisartan led to an induction of hepatic PPARYy target genes nor did a blockade of the
AT1 receptors result in hepatic target gene regulation. After treatment with telmisartan a
marked induction of PPARoa-mRNA and protein was observed which was
transcriptionally mediated. Additionally telmisartan normalised the AST/ALT-ratio, a

marker for liver cell damage, in serum samples of DIO mice.

In this study we could demonstrate that telmisartan exerts PPARa agonistic effects in
vitro and selectively in livers of DIO mice. Hepatic PPARa activation may provide an

explanation for telmisartan’s anti-dyslipidemic actions observed in recent clinical trials.
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