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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Metabolisches Syndrom

Der Lebensstil westlicher Industriestaaten ist gekennzeichnet durch einen hohen Anteil von
Fehl- und Ubererndhrung sowie Bewegungsmangel. Dieses Verhalten miindet meist in
Folgeerkrankungen wie Fettleibigkeit (Adipositas), Bluthochdruck (Hypertonie), Stérungen
des Fettstoffwechsels (Dyslipiddamien) und dem Auftreten einer Insulinresistenz (IR) mit
anschlieBender Manifestation eines Diabetes Mellitus vom Typ 2 (T2DM). Das gleichzeitige
Auftreten dieser Erkrankungen wird im Allgemeinen als metabolisches Syndrom (MS)

zusammengefasst’.

1.1.1 Definition

Bei der Definition des MS werden haufig die Klassifikationen der World Health Organization
(WHO) oder der European Group for the Study of Insulin Resistance (EGIR) verwendet.
Beide Organisationen verstehen unter dem MS die Summe aus dem Auftreten eines T2DM
bzw. IR sowie von mindestens zwei weiteren Faktoren. Hierzu zdhlen neben Dyslipiddmie
(Triglyzeride > 150 mg/dL, HDL < 35 mg/dL (WHO) bzw. Triglyzeride > 177 mg/dL,
HDL < 40 mg/dL (EGIR)) auch der Faktor Hypertonie (> 140 zu 90 mmHg). Wahrend bei der
WHO-Definition der Body Mass Index (BMI) bzw. das Verhéltnis von Taillen- zu
Hlftumfang resp. das Auftreten einer Mikroalbuminurie als weitere Faktoren herangezogen
werden, beriicksichtigt die EGIR-Klassifikation lediglich den Taillenumfang und das
Auftreten von Niichternglukose > 110 mg/dL als weiteren Faktor (Siehe Abb. 1.1).
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Table I. Current definitions of the metabolic syndrome.

WHO 1999 EGIR 1999 ATPIII 2001 IDF 2005

Diabetes or impaired glucose Insulin resistance’ or Central obesity

tolerance or insulin hyperinsulinaemia (only Waist circumference (ethnicity

resistance® non-diabetic subjects) specific)*

Plus two or more of the Plus two or more of the Three or more of the Plus any two of the

following: following: following: following:

1. Obesity: BMI=>30 kg/m® or 1. Central obesity: waist 1. Central obesity: waist 1. Raised triglycerides=150 mg/dL
waist-hip ratio >0.9 circumference=94 cm (M), circumference > 102 cm (1.7 mmol/L) or specific
(M) =0.85 (F) =80 cm (F) (M), =88 cm (F) treatment for this abnormality.

2. Dyslipidaemia: 2. Dyslipidaemia: 2. Hypertriglyceridaemia: 2. Reduced HDL-C <40 mg/dL.
triglycerides=150 mg/dLL triglycerides > 1 77 mg/dL. triglycerides=150 mg/dL. (1.03 mmol/L) (M) <50 mg/dL
(1.7 mmol/L) or HDL- (2.0 mmol/L) or HDL- (1.7 mmol/L) (1.29 mmol/L) (F) or specific
C <35 mg/dL. (0.9 mmol/L) C <40 mg/dL (1.0 mmol/L) treatment for this abnormality
(M) <39 mg/dL (1.0 mmol/

L) ()

3. Hypertension: blood 3. Hypertension: blood 3. Low HDL-C: <40 3. Hypertension: blood pressure=
pressure=140/90 mmHg or pressure=140/90 mmHg or mg/dL (1.03 mmol/L) 130/85 mmHg or medication.
medication medication (M), <50 mg/dL.

(1.20 mmol/L) (F)

4. Microalbuminuria: 4. Fasting plasma 4. Hypertension: blood 4. Fasting plasma glucose=100 mg/
albumin excretion=20 g/ glucose=110 mg/dL pressure=130/85 mmHg dL (5.6 mmol/L) or previously
min or albumin:creatinine (6.1 mmol/L) or medication diagnosed type 2 diabetes®
ratio=30 mg/g 5. Fasting plasma

glucose=110 mg/dL
(6.1 mmol/L)

Abb. 1.1 Klassifizierungen des metabolischen Syndroms

Quelle: Magliano DJ et al. How to best define the metabolic syndrome?

Des Weiteren existieren zwei jungere Klassifikationen des Expert Panel on Detection,
Evaluation and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatment Panel 11l
(ATPIIN)) und der International Diabetes Federation (IDF). Das ATPIII versteht hierbei unter
dem MS das Auftreten von mindestens drei Faktoren aus abdomineller Adipositas,
Dyslipidamie, Hypertonie und erhdhter Nichternglukose mit ihren jeweiligen Grenzwerten.
Die IDF betrachtet fur ihre Klassifikation zentral die abdominelle Adipositas und definiert
auflerdem mindestens zwei weitere Faktoren aus Dyslipidamie, Bluthochdruck bzw. erhéhter
Nichternglukose als MS (siehe Abb. 1.1).

Die Definitionen der WHO und der EGIR ricken die IR bzw. einen manifesten T2DM ins
Zentrum der Diagnose, wahrend die jungste Definition nach IDF auf die abdominelle
Adipositas fokussiert. Das ATPIII Klassifiziert hingegen das Zusammenspiel der einzelnen
Faktoren mit ihrer jeweiligen statistischen Vorhersagbarkeit fur kardiovaskulére
Zwischenfalle. Nach welcher Klassifikation bei einem Patienten das MS diagnostiziert wird

héngt dementsprechend von der verwendeten Definition des jeweiligen Klinikers ab.
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1.1.2 Epidemiologie

Durch Veranderungen innerhalb der westlichen Gesellschaft, insbesondere nach dem zweitem
Weltkrieg, kam es in den letzten 60 Jahren durch Wohlstand und Nahrungsiberfluss
- begleitet von abnehmender korperlicher Aktivitét - zu einem rapiden weltweiten Anstieg des
MS. So liegen in Europa und Deutschland, je nach Kriterien und Studie, die Pravalenzzahlen
zwischen 20 bis 30%°. In den USA betragt die Pravalenz sogar 34 bis 38%". Es ist
festzuhalten, dass die Prévalenz stark vom Lebensalter, Geschlecht sowie von ethnischen und
sozialen Hintergriinden abhangt®. Zahlreiche Studien haben die strenge Assoziation zwischen
dem MS und dem Auftreten von Herzinfarkten, Schlaganfallen, Diabetes sowie allgemein
erh6hter Gesamtmortalitat beschrieben’*®. Beispielsweise ist beim MS das Auftreten eines
T2DM  bzw. kardiovaskuldrer Ereignisse um das 2 bis 3-fache erhoht’.

Im Folgenden sollen einzelne Komponenten des MS genauer besprochen werden.

1.2 Adipositas

Als einer von mehreren Faktoren des MS korreliert das Auftreten von Adipositas mit dessen
Préavalenz und stellt somit ebenfalls eines der dominierenden Gesundheitsprobleme in den
westlichen Industrielandern dar. Nach Definition der WHO liegt eine Adipositas ab einem
BMI von 30 kg/m? vor, wobei drei Schweregrade unterschieden werden, zu deren
Abgrenzung ebenfalls der BMI herangezogen wird. Ab einem BMI von > 40 kg/m?, dem
Adipositas Grad 111, spricht man von einer Adipositas permagna’®. Die Ursachen der
Adipositas liegen in einer positiven Energiebilanz gegeniiber dem Verbrauch mit
anschlieBend zunehmender Energiespeicherung in Form von Fettgewebe. Neben exogenen
Faktoren wie Bewegung, Erndhrungsverhalten und soziokulturellen ,life-style“-Aspekten,
tragen auch genetische Faktoren zur Auspragung und Pradisposition der Adipositas bei®.
Zusétzlich zum BMI bestimmt auch das Fettverteilungsmuster das Risiko fur Adipositas-
assoziierte kardiovaskulare Erkrankungen®®. Hierfir wird der Bauchumfang als MaR fiir die
viszerale bzw. abdominelle Adipositas herangezogen. Ein Erhthtes Risiko liegt bei Frauen ab

80 cm bzw. bei Mannern ab 94 cm Bauchumfang vor'!.
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In den letzten beiden Jahrzehnten zeigte sich ein explosionsartiger Anstieg der Prévalenz der
Adipositas. Nach Angaben der WHO waren 1995 weltweit 200 Millionen Menschen adipos,
finf Jahre spéter waren es bereits 300 Millionen. Teilweise sind in den westlichen
Industrieldandern bereits bis zu zwei Drittel der Bevolkerung Ubergewichtig (Praadipositas;
BMI von 25 bis 29,9 kg/m?) oder adipds*?. Eine aktuelle Studie der International Association
for the Study of Obesity (IASO) und der International Obesity Taskforce (IOTF) aus dem Jahr

2010 schatzt den Anteil adiposer Menschen auf bereits 475 Millionen weltweit®.

In Deutschland konnte in den letzten 20 Jahren eine Zunahme der Adipositaspravalenz im
Durchschnitt von etwa 42% beobachtet werden®*. Nach aktuellen Schatzungen der 1ASO sind
in Deutschland mittlerweile etwa 23% der Bevolkerung adipds. Im europdischen Vergleich
liegt Deutschland damit im oberen Drittel. In den USA sind nach Schéatzungen des Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) bereits ca. 30% der Einwohner adipds. Die Abb. 1.2
zeigt die Inzidenz der adipdsen Bevolkerung (BMI > 30 kg/m?) in den USA von 1990 bis
2009",

%"
-

[INoData [<t0% [ 10%-14% [15%-19% []20%-24% [ 25%-29% [ =30%

Abb. 1.2 Prozentualer Anteil der adipésen Bevélkerung (BMI > 30) der USA
in den Jahren 1990, 1999 und 2009

Quelle: Behavioral Risk Factor Surveillance System, cbct®

>
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In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass Adipositas und Ubergewicht in strenger
Korrelation mit dem Auftreten von T2DM, Schlaganfall, Hypertonie, Dyslipiddmien und
sogar einigen Krebsformen stehen, wobei die Mortalitat wiederum stark vom ethnischen
Hintergrund abhangt’. Die Therapiemdglichkeiten sind begrenzt und beschranken sich vor
allem auf eine drastische Reduktion der Kalorienzufuhr mit nachhaltiger
Ernahrungsumstellung und gleichzeitiger Steigerung der korperlichen Aktivitat. Moglich ist

auBerdem eine chirurgische Interventionen in Form von Magenballons- und bypassen®®.

Das einzige derzeitig in Deutschland zugelassene Arzneimittel zur Behandlung der Adipositas
ab einem BMI 28 kg/m? ist Xenical®. Beim Wirkstoff Orlistat (120 mg) handelt es sich um
einen unspezifischen Inhibitor gastrointestinaler Lipasen. Dadurch kann das inaktivierte
Enzym nicht die in Form von Triglyzeriden vorliegenden Nahrungsfette in resorbierbare freie
Fettsduren und Monoglyzeride hydrolisieren. Seit 2009 steht auch 60 mg Orlistat rezeptfrei
unter dem Namen Alli® in Europa zur Verfligung. Die Behandlung mit Orlistat ist relativ
nebenwirkungsreich. Haufig treten neben unangenehmen Steatorrhoen und Flatulenzen auch

Vitaminmangelerscheinungen aufgrund von Malabsorption auf'®*.

1.3 Insulinresistenz und Diabetes
1.3.1 Insulinresistenz

Unter IR versteht man eine reduzierte, nicht adaquate Wirkung des Insulins an peripheren
Zielorganen wie Muskel, Leber und Fettgewebe. Die Dosis-Wirkungs-Kurve des Insulins ist
folglich nach rechts verschoben®. Die verminderte biologische Wirksamkeit des Insulins wird
zundchst kompensatorisch durch Hyperplasie der pankreatischen 3-Zellmasse und vermehrter
Expression regulatorischer Enzyme der Insulinsynthese in der [-Zelle bei normalen
Blutglukosespiegeln ausgeglichen. Es kommt zu einer erh6hten Insulinsynthese und folglich
zur Hyperinsulindmie. Nach Ausfall der kompensatorischen Mechanismen folgt die
unkompensierte Hyperglykédmie mit gestorter Glukosetoleranz (IGT). Somit geht die IR meist

der Entwicklung eines T2DM voraus®*#2,
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1.3.2 Diabetes mellitus

Mit dem Begriff Diabetes mellitus ,,HonigsiiBer Durchfluss® wird eine Gruppe metabolischer
Erkrankungen beschrieben, die alle phanotypisch mit einer Hyperglykédmie einhergehen.
Abhéngig von der Atiologie wird die Hyperglykamie durch eine stark herabgesetzte bzw.
gestorte Insulinsekretion oder Insulinresistenz  vermittelt, die mit verminderter
Glukoseaufnahme bzw. gesteigerter oder gestorter Glukoseproduktion assoziiert ist. Diese
metabolische Entgleisung flihrt zu weiteren sekundéren pathophysiologischen Veranderungen
an zahlreichen Organsystemen, Blutgefden und am Nervensystem, welche zur erhéhten

Morbiditat und Mortalitat der Diabetespatienten beitragen.

Die beiden Hauptformen des Diabetes sind einerseits der absolute Insulinmangel (T1DM),
andererseits der relative Insulinmangel (T2DM). Beim Typ 1 liegt als Hauptursache meist
eine Autoimmunerkrankung vor, die zu einer Zerstorung der insulinproduzierenden B-Zellen
des Pankreas fuhrt. Unter dem Typ 2 wird eine Gruppe von heterogenen Erkrankungen
zusammengefasst, welche durch unterschiedlich ausgepragte IR, gestorte Glukoseproduktion
und -verwertung mit dem gemeinsamen Leitsymptom der Hyperglykdmie sowie einem
gestorten  Lipidstoffwechsel —gekennzeichnet sind®®?*.  Aufgrund des vollstandigen
Insulindefizits erfolgt die Behandlung des T1DM in erster Linie mit Insulin und dessen
Analoga®. Die aktuellen Therapieleitlinien der Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG) zur

Behandlung des T2DM sind in der Referenz?® beschrieben.

1.3.3 Diagnose des Typ 2 Diabetes

Der Manifestation des T2DM geht eine Phase der Glukosestoffwechselstérung voraus, die als
abnorme Nchternglukose bzw. als IGT (Impaired glucose tolerance) klassifiziert wird. Einen
ersten Hinweis auf einen T2DM liefern erhdhte Nuchternglukosespiegel. Pathologisch ist
dieser in der Diagnostik ab einem Wert von > 126 mg/dL. Ein anderes Diagnosemerkmal
stellt der 2 h-Wert in einem oralen Glukose Toleranz Test (0GTT) nach der Gabe von 75 mg
Glukose dar. Ist der oGTT-Wert nach 2 h oder die Gelegenheitsplasmaglukose > 200 mg / dL
bzw. die Nuchternglukose zwei Mal in Folge > 126 mg/dL, so wird dies nach WHO
Einstufung als T2DM klassifiziert?>. Neu in den Praxisleitlinien der DDG wurde zur Diagnose
der HbAlc von > 6,5%, also der Anteil von nicht-enzymatisch glykiertem Hamoglobin,

aufgenommen?’.
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1.3.4 Epidemiologie

Als ein wichtiger Faktor des MS ist die Inzidenz des Diabetes Mellitus in den letzten
40 Jahren dramatisch angestiegen. Mehr als 90% entfallen hierbei auf den T2DM?. Waren es
1980 noch weltweit geschatzte 153 Millionen Menschen mit einem diagnostizierten Diabetes,
so schatzt eine aktuelle Studie die Anzahl auf weltweit ca. 347 Millionen®. In den letzten
30 Jahren hat sich somit der Anteil der Diabetiker mehr als verdoppelt.

Durch Daten des nationalen Diabetesregisters der ehemaligen DDR und Krankenkassendaten
der AOK konnte Ende der 80er Jahre eine Gesamtprévalenz des Diabetes von etwa 4 bis 5%
in Deutschland ermittelt werden®®. Im Jahre 2010 waren es nach Schatzungen der IDF bereits
ungefahr 7,5 Millionen Diabetiker, entsprechend 8,9% der Bevolkerung®.. Die Dunkelziffer
von nicht diagnostiziertem Diabetes ist hierbei nicht berlcksichtigt, sollte jedoch nicht
unterschatzt werden®. Die Abb. 1.3 zeigt noch einmal grafisch die Inzidenz von Diabetes in
den USA in den Jahren 1994 bis 2009.

2009

[ INoData [ ] <45% []4559% []6.0-74%

7589% [l >9.0%

Abb. 1.3 Prozentualer Anteil der diabetischen Bevélkerung der USA in den Jahren 1994, 2000 und 2009

Quelle: Behavioral Risk Factor Surveillance System, cbc®
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1.3.5 Folgen

Die chronischen Komplikationen von Diabetes betreffen zahlreiche Organsysteme und sind
fur erhohte Morbiditat und Mortalitat verantwortlich. Es kommt vermehrt zu mikrovaskuldren
Komplikationen wie Retino-, Nephro- und Neuropathien. Makrovaskulér treten verhduft die
koronare Herzkrankheit (KHK) sowie die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) in
Erscheinung. Das Gesamtrisiko fiir kardiovaskuldre Begleiterkrankungen ist um das 1,5 bis
4,5-fache erhoht. Die Gesamtmortalitdt eines Diabetikers ist um das 1,5 bis 2,7-fache
erhoht®. Die Lebenserwartung ist bei einer Diagnose im Alter zwischen 60 und 70 Jahren um
ca. funf Jahre reduziert. In einer US-Studie der National Health and Nutrition Examination
Survey (NHANES) war die Lebenserwartung bei 55-64 jahrigen Diabetikern sogar um acht
Jahre reduziert®®. Auch in der europaischen DECODE-Studie (Diabetes-Epidemiology:
Collobarative Analysis of Diagnostic Criteria in Europe) konnte eine Korrelation zwischen
Diabetes und erhohter Mortalitat gezeigt werden®. Diabetes wird demnach als ein
unabhéngiger Mortalitatsfaktor angesehen, wenngleich er meist in Koexistenz zur

abdominellen Adipositas, Bluthochdruck und Dyslipidamien auftritt®*.

1.4 Pathophysiologie der Insulinresistenz
1.4.1 Lokale und systemische Insulinresistenz

Wie einleitend beschrieben, geht die Entwicklung der IR einer Manifestation des T2DM
voraus. Zusatzlich wird die IR als zentraler pathogenetischer Faktor bei der Entstehung des
MS diskutiert. Vermutlich resultiert die IR aus einer Kombination an genetischer
Préadisposition und Adipositas, denn es besteht eine enge Assoziation zwischen dem
Korperfettgehalt und der Insulinsensitivitat®™. Adipositas und kérperliche Inaktivitat

korrelieren streng mit dem Auftreten der IR%*’

. Die IR ist gekennzeichnet durch die
reduzierte F&higkeit des Insulins, die Glukoseaufnahme in den peripheren Organen wie
Muskel und Fettgewebe zu stimulieren sowie die Glukoneogenese der Leber zu hemmen®.
Die Abb. 1.4 zeigt, wie im Zuge der Atiologie der Adipositas vermehrt Triglyzeride (TG)
besonders im viszeralen und subkutanen Fettgewebe eingelagert werden. Die Folgen sind
Hypertrophie und Wachstum der Adipozyten. Das Fettgewebe wird resistent gegentiber der
Insulin-vermittelten Hemmung der Lipolyse®. Das Fettgewebe reagiert mit erhohter Lipolyse

und Freisetzung von freien Fettsauren (FFS). Zirkulierende FFS fuhren zusatzlich zu Stress
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im Endoplasmatischen Retikulum (ER) der Zellen des Fettgewebes, der Leber und des
Skelettmuskels. Beispielsweise fiihrt die Belastung des ER in Adipozyten zu einer
Verminderung der Expression des insulinabhangigen Glukosetransporters GLUT-4*°. Dartiber
hinaus ist eine pro-inflammatorische Lymphozyten- und Makrophageninfiltration/ -
aktivierung sowohl im Fettgewebe als auch im Muskel zu beobachten®*!. Durch die erhohte
Konzentration an FFS im Plasma besteht ein groReres Angebot an die Skelettmuskulatur. Die
erhdhte Fettsdureaufnahme in den Muskel fuhrt dort zur Fettakkumulation. Bedingt wird
dieser Prozess durch das Missverhaltnis aus erhohter Fettsdureaufnahme und verminderter 3-
Oxidation, die zur TG-Produktion aus FFS flhrt. Ein erhéhter intramuskularer Fettgehalt im
Muskel fordert die weitere Makrophageninfliltration und -aktivierung** und steht in enger
Korrelation mit der IR*. In der Leber fiihrt die Einlagerung der TG zur nicht-alkoholischen
Steatosis hepatis, einer Aktivierung von Kupffer-Sternzellen und einer damit verbundenen

Inflammation und Zytokinproduktion®*

Obesity
Skeletal Adipose
muscle tissue Liver
a
A
/ ]
Endocrine Endocrine
cross talk cross talk
>
« Increased FFA uptake « Adipocyte hypertrophy « Steatosis
« Increased extramyocellular » Macrophage recruitment « Kupffer cell activation
adipose + Macrophage polarity switch +Increased cytokine production
« Macrophage activation/ « Increased cytokine production « ER stress
recruitment « Increased lipolysis
- ER stress
k Systemic IR and J
mﬁammanon Macrophage
Adipocyte
@) Apoptotic
¥ adipocyte
¥ Skeletal muscle glucose dispersal 4 Hepatocyte
4+ Hepatic glucose production el
v
4 FFA levels Kupffer cell
e SinUSOIdaI
endothelium
Ji Olefsky JM, Glass CK. 2010.
A\ Annu. Rev. Physiol. 72:219-46

Abb. 1.4 Zusammenhang zwischen Adipositas und Insulinresistenz in Muskel, Fett und Leber

Quelle: Olefsky JM et al. Macrophages, inflammation, and insulin resistance®
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Letzen Endes flihren die Mechanismen zu einer zellautonomen lokalen Inflammation und IR

in peripheren Organen mit der Folge einer global-systemischen Ausweitung.

1.4.2 Inflammation und Insulinresistenz

Zahlreiche klinische und epidemiologische Studien haben einen klaren Zusammenhang
zwischen Inflammation und Entwicklung der IR hergestellt. So wurden beispielsweise eine
Korrelation zwischen erhdhter Fettmasse und erhéhten Plasmaspiegeln des pro-
inflammatorischen Markers C-reaktives Protein (CRP) gezeigt*®. Auch konnte in weiteren
Studien gezeigt werden, dass die Plasmaspiegel des CRP und seines Induktors IL-6 sowie
anderer pro-inflammatorischer Zytokine eine Aussagekraft fur die Entwicklung von IR und
anschlieRender Manifestation eines T2DM in verschiedenen Populationen besitzen***. Die
lokale Inflammation im Fettgewebe mit resultierender systemischer Inflammation wird
hierbei als eine der Hauptursachen der systemischen IR angesehen. Das Fettgewebe wird
somit nichtmehr nur als klassisches Organ zur Energiespeicherung angesehen, sondern nimmt
sowohl lokal, Uber auto- und parakrine Effekte, als auch systemisch, Uber endokrine

Wirkungen, Einfluss auf metabolische und inflammatorische Prozesse.

1.4.3 Das Fettgewebe als endokrines Organ

Das Fettgewebe produziert eine Vielzahl von Hormonen, bioaktiven Peptiden und Zytokinen.
So werden beispielsweise Steroidhormone wie Glukokortikoide, Sexualhormone,
Peptidhormone und deren Vorstufen wie z.B. Angiotensinogen (AGT) sezerniert. Aber auch
Faktoren des Komplementsystems und der Gerinnungskaskade wie Adipsin und
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1), pro-inflammatorische Zytokine wie TNF-a., I1L-6
und das Monozyten-Chemotaktische-Protein 1 (MCP-1), anti-inflammatorische Zytokine wie
IL-10 und IL-4 sowie Metabolite und Regulatoren des Lipidmetabolismus wie FFS,
Lipoproteinlipase (LPL) und Apolipoprotein E werden vom Fettgewebe ausgeschiittet*.
Wiéhrend einige dieser Faktoren hauptséchlich auto- bzw. parakrin wirken, erreichen andere
Peptide relativ hohe Plasmakonzentrationen. Dazu zéhlen Adipozytokine wie das
Adiponektin, Leptin und Resistin, die somit Einfluss auf die peripheren Organe wie Muskel,
Leber, Pankreas und Gehirn besitzen. Neben der Regulation von Appetit, Kérpergewicht und

Energieverbrauch regulieren die Adipozytokine auch die Insulinsensitivitat*’.
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1.4.4 Adipozytokine

In der vorliegenden Arbeit wurden die drei Adipozytokine Adiponektin, Leptin und Resistin

untersucht und werden daher im Folgenden detaillierter beschrieben.

1.4.4.1 Adiponektin

Adiponektin wird vorwiegend im Fettgewebe produziert. In geringen Mengen wird es auch
vom Skelettmuskel, von kardialen Myozyten und Endothelzellen sezerniert. Adiponektin

erreicht Plasmaspiegel zwischen 3 und 30 pg/mL*™.

Das Peptid besitzt ein
Molekulargewicht von 30 kD, wobei sich durch Oligomerisierung Trimere
(low molecular weight (LMW)) bilden, die sich weiter zu Hexameren zusammenlagern
kénnen (middle molecular weight (MMW)). Zudem findet man im Plasma eine
hochmolekulare Polymerform (high molecular weight (HMW)), bestehend aus 12 bis 18
Monomeren®. Die biologische Relevanz der unterschiedlichen Formen wird im
Diskussionsteil erdrtert. Die Plasmaspiegel des Adiponektins sind bei Adipositas, IR sowie
anderen kardiovaskularen Erkrankungen im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen
erniedrigt®®®*. Es konnte gezeigt werden, dass die Adiponektin-Konzentration negativ mit der
viszeralen Fettmasse korreliert® und dass Adiponektin-Spiegel bei Typ 2 Diabetikern
verringert sind®. Gleichzeitig werden pro-inflammatorische CRP Spiegel negativ mit der
Adiponektin-Konzentration korreliert™*. Zudem reduzieren pro-inflammatorische Zytokine
wie TNF-a und IL-6 die Expression von Adiponektin im Fettgewebe. So konnte flr diese
Zytokine in 3T3L-1 Adipozyten gezeigt werden, dass diese direkt die Transkription und
Translation reduzieren, welches die verringerten Spiegel in adipdsen und diabetischen

Patienten erklaren konnte®>.

Adiponektin vermittelt aulerdem direkt anti-inflammatorische Effekte, wahrscheinlich tber
eine Hemmung der NF-kB-Aktivierung® und induziert gleichzeitig die Produktion anti-
inflammatorischer Zytokine wie dem IL-10 und dem IL-1 Rezeptor-Antagonisten
(IL-1 RA)*®. Dariiber hinaus férdert Adiponektin den Polarisationswechsel von pro-
inflammatorischen M1-Makrophagen zu anti-inflammatorischen M2-Makrophagen®®. Es gibt
zahlreiche Hinweise darauf, dass Adiponektin selbst zu einer Verbesserung der

60,61

Insulinsignalwirkung bzw. Insulinsensitivitat fihrt Hierbei stellt Adiponektin ein

klassisches Zielgen des Peroxisom-Proliferator-Aktivierten-Rezeptors-y (PPARy) dar.
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Thiazolidindione oder Glitazone, welche zurzeit noch als Arzneimittel zur Behandlung des
T2DM als ,Insulin Sensitizer eingesetzt werden, fordern als PPARy-Liganden die

Adipozyten-Differenzierung und induzieren die Adiponektin-Produktion®.

1.44.2 Leptin

Leptin wird hauptsachlich im Fettgewebe produziert und besitzt ein Molekulargewicht von
16 kD. Die Plasmaspiegel korrelieren daher mit der Menge des Fettgewebes und sind bei
Adipositas beim Menschen und im Tiermodell entsprechend erhoht®®. Im Gegensatz zum
Adiponektin weist es pro-inflammatorische Eigenschaften auf und ist strukturell mit anderen
pro-inflammatorischen Zytokinen der TNF-o Familie und dem IL-6 verwandt. Das Peptid
induziert die Expression von TNF-a, IL-6, MCP-1 und anderen pro-inflammatorischen
Zytokinen® Uber die Aktivierung von JNKinase (JNK) und NF-kB Signalwegen®®.

Hierdurch kann die Insulinsensitivitat durch Leptin negativ beeinflusst werden®”.

Im zentralen Nervensystem (ZNS) hemmt Leptin den Appetit. Entsprechend der erhdhten
Fettmasse weisen adipose Menschen sehr hohe Plasmaspiegel an Leptin auf, ohne dabei die
zu erwartenden anorektischen Begleiteffekte zu besitzen®® (siche 4.2.4). Zwei
unterschiedliche Mausmodelle zeigen den Effekt einer unzureichenden bzw. fehlenden
zentralen Leptinwirkung: Die ob/ob Maus mit einer Mutation im Leptin-Gen
(Leptindefizienz) sowie die db/db Maus mit einer Mutation des Leptin-Rezeptors
(Leptinresistenz) entwickeln eine Adipositas aufgrund extremer Hyperphagie.

1.4.4.3 Resistin

Resistin besitzt ein Molekulargewicht von 12,5 kD und wird in Nagetieren exklusiv vom
Fettgewebe produziert®®. Beim Menschen wird eine groBere Produktion vor allem in
Makrophagen und Monozyten beschrieben™. Das Peptid wirkt pro-inflammatorisch und
induziert die Expression von IL-1B, TNF-a und IL-6 Uber einen NF-xB abh&ngigen
Signalweg™. Gleichzeitig wird die Resistin-Expression durch IL-6 und TNF-o erhoht
Zusatzlich konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass Resistin direkt zur IR fuhrt®. Andere
Studien stellen auch fur den Menschen einen engen Zusammenhang zwischen erhéhten

Resistin-Konzentrationen und der Entwicklung von T2DM her>.
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1.4.5 Inflammation im Fettgewebe

Die zentrale Rolle der lokalen Inflammation im Fettgewebe in der Pathophysiologie der IR
wird im Folgenden erlautert (siehe Abb. 1.5). Das Fettgewebe besteht aus einer Vielzahl von
verschiedenen Zelltypen wie den Adipozyten, Immunzellen (Makrophagen und
Lymphozyten), Préadipozyten und Endothelzellen. Durch die erhohte Adipozytenmasse bei
der Adipositas verandern die Adipozyten des Fettgewebes durch Wachstum und Anderung
ihrer Morphologie auch ihre parakrine Funktion. Steigende Spiegel an Zytokinen und FFS
sowie die Infiltration von Lymphozyten und Makrophagen fiihren neben einer Verschiebung
der Adipozytokin-Expression zundchst zur Inflammation, anschlieRend wahrscheinlich zur IR
und letztlich zum T2DM™.

‘ 1‘
B A :
YD ezt 4 D A @) Macrophages
CRED D . ) Insulin resistance
b d W - .
@ Sma TInflammation Diabetes
lipc ) W/ TCytokines
Lean Obese

T Free fatty acids

Adipokines
4 Adiponectin
T Resistin

Obesity

Abb. 1.5 Adipositas induzierte Inflammation und Insulinresistenz
Quelle: Olefsky JM et al. IKKepsilon: a bridge between obesity and inflammation™

Im normalgewichtigen, insulin-sensitiven Zustand (Abb. 1.6), produzieren sogenannte M2
polarisierte Fettgewebsmakrophagen anti-inflammatorische, gewebeprotektive Spiegel an
IL-10 und Adipozyten sezernieren insulin-sensitivierendes Adiponektin.  Durch
nahrungsbedingte Gewichtszunahme (Diat-induzierte Adipositas (DIO) im Mausmodell)
beginnen im Fettgewebe Praadipozyten eine vermehrte Ausschittung von TNF-a. Dies
stimuliert unter anderem Adipozyten zur vermehrten Produktion von MCP-1. Gleichzeitig
wird das MCP-1 in Abh&ngigkeit des Zytokinmilieus ebenfalls von Endothelzellen produziert.

Diese  parallele  Ausschuttung  fuhrt  zur  chemotaktischen Infiltration  von
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pro-inflammatorischnen M1  Makrophagen  sowie  deren  lokaler  Aktivierung
(Polarisationswechsel von M2 zu M1)™. M1 Makrophagen sezernieren ihrerseits selbst
MCP-1 und potenzieren somit ihre eigene Infiltration. In diesem noch insulin-sensitiven
Zustand konnen die M2 Fettgewebsmakrophagen teilweise das Fettgewebe vor pro-
inflammatorischen Einflissen schutzen. Mit weiterer Zunahme an Korpergewicht beobachtet
man eine Adipozytokinverschiebung mit erhdhten Spiegeln von Leptin, Resistin und stark
verringerten Adiponektin-Spiegeln’. Somit wird das Adipozytokinmilieu in Richtung einer
pro-inflammatorischen und insulin-desensitivierenden Seite verschoben. Die zunehmend
infiltrierenden inflammatorischen Makrophagen bilden sogenannte Crown-like (Kronen-
ghnliche) Strukturen”” (CLS) mit einer ausgepragten Produktion von TNF-a, IL-6, IL-1p und
MCP-1. Die anti-inflammatorischen Effekte der M2 Makrophagen werden damit
uberwunden. Diese Zytokine fiihren dann hochstwahrscheinlich tber eine Aktivierung von

INK und NF-xB Signalwegen zur IR™®,
Normalgewicht Ubergewicht Adipositas
Insulin-sensitiv Insulin-sensitiv Insulin-resistent
1 IL-10 N\
~ TNF-a‘ ~
T

{ Adiponektin
0N Leptin \ FFS
Makrophagen 1 Resistin Inflammatorische
Infiltration Adipo-Zytokine

1 Adiponektin

IL-10: Anti-Inflammatorisch

- M2ATM Gewebereparatur + Schutz
CX3CR1""CCR2-

- M1ATM Pro-Inflammatorisch
CX3CR1"*CCR2*

Abb. 1.6 Inflammation im Fettgewebe

Quelle: Angepasst nach Lumeng CN et al. Obesity induces a phenotypic switch in adipose tissue macrophage polarization™
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1.4.6 Molekulare Mechanismen der Insulinresistenz

Eine molekulare Schlisselrolle in der Inflammation-induzierten IR wird der Aktivierung von

INK und NF-xB Signalwegen zugesprochen.

1.46.1 NF-xB

Der NF-«xB ist von groRer Bedeutung in der Regulation der Immunantwort, Zellproliferation
und Apoptose. Ihm kommt als Transkriptionsfaktor eine Schliisselfunktion bei der Entstehung
von Entzindungsprozessen zu. NF-xB ist ein Dimer bestehend aus einer p50 und einer p65
Untereinheit (UE). Im inaktiven Zustand liegt NF-xB als Komplex mit seinem Inhibitor 1B
im Zytoplasma vor. Nach Stimulation der Zelle kommt es zur Aktivierung einer IkB-Kinase
(IKK), die 1kB phosphoryliert und dessen proteolytischen Abbau, durch Degradation mit
anschlieBender Ubiquitinierung, induziert. Der so freigesetzte Transkriptionsfaktor wandert in
den Zellkern und steigert nach Bindung an spezifische DNA-Bindungsstellen die
Transkriptionsrate von pro-inflammatorischen Zielgenen wie TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6,
MCP-1, IL-8, sowie anderen Wachstumsfaktoren, Komplementfaktoren und der
Cyclooxygenase 2 (COX-2)®%2. zytokine wie IL-1, IL-6 und TNF-o fithren iber ihre
entsprechenden Zytokinrezeptoren zu einer Induktion von IKK, zur Degradation vom IkB und
konsekutiv zur Aktivierung der Transkription von NF-kB. Bakterielle Endotoxine wie
Lipopolysacchride (LPS) sowie FFS flhren uber Toll-like Rezeptoren (TLR) ebenfalls zu

einer Induktion von IKK und somit zur Aktivierung von NF-iB%#3,

Zellkulturversuche mit humanen HEK-293 Zellen, in denen IKK (berexprimiert wurde,
zeigten eine abgeschwéchte Insulin-Wirkung. Gleichzeitig konnte in-vivo an ob/ob Mausen
mit einem IKK-Knockout (KO) gezeigt werden, dass diese Mause keine IR entwickelten’.
Somit stellt eine verminderte NF-xB Aktivierung, bedingt durch das Fehlen der IKK, einen

protektiven Effekt vor der Entwicklung einer IR dar.
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1.46.2 INK

Die c-Jun N-terminale Kinasen (JNKSs) sind Serin/Threonin Kinasen und gehéren zur Gruppe
der Mitogen-aktivierten Protein Kinasen (MAPK). Einer der wichtigsten Einflusse des
JNK-Signalweges ist der Transkriptionsfaktor AP-1 (Activation protein 1), dessen
Transkriptionsaktivitat durch die Phosphorylierung von c-Jun aktiviert wird®.
Der Transkriptionsfaktor AP-1 reguliert wichtige Entzindungsprozesse Uber pro-
inflammatorische  Zytokine, Wachstumsfaktoren und filhrt zu zelluldrem Stress®®. Der
Transkriptionsfaktor nimmt zudem Einfluss auf die Aktivitdt von NF-kB, denn es konnte ein
,.Crosstalk zwischen dem AP-1 und dem NF-kB Signalweg gezeigt werden®. Eine der
wichtigsten Aktivatoren des JNK-Signalweges sind die Zytokine TNF-a., IL-1 sowie LPS und
FFS®®7 Somit fiihren klassische Aktivatoren der NF-kB-Kaskade auch gleichzeitig zur

Aktivierung des JNK-Signalweges.

In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass Mause im adipdsen Zustand eine erhéhte JINK-
Aktivitat aufwiesen. Méause mit einem JNK-KO zeigten zudem eine bessere Insulin-Rezeptor-
Signalwirkung sowie ein geringeres Ausmal an Adipositas im Gegensatz zu Wildtyp (WT)-
Tieren®. Die Abwesenheit der JNKs fiihrt somit tiber eine verminderte AP-1 bzw. NF-xB

Aktivierung direkt zu einer hoheren Insulinempfindlichkeit.

1.4.6.3 Einfluss von NF-kB und JNK auf die Insulin-Signaltransduktion

Der Insulinrezeptor gehort zur Gruppe der Rezeptoren mit Tyrosin-Kinase Aktivitat. In
Anwesenheit von Insulin (Abb. 1.7) phosphoryliert der Insulin-Rezeptor das Insulin-
Rezeptor-Substrat Protein (IRS) am Tyrosin und aktiviert somit die Signalkaskade. Die

Signaltransduktion spaltet sich in zwei Signalwege auf:

1. Der Phosphatidylinisitol-3-Kinase (PI3K) / Proteinkinase B (PKB=AKT) Weg,
welcher fir die insulin-vermittelten metabolischen Effekte, wie Glukosehom@ostase,
Glykogenproduktion, Hemmung der Glukoneogenese der Leber sowie Hemmung der
Lipolyse verantwortlich ist.

2. Der RassIMAPK Signalweg, welcher das Zellwachstum, Zelldifferenzierung sowie

Proteinsynthese reguliert und mit dem PI3K/AKT-Signalweg interagiert®.
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Abb. 1.7 Signaltransduktion der NF-xB und JNK vermittelten Insulinresistenz

Quelle: de Luca C et al. Inflammation and insulin resistance®

Wird das Serin des IRS alternativ phosphoryliert, ist die ,,Downstream-Signaltransduktion*

gestort. So konnte gezeigt werden, dass die Serin-Kinasen IKK und JNK das IRS alternativ

am Serin 307 phosphorylieren, somit die Insulin-Signaltransduktion stéren und zur IR

fiihren®.

Zusammenfassend fuhrt demnach die Zunahme an Korpergewicht bishin zur Adipositas

zunéchst zu lokalen Inflammationsprozessen im Muskel, in der Leber und im Fettgewebe.

Dabei nimmt das Fettgewebe, als endokrines Organ, eine besondere Stellung in der

systemischen Ausweitung der Inflammation ein. Die inflammatorischen Prozesse flihren dann

- primédr NF-kxB und JNK vermittelt - Gber die oben beschriebenen molekularen Mechanismen

zur IR.
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1.5 Renin-Angiotensin-System
1.5.1 Grundlagen

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) stellt eines der wichtigsten hormonellen Systeme zur
Regulation der kardiovaskularen Homgostase und des Blutdrucks dar. Die Entdeckung des
RAS geht auf das Jahr 1898 zuriick, als Tigerstedt und Bergmann die Beobachtung machten,
dass durch die Injektion eines Kaninchen-Nierenextraktes der Blutdruck gesteigert werden
kann™. Aus dem in der Leber synthetisierten AGT wird durch die Protease Renin, die aus der
Niere stammt, das Dekapeptid Angiotensin | (Ang I) abgespalten (Abb. 1.8). Aus Ang | wird
durch das Angiotensin-Conversions-Enzym (ACE), welches vorwiegend im Geféaliendothel
vorhanden ist, das Oktapeptid Ang Il abgespalten. Das Effektorpeptid Ang Il bindet dann an
spezifische Rezeptoren, wobei die Subtypen 1 und 2 zum heutigen Zeitpunkt am besten
charakterisiert sind (AT1R und AT2R).

Angiotensinogen

Renin Inhibitoren ﬁ U .
Renin

Angiotensin |

ACE HEMME! ] @ACE

Angiotensin Il

AT1-BlOCKEr ] [y %

(ARBSs)
AT1 Rezeptor AT2 Rezeptor

« VVasokontriktion

» Aldosteron-/
Vasopressin 1

» Pro-Inflammation » Anti-Inflammation
 Zell-Proliferation « Anti-Proliferation
* Apoptose » Anti-Apoptose

» Regeneration
 Differenzierung
« Fibrose + Anti-Fibrose

Abb. 1.8 Signalkaskade des Renin-Angiotensin-Systems (RAS)
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Daruber hinaus werden durch Angiotensinasen von Ang Il weitere Aminosauren abgespalten
und es entstehen Ang Ill, Ang IV sowie Angiotensin 1-7, welch eine deutlich schwachere

biologische Wirkung als das Ang 11 besitzen %,

1.5.2 Angiotensin AT1-Rezeptor

Der AT1R wird nahezu in allen Organen und Geweben exprimiert, die an der Regulation des
Blutdrucks und der Flussigkeitshomdostase beteiligt sind. Dazu z&hlen Niere, Nebenniere,
Leber, Gehirn und Hypophyse, Hoden, Lunge, Aorta, Herz und das Fettgewebe®. Die
Stimulation des AT1R fihrt zur Vasokonstriktion, zur Aldosteronfreisetzung in der Zona
glomerulosa der Nebenniere und einer damit verbundenen Natrium-Retention. Auferdem
kommt es zur NF-xB und AP-1 Aktivierung und einer daraus resultierenden Freisetzung
pro-inflammatorischer Zytokine und Apoptose. Ferner stimuliert die AT1R-Aktivierung die
Proliferation glatter Gefaimuskeln sowie die Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs) und Fibrose®. Der AT1R wird auRerdem als wichtiger Faktor in der
Pathophysiologie der linksventrikularen Herzhypertrophie, der Atherosklerose und der
Entwicklung von diabetischen Endorganschaden wie Nephro- und Retinopathien angesehen.
Eine Uberhohte Aktivierung des Systems wird normalerweise durch negative Riickkopplung
vermieden. Eine pathologische Uberaktivierung des AT1R fiihrt somit zu negativen

kardiovaskularen Effekten und zur Hypertonie®.

1.5.2.1 ATI1-Rezeptor Signalwege

Der ATI1R gehort in die Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren und besitzt sieben
transmembrandre Doménen. Die Bindung von Ang Il an den ATIR fihrt zur Freisetzung der
o-UE des G-Proteins und im Anschluss zur Aktivierung der Phospholipase C (PLC) Uber die
Gq-Familie bzw. zu einer Hemmung der Adenylylcyclase Uber die Gj-Familie. Die
Aktivierung der PLC induziert die Bildung der second Messenger Inisitol-1,4,5-triphosphat
(IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3 setzt Kalzium aus den intrazelluldren Speichern frei.
DAG stimuliert die Proteinkinase C (PKC) und fordert den Influx von extrazellularem
Kalzium ber Kalziumkandle (L-Typ) in die Zelle. Somit flihren beide Mechanismen zu
einem  Anstieg der intrazellularen  Kalziumkonzentration und  folglich  zur

Vasokonstriktion %%,
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Auch Uber den Einfluss auf MAPK wie ERKs (extracellular signal-regulated kinases), tber
eine Aktivierung des JAK-STAT-Signalweges (Janus kinase - signal transducer and
activator of transcription) sowie der Expressionssteigerung des Wachstumsfaktors TGF-f3 tbt
der ATI1R zusatzlich Einfluss auf Wachstum, Migration, Expression, Proliferation und Pro-
Inflammation aus® . Bei Nagetieren konnten zwei Isoformen des AT1R, der AT14R und
AT1gR, identifiziert werden, die sich in Bezug auf ihre Gewebeverteilung und Regulation

unterscheiden®.

1.5.3 Angiotensin AT2-Rezeptor

Den AT2R findet man in fetalen Geweben ubiquitdr exprimiert. Postnatal nimmt das
Verhaltnis zur AT1R-Expression stark ab, wobei die grofite Expressionsdichte im adulten
Gehirn, der Nebenniere, den Ovarien und dem Uterus, dem GeféaRendothel und dem Myokard
zu verzeichnen ist®. Bei der Herzinsuffizienz sowie bei inflammatorischen Prozessen wird
eine erhdhte AT2R-Expression beschrieben’®°*. Auch unter anderen pathophysiologischen
Bedingungen und gewebsregenerativen Prozessen - dazu zahlen die Neointimabildung nach
Gefallverletzung sowie der Prozess des ,,Remodellings” nach Herzinfarkt - findet temporar

eine erhdhte Expression des AT2R statt®1021%

Der AT2R kann in vielen Féllen als Gegenspieler des AT1R angesehen werden (Siehe Abb.
1.8). Die Ang ll-vermittelte Aktivierung des AT2R fuhrt zu geweberegenerativen Effekten,

* und Anti-Fibrose'®. Teilweise kann die Zellwachstumshemmung

zur Anti-Proliferation™
auch mit der Anregung von Apoptose einhergehen®'%. Eine Studie unserer Arbeitsgruppe
von Kaschina et al. zeigte hingegen anti-apoptotische Effekte durch AT2R-Aktivierung in
einem Herzinfarktmodell an Ratten'®’. Die AT2R-Aktivierung fuhrt zudem uber eine
Hemmung der NF-xB Aktivitat, Reduktion der COX-2 Expression sowie Modulation von
Phosphatasen zu anti-inflammatorischen Effekten. Zudem flhrt eine AT2R-Aktivierung
hochstwahrscheinlich zur NO/cGMP vermittelten Natriurese und Vasodilatation'®®, So
scheint der AT2R die Rolle eines Modulators auf den Blutdruck auszulben.
Zusammengenommen kann somit die AT2R-Aktivierung mit positiven kardiovaskuldren

Eigenschaften assoziiert werden.
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1.5.3.1 AT2-Rezeptor Signalwege

Uber die strukturellen und funktionellen Eigenschaften des AT2R ist weitaus weniger bekannt
als Uber den AT1R. Die Sequenz des AT2R ist nur zu ca. 34% homolog zum AT1R. Der
AT2R ist wie der AT1R ein 7-transmembranéres Glykoprotein, jedoch ist nicht abschlielend
geklart, ob er ebenfalls an G-Proteine gekoppelt ist und wie im Detail die Signale transduziert
werden. Teilweise fehlen klassische funktionelle Eigenschaften, welche die Rezeptorklasse
normalerweise aufweist. Ungewohnlich ist, dass einige Effekte ohne Aktivierung eines
G-Proteins vermittelt werden. In einigen Fallen zeigt der AT2R hingegen die Funktionen
eines klassischen G-Protein Rezeptors indem er an ein Gi,2 und Gi,3-Protein gekoppelt ist**°.
Es sind drei unterschiedliche AT2R-gekoppelte Signaltransduktions-Mechanismen umfassend

charakterisiert worden:

1. die Aktivierung verschiedener Phosphatasen,
2. eine Aktivierung des NO/cGMP Systems und
3. die Stimulation der Phospholipase A2 und nachfolgender Freisetzung von

Arachidonsaure.

Bislang konnten drei spezifische Phosphatasen identifiziert werden, die durch die Stimulation
des AT2R aktiviert werden: die mitogenaktivierte Proteinkinase-Phosphatase 1 (MKP-1), die
SH2 domain-containing Phosphatase 1 (SHP-1) und die Protein Phosphatase 2A (PP2A).
Bei der MKP-1 handelt es sich um eine Tyrosin/Threonin-Phosphatase, SHP-1 ist eine
Tyrosin-Phosphatase und PP2A  fungiert als Serin/Threonin-Phosphatase®*.  Viele
Wachstumsfaktoren, einschlieflich des Ang Il tber den AT1R, wirken Uber Tyrosin-Kinasen
und weiteren Phosphorylierungsschritten. Es ist anzunehmen, dass der AT2R durch die
Aktivierung der verschieden Phosphatasen und damit verbundener Dephosphorylierung in
verschiedenen Stufen der Signaltransduktion der Wachstumsfaktoren zu einem negativen
,Crosstalk“ mit dem ATI1R fihrt. Dadurch konnten einige der oben beschriebenen
gegenlaufigen Effekte erklart werden. Dies konnte beispielsweise fur die MAPK ERK1 und

ERK2 gezeigt werden''? %7,

Ein weiterer Signalweg wird tUber das NO/cGMP System beschrieben. Eine AT2R-vermittelte
Erhohung der NO-Freisetzung konnte sowohl in-vitro als auch in-vivo an verschieden

Modellen gezeigt werden, wobei der NO-vermittelte cGMP Anstieg sehr wahrscheinlich
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Bradykinin-abhangig ist''®. Durch die Stimulation der Phospholipase A2 (PLA2) kommt es
zur Freisetzung von Arachidonsaure'®®, welche iber die Modulation des Na‘/HCOs -
Symporter Systems (NBC) Einfluss auf den intrazelluldren pH-Wert haben kénnte'?°. Ein
weiterer Einfluss von Arachidonséduremetaboliten auf die Aktvierung von MAPK wird zudem

beschrieben®??.

1.5.3.2 AT2-Rezeptor vermittelte Anti-Inflammation

Anti-inflammatorische Eigenschaften konnten in Zellmodellen an glatten Gefal3muskelzellen
gezeigt werden. So fuhrte sowohl die AT1R-Blockade mit dem AT1R-Blocker (ARB)
Valsartan und gleichzeitiger Stimulation mit Ang 1l als auch die direkte AT2R-Stimulation
mit dem peptidischen AT2R-Agonisten CGP-42112A zu einer Reduktion der TNF-o
induzierten MCP-1 Expression. Eine reduzierte NF-xB Aktivitat konnte auf eine erhohte IxB-
Stabilitat zurlickgefiihrt werden. Durch die Aktivierung der Tyrosin-Phosphatase SHP-1 und
einer damit verbundenen Dephosphorylierung von IkB wird dessen Degradation verhindert.
Folglich bleibt auch die Translokation des NF-kB Komplexes in den Zellkern und die
Transkription pro-inflammatorischer Zytokine aus (Siehe Kapitel NF-kB)?%. Weiterhin
konnte in Darmepithelzellen beobachtet werden, dass die LPS-induzierte Hochregulation der
COX-2 sowohl durch direkte als auch indirekte AT2R-Stimulation reduziert werden konnte.
Weitere Inflammationsprozesse durch die Produktion von Prostaglandinen und Leukotrienen
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werden somit unterdriickt™°. Die reduzierte COX-2 Expression konnte Uber die oben

beschriebene Hemmung der NF-xB Aktivierung erklart werden, denn das Enzym wird unter

anderen iiber diesen Transkriptionsfaktor reguliert'?*.

An glatten GefalBmuskelzellen sowie R3T3 Fibroblasten konnte ein Einfluss auf die AT1R-
vermittelte Aktivierung des JAK-STAT-Signalweges gezeigt werden. So hemmt die Ang Il
stimulierte AT2R-Aktivierung die Tyrosin-Phosphorylierung von STATs (STAT 1, STAT 2,
STAT 3) ohne dabei die JAK-AKktivitdt zu beeinflussen. Dieser Effekt rihrt wahrscheinlich
ebenfalls von der Aktivierung von SHP-1 her. Somit bleibt die Translokation der STAT-
Dimere in den Nukleus und die damit verbundene Transkription pro-inflammatorischer

Zytokine aus'®.
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1.5.4 Pharmakologische Intervention in das RAS

Das RAS ist Zielsystem verschiedener Arzneimittel, die in erster Linie zur Behandlung der
Hypertonie eingesetzt werden. Eine Hypertonie liegt nach den Leitlinien der
Deutschen Hochdruckliga (DHL) ab einem Blutdruck > 140 mmHg systolisch zu > 90 mmHg
diastolisch vor'?®, Mit dem Renin-Inhibitor Aliskiren ist ein neues Antihypertonikum
geschaffen worden, das am Anfang der Ang Il-Synthese angreift. Der jingste Vertreter der
Antihypertensiva ist seit September 2007 in der EU und der Schweiz unter dem
Handelsnamen Rasilez® zur Behandlung der essentiellen Hypertonie zugelassen'®. ACE-
Hemmer (Captopril, Enalapril, etc.) greifen in der Mitte der Kaskade ein und verhindern,
zumindest zum groRten Teil, die Bildung des Effektorpeptides Ang Il. Die zweitjlingste
Generation der Antihypertensiva, die ARBs (Losartan, Valsartan, Telmisartan, etc.),
verhindern spezifisch und selektiv die Bindung des Ang Il an den AT1R. Alle klinisch
zugelassenen MalRnahmen der RAS-Intervention zielen darauf ab, eine pathologische AT1R-
Aktivierung abzuschwaéchen. Derzeit gibt es kein zugelassenes Arzneimittel das direkt mit
dem ATZ2R interagiert.

1.5.5 Pharmakologische Modelle am AT2-Rezeptor

Die pharmakologischen Modelle der Grundlagenforschung zur Untersuchung des AT2R
bestanden bis dato in der indirekten Aktivierung durch AT1R-Blockade und ANG II-
Behandlung. Weitere Ansatzpunkte lieferten das Fehlen des AT2R-Signals durch die
pharmakologische Blockade des Rezeptors mit der Substanz PD123319 oder durch den
genetischen KO des Rezeptors. Die direkte Aktivierung des Rezeptors gelang mit dem AT2R-
Agonisten CGP-42112A. Nachteile der Modelle lagen zum einen in der Vergleichbarkeit
zwischen direkter und indirekter Stimulation. Zum anderen bietet der Vergleich zwischen
pharmakologischer Stimulation und mit dem Fehlen des AT2R-Signals in der KO-Maus
ebenfalls nur eine limitierte Aussagekraft. Die Substanz CGP-42112A ist zudem stark
umstritten, da diese aufgrund der peptidischen Struktur relativ instabil ist und sich zugleich
teilweise antagonistisch am AT2R verhalten kann'®. Gleichzeitig scheint die Substanz
PD123319 ebenfalls fiir in-vivo Studien ungeeignet zu sein, da die Substanz teilweise nicht zu
den erwarteten AT2R-blockierenden Effekten filhrt'?’. Seit 2004 besteht die Moglichkeit den

AT2R selektiv mit der Substanz C21 zu stimulieren.
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1.5.6 Substanz C21

Bei der Substanz C21 handelt es sich um den ersten nicht-peptischen und damit oral
applizierbaren, selektiven AT2R-Agonisten. Die Selektivitdt der Substanz wird mit einer
Dissoziationskonstanten (Ki) von 0,4 nM fir den AT2R bzw. >10 uM fir den ATIR
beschrieben. Das N-Butyloxycarbonyl-3-(4-Imidazol-1-ylmethylphenyl)-5-1sobutylthiophen-
2-Sulfonamid (siehe Abb. 1.9) weist ein Molekulargewicht von 475,63 g/mol auf. Nach oraler
Gabe bei Ratten besitzt die Substanz eine orale Bioverfiigbarkeit von 20 bis 30% mit einer

Halbwertszeit von t¥% = 4 h'?8,

/‘:N

pd

Abb. 1.9 Struktur des ersten nicht-peptidischen AT2R Agonisten C21%

1.5.6.1 Studien mit C21

Eine in-vivo Studie an spontaneuosly hypertensive stroke-prone rats (SHRSPs), die eine
Hochsalzdiét erhielten, beschreibt, dass die Behandlung der Ratten mit C21 in einer Dosis
von 10 mg/kg Korpergewicht (KG) pro Tag nach etwa acht Wochen zu einer reduzierten
Hirnsch&digung und einer deutlichen Verzégerung der stark erhéhten renalen Proteinurie
flhrte, ohne dabei den Blutdruck zu beeinflussen. Diese positive Regulation konnte auf anti-
fibrotische und anti-inflammatorische Effekte zurlickgefihrt werden. Ein Hinweis auf die
Spezifitat der Effekte konnte mit dem AT2R-Blocker PD123319 erbracht werden, indem die
protektiven Effekte auf Gehirn und Niere unter Parallelbehandlung mit C21 ausblieben'®,
Eine Studie unserer Arbeitsgruppe von Kaschina et al. konnte in einem Herzinfarktmodell an

normotensiven Wistar-Ratten zeigen, dass die Behandlung 24 h post-Infarkt mit C21
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0,03 mg/kg KG pro Tag Uber sieben Tage signifikant die InfarktgroRe verkleinerte, die
Expression des Apoptose Markers Caspase-3 in der Peri-Infarktzone reduzierte und die
kardiale Expression der induzierten pro-inflammatorischen Zytokine MCP-1, IL-6, IL-1p und
IL-2 reduzierte. Diese Effekte konnten ebenfalls mit dem AT2R-Blocker PD123319
aufgehoben werden. Hierbei hatte C21 keinen Einfluss auf den Blutdruck™’. Weitere
Experimente unserer Arbeitsgruppe konnten zudem zeigen, dass die spezifische Aktivierung
des AT2R mit C21 in-vitro an humanen und murinen dermalen Fibroblasten zu einer
Reduktion der TNF-a induzierten IL-6 Expression fuhrte. In-vivo konnte an Mausen durch
die Stimulation mit C21 (1 mg/kg KG s.c. pro Tag) eine Bleomycin induzierte subkutane
Inflammation gesenkt werden. Hier kam es zur signifikanten Reduktion der
Inflammationsmarker MCP-1, 1L-6 und TNF-a.'%°.

Die durchgefiihrten Studien zeigten also in verschiedenen Modellen und Organen sowohl in-
vitro als auch in-vivo, dass die C21-vermittelte AT2R-Aktivierung zu geweberegenerativen

und vor allem anti-inflammatorischen Effekten fihrt.

1.6 RAS, Insulinresistenz und Diabetes

In den letzten Jahren wurde das RAS auch als wichtiger Regulator des Glukosemetabolismus
identifiziert. Es stellt damit neben seiner Funktion als Blutdruckregulator eine Schnittstelle in
der Pathophysiologie des MS, Adipositas und Diabetes dar. Etwa 50% der Hypertoniker
weisen eine Hyperinsulinamie auf*! und umgekehrt sind bis zu 80% der Typ 2 Diabetiker

Hypertoniker'*.

1.6.1 ANG Il vermittelte Insulinresistenz

Zahlreiche Beobachtungen haben gezeigt, dass bei Patienten mit MS bzw. Adipositas eine
Uberaktivierung des sympathischen Nervensystems (SNS) vorliegt. Diese korreliert mit dem
Auftreten der IR*3. Zu den Mechanismen der symphatischen Uberaktivierung zéhlt die
Hyperinsulinamie, die tber die hypothalamische Achse zu einer Aktivierung des SNS fuhrt'**
und tiber einen MAPK-Signalweg die ANG Il Produktion stimuliert*>. Die Aktivierung des
SNS fiihrt zur Freisetzung von Katecholaminen, die wiederum [B1-Rezeptor-vermittelt zu

einer Steigerung der Renin-Aktivitat und -Freisetzung filhren'®. Ebenfalls konnte in humanen
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Adipozyten gezeigt werden, dass eine Katecholamin-induzierte cAMP Erhéhung zu einer
Expressionssteigerung von AGT fiihrt**”. Die mit der Adipositas und Fettmasse verkniipften
erhdhten peripheren Leptin-Spiegel fuhren ebenfalls zu einer Aktivierung des SNS,
konsekutiv zur Aktivierung des RAS und damit zu einer Erhdhung des Blutdrucks™®,
Demzufolge findet man bei adipdsen Patienten erhdhte Plasmaspiegel der Komponenten des
RAS wie AGT, Renin, ACE, Aldosteron und ANG Il vor®®. ANG Il fiihrt selbst auch zu

einer Aktivierung des SNS und schlieft damit den Circulus vitiosus'*.

Dem Effektorpeptid ANG Il wird auch ein Einfluss auf den Glukosemetabolismus und die
Insulinempfindlichkeit zugewiesen. Die systemische Vasokonstriktion fihrt zu einem
verringerten peripheren Blutfluss im Skelettmuskel, der einen wesentlichen Faktor fur die

Glukose-Aufnahme darstellt'*

. Dartiber hinaus fuhrt ANG Il Uber die Aktivierung von
NF-kB in verschiedenen Endorganen zur Inflammation'*?. Daraus folgt eine Reduktion der
Adiponektin-Expression und eine zusétzliche Absenkung der Insulinempfindlichkeit. Weitere
hypothetische Mechanismen der ANG Il-vermittelten Stoérung des Glukosemetabolismus
werden in der Reduktion der GLUT-4 Expression und einer erhohten ektopischen

Fetteinlagerung gesehen#243,

1.6.2 Lokales RAS im Fettgewebe

Neben der klassischen endokrinen Achse des RAS existiert auch ein lokales RAS. Es werden
alle wichtigen Komponenten zur ANG Il Produktion im Herz, den GefaBwénden, den Nieren,
den Nebennieren sowie dem Gehirn synthetisiert. Somit kommen dem RAS neben seiner
endokrinen Rolle auch lokale, gewebsspezifische auto- und parakrine Funktionen zu**. Auch
das Vorhandensein eines lokalen RAS im Fettgewebe wird beschrieben. Dem RAS im
Fettgewebe wird eine Schlisselrolle in der Pathophysiologie von Adipositas-assoziierten

Krankheiten wie IR und Hypertonie zugewiesen.

Das Fettgewebe exprimiert ebenfalls alle wichtigen Komponenten des RAS (AGT, ACE,
Renin, AT1R, AT2R). Als endokrines Organ nimmt das Fettgewebe auch direkt
systemischen Einfluss durch Produktion der RAS Komponenten. Entsprechend der Zunahme
der viszeralen Fettmasse steigt im Fettgewebe die Produktion von AGT und ANG Il an. Diese
steigen im Plasma an und flhren konsekutiv zur Aktivierung des SNS, RAS und Erh6hung
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des Blutdrucks™*®. Durch Gewichtsverlust nimmt bei den Patienten sowohl die systemische als
auch lokale RAS-Aktivitat im Fettgewebe wieder ab™.

Die Funktion von ANG Il in der Differenzierung von Adipozyten und deren Proliferation ist
noch nicht vollstandig geklart und wird zum Teil kontrovers diskutiert. Es gibt
Beobachtungen, die zeigen, dass ANG Il die Adipozytendifferenzierung hemmt und somit die
Neubildung Kleiner, insulinsensitiver Adipozyten unterbindet. Damit hatte ANG Il einen
direkten negativen Einfluss auf die Insulinempfindlichkeit'*>. Demgegeniiber werden auch
fordernde Effekte von ANG Il auf die Differenzierung von Adipozyten beschrieben,
verbunden mit der Induktion von Enzymen der Lipogenese wie Glycerol-3-Phosphatase
Dehydrogenase (GPDH) und Fettsdure Synthase (FAS), welche ihrerseits die Einlagerung
von TG in Adipozyten und damit die Hypertrophie férdern**. Das lokale RAS im Fettgewebe
hat somit einen entscheidenen Einfluss sowohl auf lokale als auch auf systemische
metabolische Prozesse

1.6.3 Kilinische Studien zur Blockade des RAS

Mehrere Kklinische Studien beschreiben, dass die Blockade des RAS mit positiven
metabolischen Effekten einhergeht. Die Behandlung von Hochrisikopatienten mit ACE-
Hemmern bzw. ARBs fiihrte hierbei neben einer Verbesserung der kardiovaskuldren
Morbiditdt und Mortalitat auch zu einer Verbesserung der Insulinempfindlichkeit und des
metabolischen Profils. Ebenfalls konnte eine Reduktion der Diabetes-Inzidenz bei
Hypertonikern sowie eine Reduktion von Diabetes-assoziierten Folgeerkrankungen und
Endorganschéden bei Typ 2 Diabetikern identifiziert werden. Dies konnte sowohl in Studien
mit ACE-Hemmern (CAPPP-, HOPE-, ALLHAT- und SOLVD-Studie) als auch in Studien
mit ARBs gezeigt werden (LIFE-, CHARM- und VALUE-Studie). Eine Metaanalyse ergab,
dass die Neudiagnose von T2DM mit beiden RAS-Blockern im Schnitt um 25% gesenkt
werden konnte'*’. Dies konnte in einer Netzwerk-Metaanalyse, in der 22 klinische Studien
mit insgesamt 143.153 Hypertonie- und Hochrisiko-Patienten berlicksichtigt wurden, von
Elliott et al. bestatig werden. Die Analyse ergab, dass die Diabetes-Inzidenz von Patienten,
die mit ARBs bzw. ACE-Hemmern behandelt wurden, im Vergleich zu anderen

Antihypertensiva signifikant am geringsten war'*®,
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In der kurzlich abgeschlossenen NAVIGATOR-Studie konnte durch eine chronische
Behandlung mit dem ARB Valsartan die Diabetes-Inzidenz bei Patienten mit IGT signifikant
um 14% gesenkt werden'®. In der ONTARGET Studie wurde Telmisartan direkt mit dem
ACE-Hemmer Ramipril verglichen und beinhaltete als sekundaren Endpunkt die Neudiagnose
von T2DM bei Risikopatienten. Dieser Endpunkt wurde durch beide Arzneimittel
gleichermalien signifikant erreicht. Die Kombination beider Arzneimittel brachte zudem bei

keinem Endpunkt Vorteile gegeniiber der jeweiligen Monotherapie*****,

1.6.4 Angiotensin AT1R-Blocker aktivieren PPARy

Fur einige AT1R-Blocker (Telmisartan > Losartan bzw. fiir seinen Metaboliten EXP 3179)
wurde beschrieben, dass diese in der Lage sind, partiell den PPARy-Rezeptor zu aktivieren.
Der Transkriptionsfaktor PPARy spielt eine bedeutende Rolle im Zusammenhang mit
endokrinen und metabolischen Funktionen des Fettgewebes. Dieser Effekt kdnnte zusétzlich
die anti-inflammatorischen Eigenschaften dieser Substanzen und deren positiven Einfluss auf
den Glukosemetabolismus erkléren. Auch vergleichende Studien innerhalb der AT1R-Blocker
haben gezeigt, dass Telmisartan, als partieller PPARy-Ligand, stérkere positive Effekte auf
das Lipid-Profil und den Glukosemetabolismus aufweist als andere ARBs. So ist Telmisartan
derzeit der einzige Vertreter der ARBs der in den USA und Europa (FDA und EMA) fur die

Behandlung der Hypertonie bei Patienten mit T2DM zugelassen ist™.

Der Wirkungsmechanismus am PPARYy wird im Folgenden beschrieben. Durch Bindung eines

endogenen (diskutiert werden mehrfach ungesattigte FS und PGJ2™*

) oder synthetischen
Liganden an PPARykommt es zur Heterodimesierung des Rezeptors mit dem
Retinolsaurerezeptor (RXR) und gleichzeitiger Dissoziation von Korepressoren bzw.
Assoziation von Koaktivatoren und folgender Translokation in den Nukleus mit
anschlieBender ~ Transkription™™.  PPARy  fordert als  ,Masterregulator  die
Adipozytendifferenzierung. Durch Aktivierung von PPARyund Reifung der Adipozyten
kommt es zu erhdhter Expression von Transportproteinen wie dem adipocyte Protein 2 (aP 2)
und Lipoproteinrezeptoren (CD36) sowie der LPL. Dadurch wird die Fahigkeit gesteigert,
vermehrt TG im Fettgewebe zu speichern. Die Folge sind eine Verminderung von FFS bzw.

TG mit einer Verbesserung der Insulinsensitivitat. Des Weiteren flhrt eine PPARy-
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Aktivierung zu anti-inflammatorischen Effekten. In der Leber fiihrt PPARy zur Reduktion der

Glukoseproduktion und im Skelettmuskel zu einer erhéhten Glukoseaufnahme™***.

Antidiabetische Effekte der AT1R-Blocker konnten zudem auch in diversen Tierversuchen
sowohl durch unsere Arbeitsgruppe als auch durch andere Gruppen beobachtet werden'>® %,
Die metabolischen Verbesserungen der RAS-Blocker scheinen blutdruckunabhéngig zu sein.
So konnte eine Subanalyse der CAPPP-Studie zeigen, dass die Behandlung mit einem ACE-
Hemmer bzw. mit einem Diuretikum/B-Blocker zwar zu einer adéquaten Senkung des
Blutdrucks fiihrte, eine Risikoreduktion in der Entwicklung von neu diagnostiziertem T2DM
aber nur in der ACE-Hemmer-Gruppe zu verzeichnen war'*®. So scheinen B-Blocker bzw.
Thiazid-Diuretika sogar ein pro-diabetogenes Potential aufzuweisen'®®. Auch andere
Tierversuche beschreiben, dass schon eine geringe Dosis an ARB zu positiven metabolischen

Effekten filhrt, ohne dabei den Blutdruck zu senken®’.

Die klinischen Studien und Experimente konnten eindeutig die positiven metabolischen
Effekte der ARBs belegen. Neben der partiellen PPARy-Aktivierung durch einige ARBS
konnte fur den AT2R ein eigener antidiabetischer Effekt in Betracht gezogen werden, da
durch die AT1R-Blockade das ANG Il vermehrt am AT2R binden und diesen aktivieren
kann'®*. Die zugrundeliegenden Mechanismen der Effekte und die metabolische Relevanz des

AT2R sind jedoch noch nicht vollstandig gekléart.

1.6.5 Metabolische Effekte des AT2-Rezeptors

Tierversuche an transgenen Mdusen beschreiben einen positiven Einfluss des AT2R auf den
Glukosemetabolismus. So flhrte beispielsweise die Abwesenheit des AT2R in Mausen zu
einer Reduktion der Insulinempfindlichkeit und Glukosetoleranz*®’. Dem gegeniiber wurde
auch beobachtet, dass bei AT2R-KO Mausen, die mit einer Hochfett-Diat (HFD) gefuttert
wurden, eine erhohte Fettzelldifferenzierung, eine reduzierte AdipozytengréRe und
-masse sowie eine verbesserte Insulinempfindlichkeit bzw. Glukosetoleranz vorlag. Dies

wirde dem AT2R negative metabolischen Effekte zuweisen®>1®.

Wenngleich alle
Untersuchungen, einschliel3lich denen an transgenen Mé&usen, dem AT2R eine entscheidende
Rolle in der Signaltransduktion und Regulierung der Insulinsensitivitdt und Glukosetoleranz

zuordnen, sind die Daten kontrovers und die AT2R-vermittelten metabolischen Funktionen
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im systemischen und lokalen RAS scheinen unklar zu sein. Der Einsatz des selektiven AT2R-
Agonisten C21 in-vitro und in-vivo konnte zu neuen Erkenntnissen der Funktion des AT2R

auf metabolischer Ebene fihren.

1.7 Hypothese und Zielsetzung

Die oben aufgefuhrten Daten zur Pravalenz, Inzidenz und den Folgeerkrankungen des MS,
der Adipositas und assoziierter IR sowie T2DM weisen der Erforschung, der Pravention und
der Therapie dieser Krankheiten eine enorme Bedeutung zu. Die vorliegende Arbeit soll der
Aufklarung neuer pathophysiologischer und pharmakologischer Mechanismen von AT2R-
Agonisten bei der Entstehung und Behandlung der Adipositas-induzierten Inflammation im

Fettgewebe und damit verbundener IR und IGT dienen.

Aufgrund der vielversprechenden Datenlage des AT2R und der Substanz C21 beztglich der
gewebeprotektiven und anti-inflammatorischen Eigenschaften konnte die pharmakologische
Intervention an diesem Rezeptor der Atiologie der Fettgewebs-Inflammation und
Pathophysiologie der IR entgegenwirken. Durch die genaue Charakterisierung
inflammatorischer Prozesse in der Entstehung der Adipositas-induzierten IR und deren
Inhibierung durch AT2R-Aktivierung kénnten somit neue therapeutische Konzepte fir die
Préavention entstehen. Die vorliegende Arbeit dient auflerdem dem spezifischen
Wirksamkeitsnachweis der Substanz C21 durch den Einsatz von AT2R-KO Mausen sowie
der Eingrenzung moglicher Indikationen fur eine Therapie am Menschen - beides mit dem

Ziel der zukunftigen Arzneimittelentwicklung.

Die Zielstellung der Arbeit ist:

1. durch den Einsatz der Substanz C21 in-vitro an verschiedenen Zellmodellen anti-

inflammatorische und metabolische Prozesse zu charakterisieren und

2. den therapeutischen Nutzen einer direkten AT2R-Stimulation mit der Substanz C21
im Rahmen der Adipositas-induzierten IR im Diat-induzierten Adipositas (DI10)-

Modell der Maus zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien und Substanzen

3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX)
Acrylamid-Bis (30%)

Agarose

Ammoniumperoxodisulfat

-Marcaptoethanol

Bovines Serum Albumin (BSA) Standard

Bromphenolblau

Chloroform

Compound 21

Dexamethason

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Eosin

Essigsaure Ethanol (96%)

Ethanol absolut (<99,9 %)
Ethidiumbromid Lésung (1%)
Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA)

Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylester)-
tetraessigsdure (EGTA)

Formaldehydldsung
Glukoseldsung Glucosteril (20%)
Glycin

H&matoxylin
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Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Serva (Heidelberg, D)

Biozym (Oldendorf, D)

Merck (Darmstadt, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Thermo Scientific (Rockford, USA)
Merck (Darmstadt, D)

Merck (Darmstadt, D)

Vicore Pharma (Goteborg, SWE)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Merck (Darmstadt, D)

J.T Baker (Deventer, NL)

J.T Baker (Deventer, NL)

Roth (Karlsruhe, D)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)

Merck (Darmstadt, D)
Fresenius (Bad Homburg, D)
Serva (Heidelberg, D)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
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Hydralazin

Insulin 10 mg/mL

Insulin Insuman® Rapid 40 I.LE. / mL
Isofluran Forene®

Isopropanol
Lipofectamin® 2000

Lipopolysaccharide (LPS)
Methanol

Milchpulver

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumpyrophosphat (NasP,0-)
Natriumorthovanadat

Neo-Clear (Xylol Ersatz)
Ol-Rot-O Farbstoff

Orange G

PD123319

Phorbol-12-myristat 13-acetat (PMA)
Pioglitazon

Ponceau S Ldsung
Proteaseinhibitor Complete-Mini®
Real-Time Sybrgreen® Mastermix
Real-Time Tagman® Mastermix

Restore™ Western Blot Stripping Buffer
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Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Sanofi-Aventis (Berlin, D)
Abbott (Wiesbaden, D)

Merck (Darmstadt, D)

Invitrogen Life Technologies
(Karlsruhe, D)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Merck (Darmstadt, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Serva (Heidelberg, D)

Merck (Darmstadt, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Merck (Darmstadt, D)

Serva (Heidelberg, D)

Merck (Darmstadt, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Takeda Pharma (Osaka, Japan)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Roche Diagnostics (Mannheim, D)
Applied Biosystems (Darmstadt, D)
Applied Biosystems (Darmstadt, D)

Thermo Scientific (Rockford, USA)
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Roti® Blue kolloidale Comassie-Féarbung
Salzsdure (25%)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
TNF-a., rekombinant Maus
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100 (1%)

Tween® 20

Ultrapure Wasser

Valsartan

2.1.2 Kits

BCA Protein Assay

Dual-Luciferase® Reporter Assay System
ECLTM Western Blotting Detection Reagents
Mouse / Rat Adiponectin ELISA kit

Bio-Plex Mouse Adiponectin Kit

Bio-Plex Mouse x-Plex Kit

NucleoSpin® RNA 11

Quantikine® human IL-6 ELISA kit
RNeasy® lipid tissue mini kit

RNeasy® mini kit

Triglycerides FS Assay
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Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Biomol GmbH (Hamburg, D)
Roth (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Biochrom AG (Berlin, D)

Novartis Pharma AG (Basel, SUI)

Thermo Scientific (Rockford, USA)
Promega (Mannheim, D)
Amersham (Buckinghamshire, UK)
B-Bridge (Sunnyvale, USA)
Bio-Rad (Miinchen, D)

Bio-Rad (Miinchen, D)
Macherey-Nagel (Diiren, D)

R&D Systems (Wiesbaden, D)
Qiagen (Hilden, D)

Qiagen (Hilden, D)

Diasys Diagnostics (Holzheim, D)
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2.1.3 Laborgerate

Analysewaage Alt 220-5DAM
Bio-Plex Pro Wash Station

Bio-Plex 200 System
Blutzuckermessgerét Precision Xceed

Butdruckmessgerat Power Lab 4/20 mit Maus
Manschette MLT125/M

CO,-Inkubator HeraCell 150
DNA Gel-Kammern

Elektronische Pipettierhilfe Rota-Filler 3000

Elektrophorese Spannungsversorgung:
Power Pac 300

Geldokumentationsanlage
Grobwaage BL-1500S
Homogenisator Polytron PT 2100

Laminar-Flow-Arbeitshank: LaminAir 1.2.

Kern (Balingen, D)

Bio-Rad (Miinchen, D)
Bio-Rad (Miinchen, D)
Abbott (Wiesbaden, D)

ADlInstruments (Spechbach, D)

Heraeus (Hanau, D)

Armin Baack Labortechnik
(Schwerin, D)

Heathrow Scientific (Northgate, UK)

Bio-Rad (Minchen, D)
Syngene (Frederick, USA)
Sartorius (Gottingen, D)
Kern (Balingen, D)

Bio-Rad (Minchen, D)

Messzylinder, Becherglaser, Glasflaschen und weiteres Zubehor der Firmen:

Schott (Mainz, D), Brand (Wertheim, D), VWR (Darmstadt, D)

Mikroliter-Pipetten diverse Volumina:

Multipipette®, Reference®, Research®
Proline® elektronische Pipetten
Rainin®

Mikroskop BZ-9000
Mikroskop CK40

NMR Gerat; Echo MRI Maus

Nano-Drop® ND-1000
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Eppendorf (Hamburg, D)
Biophit (Helsinki, Finnland)
Mettler (Toledo, Giessen, D)

KEYENCE (Neu-Isenburg, D)
Olympus (Hamburg, D)

Echo Medical Systems
(Houston, USA)

Peglab Biotechnologie (Erlangen, D)


http://www.biohit.com/de/liquid-handling/pipetten-elektronisch/products/11/proline-elektronische-pipette
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Neubauer-Zahlkammer

pH-Meter PH-211

Real-Time Device Strategene® MX3000P
Schwingschuttler KS 260 basic

Sirius Luminometer

Spektrophotometer Benchmark Plus
Stoffwechselkéfige TSE LabMaster

Thermomixer Thermostat Plus
Tierkafige Typ 2 IVC
Tierwaage PK2000
Tischzentrifuge Galaxy Mini
Vortex-2-Genie

Wasserbad

Western-Blot Zubehor

Zentrifuge 5810R

Zentrifuge Mikro22R
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Marienfeld GmbH
(Lauda-Konigshofen, D)

Hanna Instruments (Kehl, D)

Agilent Technologies
(Waldbronn, D)

IKA (Staufen, D)

Berthold Detection Systems
(Pforzheim,D)

Bio-Rad (Miinchen, D)
TSE Systems (Bad Homburg, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

Ehret Labor- und Pharmatechnik
(Schénwalde, D)

Mettler-Toledo (Giessen, D)
VWR International (Darmstadt, D)

Scientific Industries
(Bohemia NY, USA)

Memmert (Schwabach, D)
Bio-Rad (Miinchen, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

Hettich (Tuttlingen, D)
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2.1.4 Medien und Zellkulturzusétze

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
Fetal Bovine Serum (FBS)
Opti-MEM®

Lipofectamin® 2000

Penicillin / Streptomycin
10.000 U/mL / 10.000 pg/mL

Phosphate-Buffered Saline (PBS) pH 7,4

RPMI-1640

Trypsin-EDTA

2.1.5 Versuchstiere und Ziellinien

Mus Musculus Zelllinie:
3T3-L1 (Mouse embryonic fibroblast)

Homo Sapiens Zelllinien:

HEK-293 (Human embryonic kidney)

THP-1 (Human acute monocytic leukemia)

Versuchstiere:
C57BI-6 Mause
AT2R-Knockout (KO) Méause
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Invitrogen Life Technologies
(Karlsruhe, D)

Invitrogen Life Technologies
(Karlsruhe, D)

Invitrogen Life Technologies
(Karlsruhe, D)

Invitrogen Life Technologies
(Karlsruhe, D)

Biochrom AG (Berlin, D)

Invitrogen Life Technologies
(Karlsruhe, D)

Invitrogen Life Technologies
(Karlsruhe, D)

PAA Laboratories (Pasching, AT)

ATCC-LGC (Wesel, D)

ATCC-LGC (Wesel, D)
ATCC-LGC (Wesel, D)

Janvier (Le Genest-Saint-Isle, FRA)

Forschungseinrichtung fiir

experimentelle Medizin (FEM) -

Charité (Berlin, D)


http://en.wikipedia.org/wiki/Leukemia
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2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Blutzuckerteststreifen Precision Xtra Plus Abbott (Wiesbaden, D)
Descosept® Dr. Schumacher (Malsfeld, D)
Kanulen diverse Grofien MicrolanceTM Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Mess-Pipetten Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Parafilm American National Can

(Mensaha, USA)
Pipettenspitzen fir diverse Volumina VWR International (Darmstadt, D)
RNAseZAP® Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)

Schraubflaschen fiir verschiedene Volumina:

Falcon® Becton Dickinson (Heidelberg, D)

Spritzen Omnifix®-F Braun (Melsungen, D)

Tubes fiir verschiedene Volumina:
Sarstedt (Newton, USA) und Eppendorf (Hamburg, D)

Zellkulturflaschen in diversen GroRen und x-Well Platten:

Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Sarstedt (Newton, USA)

Zellscharber Sarstedt (Newton, USA)
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2.1.7 Ausgewahlte Zusatzmaterialien

Membranen fiir Western Blotting:

Highbond-P Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran

Fotomaterial:
High Performance Chemiluminescence Film

Fotochemikalien:

Tierfutter:

Niedrigfett Didt Futter (LFD) fur Kontrolldiat
10% kcal aus Fett (3450 kcal/kg )

Hochfett Diéat Futter (HFD)
60% kcal aus Fett (4974 kcal/kg)

Operationszubehdr:

Scheren, Skalpelle, Pinzetten

Histologie:
Paraffin Typ 6 und 9

Entwickler, Unterbrecher, Fixierer

2.1.8 Primer und Sonden

Primer

Amersham (Buckinghamshire, UK)

Amersham (Buckinghamshire, UK)

Altromin Spezialfutter (Lage, D)

Altromin Spezialfutter (Lage, D)

Becton Dickinson (Heidelberg, D)

Richard-Allan Scientific
(Kalamazoo, USA)

AGFA (Leverkusen, D)

Alle Primer wurden mit der Software Primer-3 entworfen. Forward und Reverse Primer

wurden jeweils gegen das gesamte Genom des jeweiligen Organismus geblastet

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) und somit auf Spezifitdt und auf die Amplifikation

unerwunschter Fragmente hin Oberprift. Zusatzlich wurde die Grolie des jeweiligen PCR-

Produktes mittels DNA Agarose-Gelelektrophorese tberpruft.
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Alle Primer wurden von den Firmen Tib-MolBiol (Berlin, D) bzw. SMB - Dr. Meixner

(Berlin, D) synthetisiert.

Gen Forward 5°-3 Reverse 5°-3
Resistin Mm ACTCCCTGTTTCCAAATG GCTCAAGACTGCTGTGCC
Leptin Mm TTCACACACGCAGTCGGTAT TGGAGGAGGTCTCGGAGATT
Adiponektin Mm | TCCGGGACTCTACTACTTCTCTTACCAC | GTCCCCATCCCCATACACCTG
Arginase-1 Mm | TGGCTTGCGAGACGTAGAC GCTCAGGTGAATCGGCCTTTT
F 4/80 Mm TGACAACCAGACGGCTTGTG GCAGGCGAGGAAAAGATAGTGT
IL-10 Mm GCTCTTACTGACTGGCATGAG CGCAGCTCTAGGAGCATGTG
IL-6 Mm TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC
MCP-1 Mm GCTTCTTTGGGACACCTGCT TCTCTCTTCCTCCACCACCA
TNF-o. Mm TAGCCAGGAGGGAGAACAGA GAACTGGCAGAAGAGGCACT
36B4 Mm GCTCCAAGCAGATGCAGCA CCGGATGTGAGGCAGCAG
18s Mm + H CCTGAGAAACGGCTACCACAT TTCCAATTACAGGGCCTCGA
IL-10 H GATCCAGTTTTACCTGGAGGA CCTGAGGGTCTTCAGGTTCTC
MCP-1 H CCCCAGTCACCTGCTGTTAT AGATCTCCTTGGCCACAA
TNF-o H AAGAATTCAAACTGGGGCCT GAGGAAGGCCTAAGGTCCAC
AT2R Mm GATGGAGGGAGCTCGGAACT AATTTGGAGTTGCTGCAGTTCAA
AT2R H AACATTACCAGCGGTCTTCAC GGAATTGCATCTAAATGCTTATC

TGATGGT

Tab. 2.1 Verzeichnis der verwendeten Primer

Assay on Demand Sonden

Mm=Maus, H=Human

In bestimmten Ausnahmeféllen wurden vorgefertigte Primer-Sonden-Gemische der Firma

Applied Biosystems (Darmstadt, D) verwendet.

Gen Assay ID
CD3y Mm MmO00438095_m1
SDF1-a Mm MmO00445552_m1

IL-6 Mm

Mm00446190_m1

Tab. 2.2 Verzeichnis AOD Sondengemische

Mm=Maus
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2.1.9 Nukleinsauren und Enzyme

Fur die cDNA Synthese wurden folgende Nukleinsduren und Enzyme verwendet:

dNTPs Promega (Mannheim, D)
M-MLYV Reverse Transkriptase (RT) Promega (Mannheim, D)
RNAsIn Promega (Mannheim, D)
Random Primer Promega (Mannheim, D)
MLV - Puffer (5x) Promega (Mannheim, D)

2.1.10 Molekulargewichtsmarker

GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Fermentas (St. Leon-Roth, D)
GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder Fermentas (St. Leon-Roth, D)
PageRuler™ Prestained Protein Ladder Fermentas (St. Leon-Roth, D)
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder Fermentas (St. Leon-Roth, D)

2.1.11 Antikorper

Anti-Maus Adiponectin (Maus monoclonal) Millipore (Billerica, USA)
Anti-Maus-GAPDH (Kaninchen, polyklonal) Abcam (Cambridge, UK)
Anti-Mouse Ig HRP (Kaninchen, polyklonal) Dako (Glostrup, DK)
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2.1.12 Vektoren

pGal4-hPPARYDEF Bart Staels

(Institut Pasteur, Lille, FRA)
pGal5-TK-pGL3 Bart Staels

(Institut Pasteur, Lille, FRA)
pRL-CMV Promega (Mannheim, D)

2.1.13 Puffer und Ldsungen

Die hier aufgefuhrten Puffer und Ldsungen wurden hauptsachlich fur die Western Blot
Methode verwendet (siehe 2.2.9.2). Die Zusammensetzungen orientieren sich hierbei an
Erfahrungswerten und Etablierungen des Institutes fir Pharmakologie der Charité (Berlin, D).

Protein-Lysis-Puffer (RIPA):
20 mM Tris
150 MM NacCl
1 mM EDTA
1 mM EGTA
2,5 mM 1% Triton X-100
2,5 mM NasP,07
1 mM NagVvVO,

1 Tablette Proteaseinhibitoren Complete-mini® in 50 mL Stammlésung

4x Proben Puffer (Stammlésung):
303 mg Tris
800 mg SDS
4  mL Glycerol
2 mL B-Marcaptoethanol
50 pL Bromphenolblau
ad 10 mL H20 ; pH 6,8
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10x Elektrophorese Puffer (Stammldsung):

30,39 Tris

144 g Glycin

100 mL 10 % SDS L6sung
ad 1000 mL H,0; pH 8,3

Towbin Puffer:
5,82 g Tris
2,93 g Glycin
200 mL Methanol
3,75 mL 10 % SDS Ldsung
ad 1000 mL H20; pH 9,0

10x TBS Puffer:
24,2 g Tris
80 g NaCl
ad 1000 mL H,0; pH 7,6

10x TBS-T Puffer:
100 mL TBS 10x Puffer
1000 pL Tween® 20
ad 1000 H,O

Trenn— und Sammelgel Puffer:

[Tris 1,5/0,5 M; 10% SDS L6sung; 30% Acylamid-Bis; 10% APS; TEMED]
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2.1.14 Software

Bio-Plex Manager 6.0

Graph Pad Prism® 5

LabChart 5.4.1
Labmaster Software
MasterPlex 2000
MXPro 4.10
Office® 2010

Primer3

Zotero 2.1.10
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Bio-Rad (Miinchen, D)

GraphPad Software
(La Jolla CA, USA)

ADInstruments (Spechbach, D)
TSE Systems (Bad Homburg, D)
Bio-Rad (Minchen, D)

Applied Biosystems (Darmstadt, D)
Microsoft (Redmond, USA)

Whitehead Institute for Biomedical
Research (Cambridge, UK)

Center for History and New Media
(Fairfax, USA)


http://chnm.gmu.edu/
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2.2 Methoden
2.2.1 Modell des Tierversuchs

Mannliche C57BI-6 (n=60) und AT2R-KO Mause'® (n=30) wurden im Alter von 4-6
Wochen in individuell klimatisierbare (IVC) Tierkdfige vom Typ 2 untergebracht. Die
Haltung der Mdause erfolgte bei einer Lufttemperatur von ca. 25°C bei einer relativen
Luftfeuchte von 50-60% und einem Hell-Dunkel Zyklus von jeweils 12 h (Lichtphase von 6-
18 Uhr). Die Tiere wurden fir 14 Wochen entweder mit einer Kontrolldiat (LFD, 10% kcal
aus Fett) oder Hochfettdiat (HFD, 60% kcal aus Fett) ad libitum gefuttert'®®. Das
Korpergewicht der Maduse wurde flr den gesamten Versuch zwei Mal in der Woche mit der
Tierwaage PK2000 erfasst und dokumentiert. Ab Beginn der 11. Futterungswoche wurden die
Tiere nach Korpergewicht randomisiert und jeden Tag jeweils mit n=10 pro Gruppe und
Genotyp mit Vehikel, C21 (0,3 mg/kg KG), Valsartan (3 mg/kg KG), C21/Valsartan (0,3/3
mg/kg KG) i.p. bzw. mit Hydralazin (250 mg/L ) tber das Trinkwasser uber vier Wochen
behandelt (siehe Abb. 2.1).

C57BI-6 (WT) und

AT2R-KO

Normal Diat (LFD) Hoch Fett Diat (HFD)

14 Wochen Diat

4 Wochen Behandlung

Behandlungsgruppen:
* Vehikel (i.p.; n = 10) LFD (WT) + HFD (WT+KO)

+ C21 (0,3 mg/kg KG i.p.; n = 10) HFD (WT+KO)
» Valsartan (3 mg/kg KG i.p.; n = 10) HFD (WT+KO)
» C21/Valsartan (0,3 /3 mg/kg KG i.p.; n = 10) HFD (WT)

» Hydralazin (250 mg/L im Trinkwasser; n = 10) HFD (WT)

Abb. 2.1 Behandlungsschema des Tierversuchs

Fur die HFD-Gruppen Vehikel, C21 und Valsartan wurden zusétzlich neben den Wildtyp (WT) Méusen auch AT2R-KO
Méause behandelt. Insgesamt n=90 Tiere
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Im Anschluss an die vierwochige Behandlung erfolgten metabolische Untersuchungen wie
Bestimmung der Glukosetoleranz, der Insulintoleranz, des Blutdrucks und der
Korperzusammensetzung. Fur die indirekte Kalorimetrie und Aktivitatserfassung wurden die
Tiere flr 24 h in Stoffwechselkafige eingesetzt. Alle Untersuchungen fanden in den Wochen
finf bis sechs nach Behandlungsbeginn statt, in denen die Tiere weiterhin, wie oben

beschrieben, jeden Tag behandelt und geflttert wurden.

2.2.2 Blutdruckmessung

Die Blutdruckmessung erfolgte in der 5. Woche nach Beginn der Behandlung. Mit Hilfe des
Bludruckmessgerates Power Lab 4/20 und der Maus Manschette MLT125/M
(Druckmanschette mit Pulsaufnehmer) wurde am wachen Tier der systolische Blutdruck
nicht-invasiv bestimmt. Diese Methode wird auch als ,,Tail-Cuff-Methode“ bezeichnet.
Hierbei wurden die Versuchstiere in spezielle Plexiglasrohrchen (Restrainer) verbracht. Der
Schwanz wurde zur Hyperédmisierung der Arterie mit einer wéarmenden Rotlichtlampe
bestrahlt und auf eine Temperatur von ca. 38°C konstant gehalten. AnschlieBend wurde die
Druckmanschette am Schwanz angebracht. An einem Computer wurde das elektrische Signal
des Pulsaufnehmers optisch in Pulswellensignale (bersetzt. Erhdlt man nun konstante
Pulswellensignale wird durch einen mit dem Steuerteil verbundenen Schlauch schrittweise die
Manschette aufgeblasen (ca. 5 mmHg/s). Durch den Druckanstieg wurde eine arterielle
Okklusion erreicht. Ist die Arterie vollstdndig verschlossen, erkennt der Pulssensor keine
Pulsation mehr. AnschlieBend wurde der Druck in der Manschette wieder abgelassen. Der
Druck, an dem erstmals wieder Pulssignale erscheinen, entspricht also dem systolischen
Blutdruck und konnte nun optisch abgelesen werden. Es wurden bis zu finf Messungen pro
Tier durchgefuhrt. Die Messungen erfolgten an Vormittagen in der inaktiven Phase der

Mause.
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2.2.3 Metabolische Phanotypisierung

2.2.3.1 Glukose Toleranz Test (GTT)

Die Bestimmung der Glukosetoleranz wurde nach Abschluss der vierwdchigen Behandlungen
durchgefuhrt. Fir den GTT wurden die Tiere ber Nacht nichtern gesetzt. Nach initialer
Isofluran Betdubung wurde den Tieren mittels retrobulbarer Punktion des Venenplexus Blut
abgenommen. Es wurde mit dem Blutzuckermessgerat Precision Xceed die Blutglukose
bestimmt (Zeitpunkt 0). Anschlieend wurde den Tieren intraperitoneal (i.p.) 1 g/kg KG
Glukose-Losung injiziert. Nach Punktion der Schwanzvene erfolgte jeweils eine
Quantifizierung der Blutglukose nach 15, 30, 60, 90 und 120 min.

Die Area Under the Curve (AUC) wurde mit der allgemeinen Trapezmethode berechnet.
Hierzu wurden die Blutglukosekonzentrationen (BG) zweier aufeinander folgenden
Zeitpunkte addiert, dann durch zwei dividiert und mit dem Zeitabstand der beiden Werte

multipliziert. AnschlieBend wurde aus diesen Werten die Summe gebildet.

Beispiel:
Zeitpunkt: 0 15 30 60 90 120
BG: A B C D E F

=((A+B)/2*15)+((B+C)/2*15)+((C+D)/2*30)+((D+E))/2*30)+((E+F)/2*30)

2.2.3.2 Insulin Toleranz Test (ITT)

Der ITT erfolgte ca. eine Woche nach dem GTT. Die Tiere wurden ebenfalls Gber Nacht
nlchtern gesetzt. Bei diesem Test erfolgte keine initiale Blutabnahme, so dass die Tiere gleich
fur die Bestimmung des Ausgangs-Glukose Wertes (Zeitpunkt 0) an der Schwanzvene
punktiert wurden. Anschliefend wurde den Tieren Insulin (Insuman® Rapid) 0,25 1.E./kg KG
I.p. verabreicht und die Blutglukose nach 15, 30, 60, 90, 120 und 150 min. bestimmt. Fir die
Berechnung der AUC wurde die unter 2.2.3.1 erwédhnte Formel angewendet.
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2.2.4 Bestimmung der Kdrperzusammensetzung

Die Bestimmung an Korperfett und fettfreier Masse erfolgte mittels Nuclear Magnetic
Resonance (NMR)-Messung mit dem Echo MRI Maus Gerat. Hierflr wurden die Méause
einzeln in ein Plexiglasrohr verbracht und arretiert. Anschlielend erfolgte die Messung

innerhalb von 30 Sekunden.

2.2.5 Metabolische Untersuchung im Stoffwechselkéafig

Nach Abschluss der vierwdchigen Behandlung wurden die Tiere metabolisch im
Stoffwechselkéfig System Labmaster (TSE Systems) untersucht. Hierfir wurden jeweils vier
Tiere einzeln fur 24 h in die Labmaster-Kéafige gesetzt. Die Tiere bekamen ad libitum das
entsprechende Futter und Wasser. Der Verbrauch tber die 24 h wurde automatisch uber
elektronische Waagen gemessen. Die lokomotorische Aktivitdt wurde tber Lichtschranken
registriert. Die Stoffwechselkafig-Untersuchungen wurden in der vierten bis sechsten Woche

nach Behandlungsbeginn durchgefiihrt.

2.2.5.1 Indirekte Kalorimetrie

Wahrend der 24-stindigen Untersuchung im Stoffwechselkéfig wurden auch der
CO,-Ausstol3 und der O,-Verbrauch der Tiere ber entsprechende Sensoren gemessen. Das
Verhaltnis aus produzierter CO,-Menge und verbrauchter O,-Menge gibt dartber Aufschluss,
welche Makronahrstoffe primér als Energiequelle oxidiert werden'®. Dieses Verhaltnis wird
auch als respiratorischer Quotient (RQ) ausgedrickt (RQ=VCO,/VO,). Aufgrund
stochiometrischer Verhéltnisse von CO; und H,O der entstehenden Produkte kann man bei
entsprechendem O,-Verbrauch indirekt auf die Ausgangssubstrate schlielen. Bei reiner
Kohlenhydratverbrennung betrdgt der RQ = 1,0 - bei Proteinen 0,8 und bei reiner
Fettverbrennung 0,7. Mithilfe der CO,- und O,-Menge l&sst sich auch der gewichtsspezifische

Gesamtenergieumsatz (=Energy expenditure, EE) durch die Formel nach Frenz*® berechnen:

EE = (16,17 * VO, [I/d]) + (5,03 * VCO, [I/d]) — (N [g/d] * 5,98)

VO, und VCO, wuden alle 15 min. gemessen und die Stickstoffmenge (N) wurde
standardmafig als 0,1 angenommen.
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2.2.6 Totung der Versuchstiere und Organentnahme

Etwa sechs Wochen nach Behandlungsbeginn und nach  Abschluss aller
Lebenduntersuchungen  erfolgte eine  finale  retrobulbdre  Blutentnahme  unter
Isoflurananasthesie zur Erfassung von Biomarkern und TG aus dem Blutserum. Die Tiere
wurden getotet und es wurden die Organe entnommen. Nach Wagung wurden die Organe fir
die histologischen Untersuchungen umgehend in Formalinldsung eingelegt und anschlieRend
in Paraffin eingebettet (siehe 2.2.11.1). Fur die RNA- und Proteinbestimmung wurden die

Organe in flussigem Stickstoff gesammelt und anschlieRend bei -80°C eingefroren.

2.2.7 Zellkultur

2.2.7.1 Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Alle Zellen wurden von der American Type Culture Collection (ATCC) erworben und anhand

der jeweiligen Empfehlung des Herstellers hin kultiviert und passagiert.

3T3-L1 Zellen

Kultivierung

Die 3T3-L1 Prdadipozyten wurden standardmaRig bei 37°C und 5% CO, Atmosphare in
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) unter Zusatz von 10% fétalem Rinderserum
(FBS) und 1 % Penicillin / Streptomycin (Pen/Strep) kultiviert. Qualitdt und Grad der
Konfluenz der Zellen wurden visuell mit dem Olympus CK 40 Mikroskop uberpraft.

Passagierung

Die Zellen wurden jeden zweiten Tag mit frischem Medium versorgt. Fir die
Stammerhaltung, Selektion und Vermehrung wurden die Zellen bis zu einer maximalen
Konfluenz von ca. 60% kultiviert und anschlielend passagiert. Fur die Passagierung wurde
das Né&hrmedium entfernt und die Zellen mit 1x PBS-Puffer gewaschen. Anschliel3end
wurden die Zellen mit Hilfe von Trypsin-EDTA abgeltst und etwa im Verhéltnis 1:10 auf
neue Zellkulturflaschen ausgest.
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Differenzierung

Fur die Differenzierung der 3T3-L1 Prdadipozyten zu adulten Adipozyten wurden die Zellen
in 6-Well Platten ausgesat und anschliefend bis zur 100%igen Konfluenz wachsen gelassen.
Zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen nach einem modifizierten
Protokoll mit einem Induktionsmix aus 500 uM IBMX, 4 uM Dexamethason und 4 pg/mL
Insulin im Kulturmedium Gber drei Tage behandelt. AnschlieBend wurde der Induktionsmix
durch Kulturmedium mit 4 pg/mL ausgetauscht und iiber weitere drei Tage inkubiert™®’. Der
Grad der Differenzierung wurde mit dem Mikroskop Uberprift. Es wurden nur Adipozyten
mit einem Differenzierungsgrad von mindestens 90% verwendet. Eine anschlieRende
pharmakologische  Behandlung fand dann  nach  24-stindigem  Serumentzug
(DMEM + 0,5% FBS + 1% Pen/Strep) statt.

THP-1 Zellen

Kultivierung

Die THP-1 Monozyten wurden bei 37°C und 5% CO; in RPMI-1640 unter Zusatz von
10% FBS und 1% Pen/Strep kultiviert.

Passagierung

Die Zellen wurden jeden zweiten Tag mit frischem Medium versorgt. Flr die Passagierung
wurden die Zellen bis zu einer maximalen Dichte von etwa 70% in Suspension Kultiviert.
Eine geringere Dichte der Suspensionszellen wurde durch einfache Zugabe von frischem
Medium in die Zellkulturflasche erreicht. Bei Erreichen eines bestimmten VVolumens wurden

die Zellen auf neue Flaschen verteilt.

Differenzierung

Zur Differenzierung der THP-1 Monozyten zu Makrophagen wurden die Zellen
abzentrifugiert und mit neuem Medium versorgt. AnschlieBend wurden die Zellen gezahlt und
mit 5x10° Zellen/mL Medium in 6-Well Platten (2 mL pro Well) ausgesat. Daraufhin wurden
die Zellen nach einem modifizierten Protokoll mit 100 ng PMA/mL Medium behandelt und
so Uber vier Tage zu Makrophagen differenziert'®®. Eine anschlieRende pharmakologische
Behandlung fand nach 24-stiindigem Serumentzug (RPMI + 0,5% FBS + 1% Pen/Strep) statt.
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HEK-293 Zellen

Kultivierung

Die HEK-293 Zellen wurden standardmaRig bei 37°C und 5% CO, Atmosphare in DMEM
unter Zusatz von 10% FBS und 1% Pen/Strep kultiviert.

Passagierung

Die Zellen wurden jeden zweiten Tag mit frischem Medium versorgt. Zur Passagierung
wurden die Zellen bis zu einer maximalen Konfluenz etwa 60% kultiviert, trypsinisiert und im

Verhaltnis von etwa 1:10 in frischem Medium auf neue Zellkulturflaschen ausgesét.

2.2.7.2 Ol-Rot O Farbung

3T3-L1 Praadipozyten wurden uber drei Tage mit Dexamethason, Insulin und den
Testsubstanzen behandelt. Weitere sechs Tage der Behandlung mit den Testsubstanzen
folgten, wobei nur in den ersten dieser drei Tage noch Insulin zugefiigt wurde. Lipophile
Substanzen, wie Pioglitazon, bedurften einer Losungsvermittlung durch DMSO. Nach
insgesamt neun Tagen der Differenzierung wurden die Zellen zur Féarbung intrazelluldrer
Lipideinlagerungen mit PBS-Puffer gewaschen und anschlieBend mit einer Ol-Rot O Lésung
(0,5% in 60% Isopropanol) unter leichtem Schitteln inkubiert. Danach wurden die Zellen
einmal kurz mit 60% Isopropanol gewaschen und die gefarbte Platte eingescannt. Zur
Quantifizierung des Ol-Rot O Farbstoffs wurde dieser in 80% Isopropanol gelést und

anschlieBend die Absorption bei 515 nm gemessen™®.

2.2.7.3 Transiente Transfektion

Fir die transiente Transfektion von HEK-293 Zellen wurde das Lipofectamin® 2000 nach
den Angaben des Herstellers angewendet. Im ersten Ansatz wurden der PPARy-LBD
Expressionsionsvektor pGal4-hPPARy-DEF (100 ng), der Firefly-Luziferase-Reportervektor
pGal5-TK-pGL3 (400 ng) und der Renilla-Luziferase-Kontrollvektor pRL-CMV (5ng) in
Opti-MEM verdinnt. In einem zweiten Ansatz wurde Lipofectamin (1 pL / 2 ug DNA)
ebenfalls in Opti-MEM verdinnt und fir 5 min. inkubiert. Nach Vereinigung der Ansétze und

weiteren 15 min. Inkubation wurde das Transfektionsreagenz vorsichtig auf die Zellen
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gegeben'’®*™*. Nach einer Transfektionszeit von 4 h wurde das Medium durch DEMEM
(0,5% FBS, 1% Pen/Strep) ersetzt und Gber Nacht inkubiert. Anschlie3end wurden die Zellen

uber 24 h entsprechend stimuliert.

2.2.7.4 Luziferase Reporterassay fur die PPARy LBD Aktivierung

Fur die Bestimmung der Luziferase-Aktivitdt wurde das Dual-Luciferase® Reporter Assay
System nach den Angaben des Herstellers verwendet. Nach 24-stiindiger Stimulation der
transfizierten HEK-293 Zellen wurden diese mit PBS gewaschen und im passiven Lysepuffer
aufgenommen. Nach kurzem Schockgefrieren der Zellen bei -80°C und Herstellung der
beiden Substratlosungen LAR |1 und Stop&Glo fir die Firefly-Luziferase bzw. Renillia-
Luziferase Aktivitat, wurden die Proben am Luminometer vermessen. Anschliefend wurde
aus dem Quotienten aus Renilla- und Firefly-Aktivitét die relative Luziferase-Aktivitit (RLA)

errechnet.

2.2.8 Molekularbiologische Methoden

2.2.8.1 RNA Isolation

Fur die RNA Isolation aus Zellen wurde das NucleoSpin® RNA 1l Kit (Machery-Nagel)
verwendet. FUr die Isolation aus tierischem Gewebe wurden das RNeasy® mini Kit bzw. fiir
das Fettgewebe das RNeasy® lipid tissue mini kit (beide Qiagen) verwendet. Alle Schritte
wurden streng anhand der vom Hersteller angegebenen Anleitungen durchgefihrt. Das
Grundprinzip aller Kits beruht auf der spezifischen Bindung der prézipitierten RNA an
entsprechend geladene Polymere (siliziumbasiert), der Aufreinigung durch Wasch-Schritte,
dem zusétzlichem DNA Verdau durch eine DNAse, und der anschliefenden Resolvatation der

RNA mit einem polarem Lésungsmittel wie RNAse freies H,O.

Die Qualitat und Konzentration der gewonnene RNA wurden mit dem Nano-Drop bestimmt.
Das Prinzip liegt hier bei einer spektralphotometrischen Konzentrationsbestimmung. Das
Gerit bestimmt die optische Dichte bei A=260 nm (ODyg), dem Absorptionsmaximum von
Nukleinsduren und bei A=280 nm (OD5gp), dem Absorptionsmaximum von Proteinen. Aus
dem Quotienten ODyg und OD5gy kann nun der Kontaminationsgrad mit genomischer DNA

bzw. aromatischem Ldsungsmittel ermittelt werden.

51



Material und Methoden

Bei reiner RNA sollte der Wert bei 2,0 liegen. Es wurden nur Proben verwendet, dessen
OD260/OD2gp > 1,6 waren. Da die OD,g von 1 genau 40 pg/mL RNA entspricht, kann hieraus
die vorliegende RNA Menge berechnet werden. Die RNA wurde anschlieBend gleich weiter

zur cDNA-Synthese verwendet oder bei -80°C eingefroren.

2.2.8.2 Reverse Transkriptase Reaktion zur cDNA-Synthese

1. 1 pg mRNA wurde auf ein Volumen von 12,5 pL mit H,O aufgefullt und mit 1 pL
Random Primern versetzt. Anschlielend wurde das Gemisch fir 5 min. bei 70°C
denaturiert.

2. Die Probe wurde sofort fir 10 min. auf Eis gestellt und anschlieBend mit folgendem

Reaktionsansatz versetzt:

4 L MLV - Puffer (5x)

1 ML dANTP - Mix 10 mM

1 pL M-MLV Reverse Transkriptase
0,5 uL RNAsin

20 pL Gesamtvolumen

3. Die Probe wurde fur 1 h bei 37°C inkubiert.

Zusétzlich wurden noch Reverse Transkriptase negativ (RT-) Proben synthetisiert, um den

Einfluss von genomischer DNA wahrend der Genexpressionsmessung auszuschliel3en.

2.2.8.3 Quantitative Real-Time PCR

Prinzip

Die Genexpressionsanalysen wurden mit der quantitativen Real-Time Polymerase-
Kettenreaktion (QRT-PCR) durchgefiihrt. Das Prinzip beruht auf der Verwendung eines mit
der DNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes, dem SYBR® Green I. Durch die Bindung
an die doppelstrangige DNA nimmt die Fluoreszenz vom SYBR® Green proportional mit der

Menge des PCR Produktes zu. Fur einige Gene wurden sequenzspezifische TagMan® Sonden

eingesetzt, mit welchen man eine hohere Spezifitdt und Sensitivitdt als mit dem

52



Material und Methoden

unspezifischen SYBR® Green System erreicht. Die Sonden sind an einem Ende mit dem
Quencher und an dem anderen Ende mit einem Reporter-Floureszenzfarbstoff (5"-FAM als
Farbstoff und 3"-TAMRA als Quencher) markiert. Wenn die Tag-Polymerase, die zusatzlich
zur Polymeraseaktivitat eine 5'-3'-Exonuklease-Aktivitat besitzt, die Sonde wéhrend der
Synthese des Gegenstranges am 5'-Ende abbaut, entfernen sich dadurch Quencher und

Fluorophor voneinander und eine steigende Reporter-Fluoreszenz kann gemessen werden.

Die PCR beruht auf einem Zyklus, welcher sich in drei Schritte unterteilt:

1. die Denaturierung zur Trennung der DNA-Strénge,

2. das Annealing zur Hybridisierung der Primer an die single-stranded DNA (ssDNA),

3. die Elongation, in welcher die Primer durch eine DNA-Polymerase verlangert werden, so

dass die DNA im Anschluss wieder doppelstrangig vorliegt.

Durch mehrfache Wiederholung dieses Zyklus kommt es schlielich zu einer exponentiellen

Vermehrung der DNA-Menge.

Standard Real-Time Reaktionsansatz fur Systeme mit SYBR® Green:

12,5ng cDNA

12,5 uL  Mastermix (2x) Sybrgreen®
0,25 uL  Forward-Primer 20uM

0,25 uL  Reverse-Primer 20 uM

ad 25 pL H,0

Das Verzeichnis der verwendeten Primer Sequenzen ist in Tab. 2.1 angegeben.

Real-Time Reaktionsansatz fir Systeme mit TagMan® Sonde:

125ng cDNA

10,0 uL  TagMan® (2x) Gene Expression Master Mix
1,0 uL TagMan® (20x) Gene Expression Assay

ad 20 pL H,O
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Das Verzeichnis der verwendeten Assay on Demand (AOD) Primer-Sondengemische ist in

Tab. 2.2 angegeben.

Messung und Quantifizierung

Die Messungen wurden am MX3000P durchgefihrt. Alle Gene mit SYBR® Detektions-
System wurden standardmaiig mit dem gleichen Temperaturprogramm gemessen. Dieses
Programm bestand aus 30 s bei 95°C fir die Denaturierung, 30 s bei 60°C flr das Annealing
und 30 s bei 72°C fur die Elongation. Die Annealling-Temperatur wurde fir alle Primer
optimal angepasst und etabliert und betrug immer 60°C. Am Ende der PCR-Reaktion wird
eine Schmelzkurve aufgezeichnet, die zur Uberpriifung des Produktes herangezogen wurde.
Anhand dieser Dissoziationskurve ist auch die Entstehung von unspezifischen Primer-
Dimeren erkennbar. Das Thermalprofil fur TagMan® Systeme bestand aus 15 s fur die

Denaturierung bei 95°C und 1 min. bei 60°C fur Annealing und Elongation.

Threshold

ce (dRn)

Fluorescen

Hintergrundfluoreszenz

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
Cycles

Abb. 2.2 Amplifikations-Beispiel von Adiponektin

Bei der Quantifizierung wird das nach jedem Zyklus gemessene Fluoreszenzsignal gegen die
Zykluszahl aufgetragen (siehe Abb. 2.2). Anhand dieser Darstellung wird fiir die Hintergrund-
Fluoreszenz ein Schwellenwert (Threshold) festgelegt. Dies geschieht aufgrund der PCR-
Reaktionskinetik, da in den frihen PCR-Zyklen eine weitestgehend exponentielle
Amplifikation stattfindet. Der Zyklus, bei dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant tber die

Hintergrund-Fluoreszenz steigt, wird als Ct-Wert (Cycle of threshhold fir Schwellenwert-
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Zyklus) bezeichnet. Das Setzen des Schwellenwertes sollte hierbei im Bereich der maximalen
exponentiellen Zunahme des PCR-Produktes liegen. Jede Probe wurde in der Regel dreifach-
bestimmt und dann auf die Expression eines stabil exprimierten Gens (Housekeeping-Gen)
bezogen. Die Proben aus Zellkulturversuchen wurden auf die mitochondriale Untereinheit 18s
und die Proben aus tierischem Gewebe auf das saure ribosomale Phosphoprotein PO (36B4)
bezogen.

Die Genexpression wurde mit Hilfe der AA-Ct Methode berechnet. Der Ct-Wert vom
Housekeeping-Gen wird hierbei vom Ziel-Gen abgezogen (A-Ct). Die beiden A-Ct-Werte
zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppe werden dann ein weiteres Mal voneinander

—AACt

abgezogen (AA-Ct) und als n-fache Expression gegeniber der Kontrolle (2 ) angegeben.

2.2.9 Proteinbiochemische Methoden

2.2.9.1 Proteinbestimmung

Proteingewinnung

Fur die Bestimmung der Proteinexpression in den 3T3-L1 Adipozyten wurde der
Zelluberstand vorsichtig abgesaugt und bei -20°C flr weitere Proteinbestimmungen
eingefroren. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlieBend in 200 pL Protein-
Lysispuffer (RIPA-Puffer) lysiert. Zur besseren Zell-Lyse wurden die Zellen kurz im
Ultraschallbad behandelt. Nach 30-mindtigem Zentrifugieren bei 14.000 RPM wurde die
klare Proteinschicht mit einer Spritze vom fetthaltigen Uberstand und dem Zellrest getrennt.

Quantifizierung

Der Proteingehalt wurde mit dem BCA Protein Assay Kit bestimmt. Mit Hilfe eines parallel
mitlaufenden BSA Standards wird mittels linearer Regression eine Standardkurve erstellt, mit
welcher der Proteingehalt der Proben aufgrund der gemessenen Absorptionen des

entstehenden Farbkomplexes berechnet werden kann.
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2.2.9.2 Western Blotting

Fur die Bestimmung des Adiponektins wurden 30 pg Gesamtprotein mit Protein-Ladepuffer
versetzt und auf ein 10% bzw. 15% SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Nach SDS-PAGE
wurden die Proteine unter Verwendung einer Nassblotkammer im Towbin-Transfer-Puffer
auf eine PVDF-Membran transferiert. Zur Uberpriifung des erfolgreichen Protein-Transfers
wurden die Gele mit einer Comassie-LOsung und die Membranen mit einer Ponceau-Losung
gefarbt. Die Membran wurde anschlieBend in 7% Milchpulver in TBS-T zur Blockierung
unspezifischer Bindungen fur 60 min. inkubiert. Nach der Etablierung der optimalen
Antikdrperkonzentrationen wurde der Erstantikdrper gegen Adiponektin 1:8000 und gegen
Glycerinaldehyd-3-Phospat-Dehydrogenase (GAPDH) 1:20000 eingesetzt und Gber Nacht bei
4°C inkubiert. Die stabil exprimierte GAPDH diente hierbei als Ladekontrolle. Der
Zweitantikorper (Meerrettich-Peroxidase-konjugierter Kaninchen-Anti-Maus Antikdrper)
wurde 1:1000 eingesetzt und (Ober 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen erfolgte die Peroxidasereaktion mit dem ECL™

Western Blotting
Detection Reagents Kit als Chemolumineszenz und der Auflage eines Filmes nach
entsprechender Expositionszeit (5 s bis 5 min.). AnschlieBend wurde der Film entwickelt und

eingescannt.

2.29.3 ELISA

Die Sezernierung bestimmter Proteine ins Zellmedium wurde mit der Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA)-Methode gemessen. Hierfur wurde der Zelliiberstand
abgenommen und fur 10 min. bei 3.000 RPM zentrifugiert. Anschlielend wurde der
Uberstand vom Zellrest abgenommen und fiir die Quantifizierung weiter verwendet. Firr die
Bestimmung des humanen IL-6 im Zelliberstand der THP-1 Makrophagen wurde das
Quantikine® human IL-6 ELISA Kit und fur das murine Adiponektin der 3T3-L1 Adipozyten
das Mouse / Rat Adiponectin ELISA Kit verwendet (Siehe 2.1.2). Es wurden hierbei jeweils
streng die Instruktionen des jeweiligen Herstellers eingehalten. Am Ende der Reaktion
wurden jeweils die Absorptionen am Photospektrometer Benchmark Plus bestimmt und die

Konzentrationen mit Hilfe eines mitgemessenen Standards ausgerechnet.
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2.2.9.4 Multiplex Assay

Bestimmte Proteine aus dem Zelliberstand der 3T3-L1 Adipozyten und dem Serum der
Versuchsméuse wurden mit der Multiplex Methode der Firma Bio-Rad bestimmt. Hierbei
handelt es sich um ein immunbasiertes multiples Verfahren zur Bestimmung von Zytokinen

und Peptiden.

Prinzip

Ahnlich wie die ELISA-Methode arbeitet dieses Prinzip mit bestimmten Antikorpern, die
spezifisch gegen den zu bestimmenden Analyten gerichtet sind. Wéhrend bei dem ELISA der
Antikorper fest an den Boden einer Platte gekoppelt ist und man hierbei immer nur einen
Analyten bestimmen kann, basiert der Multiplex Assay auf einem Suspensions-Gemisch aus
verschiedenen magnetischen Antikdrper-gekoppelten Kiigelchen. Diese Kigelchen haben
einen Durchmesser von ca. 5,6 pum und sind zusatzlich Fluoreszenz-Farbmarkiert. Jeder
spezifische Antikorper erhalt hierbei eine bestimmte Farbkodierung nach der sogenannten
XMAP® Karte (Siehe Abb. 23) Je nach Mischungsverhaltnis der beiden
Fluoreszenzfarbstoffe, erhdlt man einen individuellen Farbton fur den jeweiligen Analyten.

5.6 Microns

Bead Set 26

The bead is
impregnated
with the dye
mixture

Bead Set 21

Abb. 2.3 Lumniex XMAP® Farbkodierungs-Karte

Quelle: Alexander Fleming - Biomedical Sciences Research Center (Vari, GRE)'"

Es ist somit moglich bis zu 100 verschiedene Analyten gleichzeitig mit nur einer Messung zu
erfassen. Dies ergibt sich aus den moglichen 10 x 10 verschiedenen Farbkombinationen. Die
verschiedenen Antikorper werden jeweils durch einen Biotin-Antikdrper und Streptavadin-
Phycoerythrin (SA-PE) mit der Bildung eines ,,Jmmun-Sandwichs* erfasst. Da die Kiigelchen
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magnetisch sind, ist es moglich fur die einzelnen Waschschritte die automatisierte Bio-Plex
Pro Wasch-Station zu verwenden.

Messung und Quantifizierung

Die Messung fand an einen Bio-Plex 200 Sytem der Firma Bio-Rad statt. Dieses System ist
mit einem Doppel-Laser ausgestattet. In einem Durchflusszytometer regt ein Laser (rot) bei
635 nm das gemischte Fluorophor zur Erfassung der individuelle Farbkodierung des Analyten
im Dye-Detektor (DD) an. Der andere Laser (grun) dient zur Erfassung SA-PE Signals bei
532 nm im Assay Detektor. (Siehe Abb. 2.4) Die Bead Detektoren dienen zur Unterscheidung

und Erfassung von einzelnen und aggregierten Kiigelchen.

Abb. 2.4 Detektions-Laser im Bio-Plex 200 System

Quelle: Alexander Fleming - Biomedical Sciences Research Center (Vari, GRE)'"
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Ghrelin

= GIP
20,100

GLP-1
15,100 Glucagon
Insulin

10,100 Leptin

Fluorescence intensity

PAI-1

5,100 Resistin

Adiponectin

100 = -mww -mmr gt -
T T T T T
1 10 100 1,000 10,000 100,000 1,000,000

Concentration, pg/ml

Abb. 2.5 Standardkurven am Beispiel eines Bio-Plex Diabetes Assays
Quelle: Bio-Rad (Minchen, D)
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Anhand der spezifischen Farbkodierung und der Fluoreszenzintensitat des SA-PE-Signals
kann mit Hilfe des mitgemessenen Standards der Gehalt des jeweiligen Analyten bestimmt
werden (siehe Abb. 2.5). Neben fertigen Kits mit bestimmten vorgegebenen Biomarkern
bietet die Firma Bio-Rad auch die Mdglichkeit der individuellen Zusammenstellung der
gewilinschten Analyten (x-Plex). Basierend auf den Zellkulturversuchen (siehe 3.1) wurden
folgende Analyten ausgewéhlt und quantifiziert:

e Adiponektin

e Leptin
e Resistin
e GLP-1
e GIP

e IL-6

e TNF-a
e |L-10

Fur die Bestimmung von Maus-Seren wurden 12,5 pL bzw. 50 pL fir die Bestimmung der
Zelluberstande der 3T3-L1 Adipozyten eingesetzt. Die Seren bzw. Kulturmedien wurden
jeweils 1:4 verdunnt. Die magnetischen Kigelchen mit den gegen die oben genannten
Analyten gerichteten Antikoérpern wurden gemischt und der Assay wurde nach den
Instruktionen des Herstellers durchgefiihrt und vermessen. Da beim Adiponektin deutlich
hohere physiologische Konzentrationen vorliegen als bei den anderen Analyten, wurden hier
die Proben 1:1600 verdiinnt. Das Adiponektin Bio-Plex Assay ist nicht zur Parallelmessung
mit anderen Analyten kompatibel und musste daher als ,single-Plex* separat gemessen

werden. Es erfolgte jeweils eine Doppelbestimmung.

2.2.10 Triglyzeridbestimmung

Die Bestimmung der Triglyzeride im Serum bzw. in den Leben der Versuchsméuse erfolgte
mit dem Triglycerides FS Kit (Diasys). Es handelt sich hierbei um ein kolorimetrisches
Bestimmungsverfahren. Die Bestimmung erfolgt nach enzymatischer Spaltung mit
Lipoproteinlipase. Als Indikator entsteht ein Chinonimin, welches unter katalytischer
Wirkung von Peroxidase aus Wasserstoffperoxid, 4-Aminoantipyrin und 4-Chlorphenol
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entsteht. Die Extinktion wurde bei 500 nm gegen den Reagenzienleerwert am
Photospektrometer Benchmark Plus bestimmt und die Konzentrationen mit Hilfe eines
mitgemessenen Standards ausgerechnet. Alle Schritte wurden nach den Instruktionen des

Herstellers durchgefihrt. Es erfolgte jeweils eine Doppelbestimmung.

Fur die Bestimmung des Triglyzeridgehaltes in den Lebern der Masue wurde ca. 100 mg
Gewebe unter Trockeneis-Kihlung eingewogen. AnschlieBend wurden 1 mL eines
Chloroform-Methanol-H,O (2T:1T:0,8T)-Gemisches hinzugegeben und mit dem Polytron
PT2100 homogenisiert. Zur weiteren Phasenbildung wurden weitere 2 mL Chloroform und 1
mL H,O hinzugegeben und 2 min. lang kréftig geschittelt. AnschlieBend wurden die Proben
bei 4.000 RPM fir 10 min. zentrifugiert und der triglyzeridhaltige Chloroform-Unterstand
abgenommen und bei 70°C eingedampft. Zum Schluss wurden die Triglyzeride in Isopropanol

resuspendiert und kolorimetrisch mit dem Triglycerides FS Kit vermessen'*.

2.2.11 Histologische Untersuchungen

2.2.11.1 Dehydrierung und Einbettung

Nach der Organentnahme wurden die Lebern der Versuchstiere in Formaldehydlésung
verbracht und flr 24 h bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben nach dem Protokoll

der Tab. 2.3 dehydriert, in Paraffin eingebettet und flir Farbeversuche geschnitten.

Subtanz Wirkdauer
EtOH 70%, 80%, 96 % Jeweils 1 h
EtOH 100% 2x1h
Neo-Clear 2x 40 min.
Paraffin 60 1lh
Paraffin 90 1lh

Tab. 2.3 Protokoll zur Dehydrierung der Lebern
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2.2.11.2 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Die Hamatoxyllin-Eosin Féarbung stellt eine Routinefarbung in der konventionellen Histologie
dar. Mit dieser ist es mdglich, Gewebestrukturen von Gewebeschnitten durch den
Kernfarbstoff Hamatoxyllin und dem Plasmafarbstoff Eosin durch Kontrastierung

darzustellen. In der Tab. 2.4 ist das Farbeprotokoll aufgefiihrt.

Subtanz Wirkdauer

Neo-Clear 2X 5 min.

EtOH 100% 2X 2 min.

EtOH 96%, 80%, 70% Je 2 min.
H,0 dest. 5 min.
Hé&matoxyillin 5 min.
Leitungswasser (warm) 5 min
Eosin 5 min.
Leitungswasser (kalt) 5 min

EtOH 70%, 80%, 96 % Je 2 min.

EtOH 100% 2X 2 min.

Neo-Clear 2x 5 min.

Tab. 2.4 Protokoll zur Hadmatoxylin-Eosin Farbung an Paraffinschnitten

2.2.12 Statistische Berechnungen

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 5. Fir die
Zellkulturexperimente wurden unter Annahme einer Normalverteilung mit einfaktoriellen
Varianzanalysen und anschlieBender a-Fehlerkorrektur (1-fach ANOVA post-hoc
Bonferroni) bzw. zum Vergleich zweier Gruppen ungepaarte t-Tests durchgefuhrt. Fur die
statistische Analyse der Tierexperimente wurden entweder 1-fach bzw. 2-fach ANOVA post-
hoc Bonferroni Berechnungen durchgefiihrt. Die Signifikanzstufen wurden herbei auf p<0,05
(signifikant) und p<0,01 bzw. p<0,001 (hoch signifikant) definiert. Alle Daten werden als
& SEM (Standardfehler) dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 AT2R-Stimulation in eukaryotischen Zellen

Zur Charakterisierung inflammatorischer und metabolischer Prozesse wurden in in-vitro
Versuchen verschiedene Inflammationsmodelle an 3T3-L1 Adipozyten und THP-1
Makrophagen untersucht. In der Einleitung wurde die Relevanz der beiden Zelltypen in der
Pathophysiologie der Fettgewebsinflammation und IR beschrieben. Alle Versuche wurden,

wenn nicht anders angeben, in drei unabhangigen Versuchen (n=3) wiederholt.

3.1.1 AT2R-Aktivierung in 3T3-L1 Adipozyten

Murine 3T3-L1 Préadipozyten wurden, wie in 2.2.7.1 beschrieben, zu adulten Adipozyten
differenziert. Nach 24 h Serumentzug (0,5% FBS) wurden die Zellen zur Induktion der in-
vitro Inflammation mit TNF-a 10 ng/mL Zellmedium behandelt. Hierbei handelt es sich um
ein etabliertes Modell zur Erzeugung einer in-vitro IR in Adipozyten. Parallel hierzu wurden
die Zellen mit und ohne C21 1 uM stimuliert. Anschliefend wurde die mMRNA-Expression des
pro-inflammatorischen Zytokins IL-6 mit der gRT-PCR bestimmt (siehe 2.2.9.3).

IL-6 mMRNA
45 1
40 A
35 -
30 1
25 -
20 1
15 A
10 +

*kk

Relative mRNA Expression

Vehikel ~TNFa TNFo+C21

Abb. 3.1 IL-6 mRNA in 3T3-L1 Adipozyten
C21 reduziert die TNF-o induzierte IL-6 Expression.
*** p<0,001 vs. Vehikel; # p<0,05 vs. TNFa; n=3

Die Abb. 3.1 zeigt die IL-6 Expression, die durch die TNF-o Behandlung stark induziert
wurde (35+5,1-fach). Durch die parallele Behandlung mit C21 konnte die Expression
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signifikant reduziert werden (20,3+2,2-fach). Zur Uberpriifung des Effektes auf Proteinebene
wurde in einem &hnlichen Versuchsaufbau mittels Multiplex Assay (siehe 2.2.10.4) das IL-6
Protein im Zellliberstand quantifiziert (siehe Abb. 3.2). Zusatzlich wurde zur Uberpriifung der
Spezifitat von C21 der AT2R-Blocker PD123319 eingesetzt. Die Zellen wurden 30 min. vor
der TNF-a. bzw. TNF-a/C21 Kombinationsbehandlung mit PD123319 10 uM preinkubiert.

IL-6 Protein
6000 1 ns

5000

4000 A I T

3000

2000

1000

Protein Konzentration pg/mL
*

TNFa + + +

c21 - + -

.Y

PD - - +
Abb. 3.2. IL-6 Protein Freisetzung

Die Behandlung mit C21 fuhrt auch auf der Proteinebene zu einer Reduktion der IL-6 Freisetzung ins Medium.
Der Effekt tritt nicht auf, wenn der AT2R blockiert ist.

*p <0,05 vs. TNFa,; ns: nicht signifikant

Die Abb. 3.2 zeigt, dass die 24-stindige AT2R-Aktivierung in Adipozyten ebenfalls zu einer
signifikanten Reduktion des IL-6 Proteins im Zelliberstand von TNF-a: 3963,8+501,2 auf
TNF-a/C21: 2739,3+159,4 pg/mL flhrte. Die Blockade des AT2R mit PD123319 fiihrte zu
einer deutlichen Induktion der IL-6 Freisetzung durch TNF-a auf 3770,7£457,4 pg/mL,
wobei die parallele C21-Inkubation keinen signifikanten Effekt auswies und mit
4952,8+318,4 pg/mL quantifiziert wurde.
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IL-10 mRNA
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Abb. 3.3 Basale IL-10 mRNA Expression
Die AT2R-Aktivierung uber 24 h erhéht die basale 1L-10 Expression.
** p<0,01 vs. Vehikel; n=3

Die Abb. 3.3 zeigt, dass die 24 stiindige AT2R-Stimulation zu einer Verdopplung der I1L-10
Expression flhrte (von 1+0,06-fach auf 2,07+£0,17-fach). Zusammengenommen konnte somit
erstmals ein AT2R-spezifischer anti-inflammatorischer Effekt von C21 in Adipozyten gezeigt

werden.

3.1.1.1 Regulation von Adipozytokinen

Es gab Hinweise darauf, dass es zusétzlich zu den erwarteten anti-inflammatorischen Effekten
auch Einflusse auf die Adipozytokin-Regulation geben kdnnte, denn Clasen et al. aus unserer
Arbeitsgruppe beschrieben bereits 2005 eine AT2R-abhangige Adiponektin-Regulation in
3T3-L1 Adipozyten'”™. Daraufhin wurde wie im obigen Inflammationsmodell die
Adiponektin-Regulation untersucht (Abb. 3.4).
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Adiponektin mRNA
1,2 -

1,0 1

0,8 1

0,6 1 ns

0,4 -

Relative mRNA Expression

0,2 1

0,0

Vehikel TNFa TNFa+C21

Abb. 3.4 Adiponektin mRNA Expression
Die AT2R-Stimulation fiihrt auf mMRNA zu keiner Regulation der Adiponektin-Expression.
** p<0,01 vs. Vehikel; n=3

Die Expression wurde durch die Behandlung mit TNF-a auf 0,37+0,02-fach stark reduziert
(Abb 3.4). Die Parallelbehandlung mit C21 fiihrte auf mMRNA-Ebene zu keiner Regulation von
Adiponektin. In der oben beschriebenen Arbeit von Clasen et al. wurden ebenfalls
Disparitdten zwischen der AT2R-abhéngigen Transkription und Translation beobachtet.
Daher wurde die Regulation auf Proteinebene in einem gleichen Versuchsaufbau mittels
Western Blot analysiert.

30 kDa-_ g | — - Adiponektin

Ll e —— A
c21 . " )
TNFo i } ”

Abb. 3.5 Adiponektin Western Blot
Die AT2R-Stimulation erhéht die Adiponektin-Protein-Menge.

Représentativer Western Blot aus n=3

Abb. 3.5 zeigt korrespondierend mit der mRNA-Regulation den starken Rickgang des
Adiponektin-Proteins durch die TNF-o Behandlung. Im Gegensatz zu den mRNA-

Expressionsdaten kam es hier zu einer deutlichen Erhéhung des Adiponektin-Proteins.
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Zusatzlich wurde die Adiponektin-Freisetzung in das Zellmedium mittels ELISA quantifiziert
(siehe 2.2.10.3).

Adiponektin Protein

I
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i
o
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Protein Konzentration ng/mL
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TNFa - + +

c21 - - +

Abb. 3.6 Adiponektin Protein-Freisetzung

AT2-R Stimulation erhéht die Adiponektin-Konzentration im Zelliiberstand.
*** n<0,001 vs. Kontrolle; # p<0,05 vs. TNFa

Die Abb. 3.6 zeigt ebenfalls den Rickgang der Adiponektin-Freisetzung ins Zellmedium
durch TNF-o. Zugabe (von basal 4128,4+138,8 auf 1341,0+26,5 ng/mL). Ubereinstimmend
mit den Western Blot Ergebnissen kam es zu einem signifikanten Anstieg der Konzentration
in den mit C21-behandelten Zellen auf 2078,1+260 ng/mL. Zum Ausschluss von unselektiven
Mechanismen wurden die Zellen zusétzlich mit PD123319 10 uM behandelt, um den AT2R

zu blockieren.

Adiponektin Protein
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PD + +

Abb. 3.7 Adiponektin Protein Freisetzung unter AT2R-Blockade.
Es findet kein Effekt auf die Freisetzung unter AT2R-Blockade statt.
* p<0,05 vs. PD; ns: nicht signifikant.
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Abb. 3.7 zeigt den signifikanten Riickgang des Proteins durch den TNF-o Einfluss bei
blockiertem AT2R (von basal 3317,8+186,2 auf 1996,1+235,9 ng/mL). Die zuséatzliche
C21-Inkubation fuhrte zu keinem Effekt (2260,0+267,1 ng/mL) und bestatigt den AT2R-
selektiven Effekt der Substanz. Zur weiteren metabolischen Charakterisierung wurde das pro-

inflammatorische Adipozytokin Leptin untersucht.

Leptin mRNA Leptin Protein
1.2 1 800 1
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o < l
0.0 : “ 0 .
Vehikel +C21 Vehikel +C21
Abb. 3.8 Basale Leptin mMRNA Expression Abb. 3.9 Basale Leptin Protein Freisetzung
* p<0,05 vs. Vehikel; n=3 *p <0,05 vs. Vehikel

Abb. 3.8 und 3.9 zeigen, dass die Behandlung mit C21 Uber 24 h zu einer starken Reduktion
des basalen Leptins fiihrte, sowohl auf Transkriptionsebene (von 1+0,06 auf 0,67+0,10-fach)
als auch auf Proteinebene (von 661,584 auf 308,2+42 pg/mL. Die Reduktion auf der
Proteinebene war mit Uber 50% deutlich starker ausgepragt. Hier wurde die Leptin-

Freisetzung ins Medium mit der Multiplex-Methode (siehe 2.2.10.4) gemessen.

3.1.2 AT2R-Aktivierung in THP-1 Makrophagen

Humane THP-1 Monozyten wurden zu Makrophagen differenziert (siehe 2.2.7.1). Nach 24 h
Serumentzug (0,5% FBS) wurden die Zellen zur Induktion der in-vitro Inflammation mit
10 ng/mL LPS Zellmedium behandelt. Zur Charakterisierung der anti-inflammatorischen
Wirkung wurden die Zellen ebenfalls tiber 24 h mit C21 1 uM behandelt.
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IL-6 MRNA IL-6 Protein
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Abb. 3.10 IL-6 mMRNA Expression Abb. 3.11 IL-6 Protein Freisetzung
*** p<0,001 vs. Vehike; # p<0,05 vs. LPS; n=3 *** p<0,001 vs. LPS; n=3

Die Abb. 3.10 und 3.11 zeigen, dass die 24-stiindige AT2R-Aktivierung auch in den
Makrophagen zu einer Reduktion des IL-6 flihrte. LPS induzierte die IL-6 Epression auf das
3,5+0,13-fache, was wiederum durch C21-Behandlung auf das 2,10+0,32-fache gesenkt
werden konnte. Abb. 3.11 zeigt das mittels ELISA quantifizierte 1L-6, welches von
343,4+13,8 auf 261,4+5,9 pg/mL durch C21-Behandlung signifikant reduziert wurde. Die
anti-inflammatorische Regulation durch C21 konnte auch durch die Untersuchung zweier

weiterer pro-inflammatorischer Zytokine, dem MCP-1 und TNF-a, bestatigt werden.

MCP-1 mRNA TNF-a mRNA
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Abb. 3.12 MCP-1 mRNA Expression Abb. 3.13 TNF-a. mRNA Expression
** p<0,01 vs. Vehikel; ## p<0,01 vs LPS; n=3 *** p<0,001 vs. Vehikel; # p<0,05 vs. LPS; n=3

Abb. 3.12 und 3.13 zeigen, dass die Stimulation mit C21 sowohl die LPS-induzierte MCP-1

als auch TNF-a Expression signifikant senken konnte.
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In Anlehnung an die Analysen in 3T3-L1 Adipozyten wurde ebenfalls die IL-10 mRNA-
Expression in Makrophagen untersucht.

IL-10 mMRNA
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Abb. 3.14 Basale 1L-10 mRNA Expression
AT2R-Stimulation induziert die 1L-10 Transkription.
* p<0,05 vs. Vehikel; n=3

Aus Abb. 3.14 wird deutlich, dass die AT2R-Aktivierung ebenfalls die basale mMRNA-

Expression von IL-10 in den Makrophagen erhohte.

3.1.3 Uberprufung der PPARy Aktivitat von C21

Zur mechanistischen Aufklarung der oben gezeigten Ergebnisse wurden Versuche zur
Aktivierung von PPARy durch die Substanz C21 durchgefiihrt. Eine pleiotrope PPARY-
Aktivierung, die fir einige AT1R-Blocker gezeigt werden konnte, konnte fur die anti-
inflammatorischen Effekte inklusive der Adiponektin-Regulation durch C21 verantwortlich

sein.

3.1.3.1 OI-Rot O Farbung

Die OI-Rot O Farbung stellt eine gingige zellbiologische Methode zur Priifung auf PPARy-
Aktivitat dar'®®. Hierfir wurden 3T3L-1 Praadipozyten, wie in 2.2.7.2 beschrieben, mit dem
Induktionsgemisch bzw. den Testsubstanzen (ber neun Tage differenziert und mit dem
Farbstoff OI-Rot O gefarbt (siehe Abb. 3.15). C21 wurde in der Konzentration 0,1 und 1 uM
eingesetzt. Als Positivkontrolle diente der volle PPARy-Agonist Pioglitazon mit 1 und 10 pM.
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Da es sich beim PPARy um einen Masterregulator der Fettzelldifferenzierung handelt, kann
somit durch Differenzierung und Farbung der Fetteinlagerung auf die PPARy-Aktivitét

geschlossen werden.

Pio 1 uM Pio 10 uM
Vehikel Diff. Gemisch
C211uM C21 0,1 uM

Abb. 3.15 Ol-Rot O Férbung

Der volle PPARy-Agonist Pioglitazon fiihrt zu einer vollstdndigen Differenzierung von 3T3-L1 Zellen. Dieser Effekt bleibt
bei den C21 behandelten Zellen in den Konzentrationen 0,1 und 1 uM aus.

Représentatives Foto aus n=3

Der volle PPARy-Agonist Pioglitazon flihrte zur vollstandigen Differenzierung, wéhrend C21
in den getesteten Konzentrationen keine adipogenen Effekte aufwies. Zur Quantifizierung
wurde der OI-Rot O Farbstoff in Isopropanol gel6st und die Absorption bei 515 nm am

Photospektrometer bestimmt.

HHH

Relative Induktion
(x-fach gegen Vehikel behandelte Zellen)
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¥
Q@

Abb. 3.16 Relative Induktion der Fettzell-Differenzierung
*** und ### p<0,001 vs. DMSO; ns: nicht signifikant; n=3
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In Abb. 3.16 ist die Quantifizierung der Beobachtungen von Abb. 3.15 dargestellt. Pioglitazon
flihrte zu einem hochsignifikanten Anstieg intrazellulér gefarbter Lipide, wahrend C21 keinen
Effekt aufwies. Zusammen weisen diese Daten darauf hin, dass C21 keine wesentliche

PPARy-Aktivierung induziert.

3.1.3.2 PPARy LBD Reporterassay

Humane HEK-293 Zellen wurden mit dem Expressionsvektor fiir die PPARy Liganden-
Bindungsdoméne (LBD), dem Reportervektor und dem Kontrollvektor transfiziert (siehe
2.2.7.3). Die Zellen wurden wie in Abb. 3.17 angegeben tber 24 h behandelt. AnschlieRend
wurde die Luziferase-Aktivitat gemessen und relativ zur Renilla-Aktivitdt angegeben
(siehe 2.2.7.4).

$$$

Pio 1 uM

DMSO

C211pM

c21o1m [

Control ]

0 2 4 6 8 10 12 14
Relative Luziferase Aktivitat (RLA)

Abb. 3.17 PPARy LBD Aktivitats-Luziferase
8§88 und +++ p <0,001 vs. DMSO; n=6 aus 2 unabhangigen Versuchen

Im Einklang mit den Ergebnissen der Fettzelldifferenzierung fiihrte Pioglitazon in den
Konzentrationen 1 und 10 pM zu einem hochsignifikanten Anstieg der Luziferase-Aktivitat
der PPARy-LBD wohingegen C21 keinen Effekt auf die Aktivitat besaR.

Die beiden Versuche zur Uberpriifung auf PPARy-Aktivitat deuten also darauf hin, dass C21
seine anti-inflammatorischen Effekte in den Adipozyten und Makrophagen und die

zusatzliche Adipozytokinregulation in den Adipozyten PPARy-unabhangig ausibt.
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Zusammenfassung der in-vitro Versuche

Zusammenfassend konnten in der vorliegenden Arbeit erstmalig anti-inflammatorische
Effekte durch die spezifische AT2R-Aktivierung mit C21 in Adipozyten und Makrophagen
gezeigt werden. In den Adipozyten kam es zusatzlich zur anti-inflammatorischen und

metabolisch positiven Regulation von Adipozytokinen.

3.2 AT2R-Stimulation im Adipositas-Modell der Maus

Ausgehend von den Erkenntnissen der in-vitro Versuche wurde die Substanz C21 im
DIO-Modell der Maus eingesetzt, um die Relevanz der AT2R-Stimulation auf
Fettgewebsinflammation, IR und IGT metabolisch zu untersuchen. Hierfur wurden C57BI-6
(WT) und AT2R-KO Méause zunéchst tber 10 Wochen mit HFD bzw. LFD geflttert (siehe
2.2.1)

3.2.1 Kaorpergewichtsentwicklung

36 -
34
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Kdrpergewicht [g]
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—&— WT HFD

—a— AT2KO LFD
—0O— AT2KO HFD
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Abb. 3.18 Koérpergewichtsentwicklung wéhrend den Diéten
AT2R-Defizienz fiihrt zu einer Erhdhung des Korpergewichtes.
* p<0,05 vs. WT HFD

Wahrend der Fitterungsphase nahmen die beiden HFD-Gruppen rasch an Korpergewicht zu.
Nach ungefahr sechs Wochen wiesen die HFD AT2R-KO Mause ein signifikant erhohtes

Korpergewicht im Vergleich zu den WT-Tieren auf. Unter der LFD wurden Kkeine
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Unterschiede in der Korpergewichtsentwicklung zwischen den Genotypen beobachtet.
Nach zehn Wochen Fitterung schloss sich die vierwdchige Behandlungsphase an. Die Tiere
wurden entweder mit Vehikel (LFD und HFD), C21, Valsartan, C21/Valsartan oder dem
Antihypertensivum Hydralazin (jeweils HFD) behandelt (siehe 2.2.1).

36 -
34 4 -
— 1
S 32 - ,_:%:I
S 30 -
2 1
S s /E\E/E\E\L’E\;\E
@
2 26 -
Q —0O— Veh LFD
24 4 —&— Veh HFD
—@— C21 HFD
22 4 —a— Val HFD
20 . . . . ' . . \
0 1 2 3 4

Wochen der Behandlung

Abb. 3.19 Kérpergewichtsentwicklung wéhrend der Behandlung
Die Behandlungen besaRen keine Effekte auf das Korpergewicht in den WT HFD-Gruppen.

Wahrend der vierwdchigen Behandlungsphase hatte keine der Behandlungen einen
signifikanten Einfluss auf das Korpergewicht der Tiere (siehe Abb. 3.19). In der
Kombinationsgruppe bzw. der Hydralazin-Gruppe kam es ebenfalls zu keinem signifikanten

Einfluss. Die Korpergewichtverlaufe der beiden Gruppen sind grafisch nicht dargestellt.
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3.2.2 Blutdruckmessung

Nach Ende der vierwochigen Behandlungsphase wurde, wie in 2.2.2 beschrieben,

nicht-invasiv der systolische Blutdruck gemessen (Abb. 3.20).

Blutdruck
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85 +

80

Veh LFD VehHFD  C21 HFD ValHFD C21/ValHFD Hyd HFD

Abb. 3.20 Systolischer Blutdruck der WT-Méuse

Die HFD erhoht den systolischen Blutdruck. Der AT1-Blocker Valsartan reduziert den Blutdruck &hnlich wie Hydralazin.
C21 hat einen leichten, aber signifikanten Einfluss auf den systolischen Blutdruck.

*** n<0,001 vs. Veh LFD; #np:);(_)i(())S(;s;}d\:;all;zl—ii:?:;;$§}o+g:u;r;i 888 p<0,001 vs. Veh HFD;
Die LFD-Tiere wiesen einen systolischen Blutdruck von103+2 mmHg auf, wahrend der
Blutdruck durch die HFD um ca. 10 mmHg auf 114+2 mmHg erhéht wurde. Der AT1R-
Blocker Valsartan senkte wie erwartet den systolischen Blutdruck signifikant auf
94+2 mmHg, wobei die Senkung durch Hydralazin ann&hernd identisch war. Die C21-
Behandlung hatte einen leichten, aber signifikanten Einfluss und senkte den Blutdruck auf
107+1 mmHg. Die Kombination aus C21 und Valsartan hingegen hatte keinen zusétzlichen
reduzierenden Einfluss auf den Blutdruck im Vergleich zur Monotherapie mit Valsartan.

Zusatzlich wurde der Blutdruck auch in den AT2-KO Mausen bestimmt.
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Blutdruck (AT2KO)
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Abb. 3.21 Systolischer Blutdruck in AT2-KO HFD-Mdusen

C21 verliert in den AT2R-KO Tieren seinen Effekt auf den Blutdruck. Die Blutdrucksenkung durch Valsartan ist schwacher
ausgebildet als in den WT-Méusen.

* p<0,05 vs. Veh; n=8-10 pro Gruppe

Abb. 3.21 zeigt, dass C21 bei Abwesenheit des AT2R seinen Einfluss auf den Blutdruck
verliert. Die Blutdrucksenkung durch Valsartan um ca. 8 mmHg war zwar noch signifikant
(von Veh 11743 auf Val 109£3 mmHg), aber bedeutend weniger stark ausgepragt als in den
WT-Madusen mit ca. 20 mmHg. Diese Beobachtungen deuten stark auf einen Einfluss des

AT2R auf die Blutdruckregulation hin.

3.3 Metabolische Phanotypisierung

Veh LFD Veh HFD C21 HFD Val HFD
Spontan Glukose 184,86+ 236,88+ 219,11+ 251,11+
[mg/dL] 15,59 13,35* 18,54ns 10,15ns
Nuchtern Glukose 110,00+ 136,63+ 129,60+ 125,44+
[mg/dL] 4,73 10,00* 4,15ns 5,28ns
Tab. 3.1 Spontan- und Niichternglukose * p<0,05 vs. Veh LFD; n=7-10 pro Gruppe

Die Tab. 3.1 zeigt, dass sowohl die spontan-Glukosewerte als auch die nichtern-
Glukosewerte, nach ndchtlichem Futterentzug, durch die HFD signifikant erhoht wurden.
Diese Werte geben einen ersten Hinweis darauf, dass die M&use durch die HFD eine Glukose-
Intoleranz entwickeln. Die C21-Behandlung fuhrte bei beiden Parametern zu tendenziell
reduzierten Werten, die jedoch keine Signifikanz erreichen. Valsartan wies bei der spontanen

Glukose tendenziell erhohte und bei der nlichternen Glukose erniedrigte Werte auf.
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3.3.1 Glukose Toleranz Test (GTT)

GTT der Vehikel Gruppen

Zur Uberprifung der Glukose-Toleranz wurde ein Glukose Toleranz Test (GTT)
durchgefuhrt. Fir diesen wurden die Tiere tGber Nacht niichtern gesetzt und es wurde initial
eine Bolus-Injektion 1 g/kg KG Glukose i.p. verabreicht. Anschlielend wurde die
Blutglukose nach definierten Zeitpunkten quantifiziert (siehe 2.2.3.1).
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Abb. 3.22 Glukose Toleranz Test (GTT) der Vehikel Tiere
***p<0,001 vs. Veh LFD; n=7-8 pro Gruppe

Die Abb. 3.22 zeigt den i.p. GTT der Vehikel-behandelten Tiere. Die Blutglukosekurve der
gesunden LFD-Tiere verldauft deutlich flacher als die der HFD-Tiere. Diese metabolische
Veranderung bestatigt, dass die Tiere im vorliegenden Hochfett-Modell eine

Glukoseintoleranz entwickelten.
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GTT der Behandlungsgruppen
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Abb. 3.23 Glukose Toleranz Test (GTT) der Behandlungsgruppen
Die Behandlung mit C21 und Valsartan fiihren zu einer Verbesserung der Glukosetoleranz.

*** p<0,001 vs. Veh LFD; # und $ p<0,05 vs. Veh HFD; n=7-10 pro Gruppe

Abb. 3.23 zeigt den i.p. GTT der Behandlungsgruppen. Der Kurvenverlauf wurde durch die
Behandlung mit C21 und Valsartan im Vergleich zu den HFD Vehikel-Tieren abgeflacht. Die
Verlaufe der Kombinationsgruppe und von Hydralazin wurden hier grafisch nicht dargestellt.
Die quantifizierte Flache unter den Kurven (AUC) ausgedruckt als relative Glukose Intoleranz
wird in der folgenden Abbildung beschrieben.
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Relative Glukose Intoleranz
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Abb. 3.24 Relative Glukose Intoleranz

C21 und Valsartan verbessern die Glukosetoleranz. Die Doppelintervention in das RAS durch C21/Val verbessert ebenfalls
die Glukosetoleranz. Hydralazin besitzt nur einen tendenziellen Einfluss und verbessert die Glukosetoleranz nicht signifikant.

*** p<0,001 vs. Veh Lﬁgﬁéj?ﬂjd%ggﬁ \r:s:.G\)/gfr]ngrlﬁé);: p<0,01 vs. Veh HFD;

Abb. 3.24 zeigt die relative Glukose-Intoleranz. Diese wurde bei den HFD-Tieren auf 100%
gesetzt. Der Unterschied zu den LFD-Tieren betrug ca. 20% (81,14+3,35%). Verbessert
werden konnte die Glukose-Intoleranz sowohl durch die C21-Behandlung (auf 88,24+3,21%),
durch Valsartan-Behandlung (auf 87,48+3,21) als auch durch die Kombinationsbehandlung
(auf 84,31+3,16%). Die Hydralazin Behandlung fuhrte zu keiner signifikanten Verbesserung
der Glukose-Intoleranz. Zur Untersuchung der Spezifitat von C21 wurde der GTT ebenfalls in
den AT2R-KO Mausen durchgefihrt.

Rel. Glukose Intoleranz (AT2KO)
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Abb. 3.25 Relative Glukose Intoleranz (AT2KO)

Die Behandlungen mit C21 und Valsartan filhren zu keinem Effekt in den KO-Tieren.

n=7-10 pro Gruppe
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Die Abb. 3.25 zeigt die quantifizierten AUCs des GTTs in den AT2-KO Tieren. Die
C21-Behandlung fuhrte zu keinem Effekt und bestatigt die Selektivitat des Effektes fir den
AT2R. Valsartan verlor, entgegen der Erwartung, ebenfalls seinen signifikanten Effekt auf die
Glukosetoleranz und verbesserte diese nur noch tendenziell auf 95,28+4,71%. Somit scheint

der Einfluss von Valsartan auf den Glukose-Metabolismus u.a. auch AT2R-abhéngig zu sein.
3.3.2 Insulin Toleranz Test (ITT)

Zur Messung der peripheren Insulinsensitivitat wurde ein i.p. Insulin Toleranz Test
durchgefihrt. Wie beim GTT wurden die Tiere Uber Nacht niichtern gesetzt und nach i.p.
Applikation von Insulin 0,25 LE./kg KG nach definierten Zeitpunkten die Blutglukose
quantifiziert (siehe 2.2.3.2).

ITT der Vehikel Gruppen
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Abb. 3.26 Insulin Toleranz Test (ITT) der Vehikel Tiere
Die Hochfett-Diét fiihrt zur Insulinresistenz in den Vehikel behandelten Tieren.
* p<0,05 vs. Veh LFD; n=8-9 pro Gruppe

Abb. 3.26 zeigt, dass die HFD Uber 14 Wochen zu einer signifikanten Verminderung der

Insulinsensitivitat der VVehikel-Tiere fiihrte.

79



Ergebnisse

ITT der Behandlungsgruppen
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Abb. 3.27 Insulin Toleranz Test (ITT) der Behandlungsgruppen

Auf die Insulinempfindlichkeit hat nur die C21-Behandlung einen positiven Einfluss.
* p<0,05 vs. Veh LFD; # p<0,05 vs. Veh HFD; n=7-10 pro Gruppe

Die Abb. 3.27 zeigt deutlich, dass nur die C21-behandelten Tiere durch die Insulin-
Applikation mit einer starken Verminderung der Blutglukose reagierten. Die Abflachung der
Blutglukosekurve reichte an das Niveau der gesunden LFD-Tiere heran. Die Valsartan-
Behandlung besall keinen signifikanten Effekt auf die Insulinempfindlichkeit und
verschlechterte diese sogar tendenziell. Im Folgenden wurden die AUCs quantifiziert und

reziprok als relative Insulin-Sensitivitat dargestellt.
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Relative Insulin Sensititvitat
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Abb. 3.28 Relative Insulin Sensitivitat
Nur die Behandlung mit C21 hat einen positiven Effekt auf die Insulinempfindlichkeit.
* p<0,05 vs. Veh LFD; # p<0,05 vs. Veh HFD; n=7-10(Hydralazin n=6) pro Gruppe

In Abb. 3.28 sieht man die quantifizierte Verbesserung der Insulinempfindlichkeit durch die
C21-Behandlung um ca. 20% (von Vehikel HFD 100% auf 121,20£5,81%), welche nahezu
den LFD-Tieren entsprach (119,64+2,87%). Interessanterweise verlor C21 seinen Einfluss auf
die Insulinempfindlichkeit in der Kombinationsbehandlung C21/Valsartan. So scheint die
AT1R-Blockade einen negativen Effekt in der Kombination mit der AT2R-Stimulation auf
die periphere Insulinantwort zu besitzen. Die Monotherapie mit Valsartan zeigte ebenso wie
die Behandlung mit dem Vasodilatator Hydralazin keinen signifikanten Effekt auf die

Insulinsensitivitat. AuRerdem wurde der ITT in den AT2R-defizienten Tieren durchgefiihrt.

Rel. Insulin Sensitivitat (AT2KO)
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Abb. 3.29 Relative Insulin Sensitivitat (AT2KO)
C21 verliert auch beim ITT seinen Effekt in den AT2-KO Tieren. n=7-10 pro Gruppe
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In Abb.3.29 ist erkennbar, dass C21 seinen Effekt in den KO-Tieren verlor. Dies unterstiitzt
erneut die Selektivitat der Substanz fir den AT2R im Kontext der Insulinempfindlichkeit.

Zusammenfassend konnte C21 sowohl die Glukosetoleranz als auch Insulinempfindlichkeit in
adipdsen Mausen verbessern. Der ARB Valsartan konnte lediglich die Glukosetoleranz
verbessern. Die Effekte der Substanzen sind AT2R-abhédngig, denn sowohl der AT2R-Agonist
C21 als auch der AT1R-Blocker Valsartan verloren ihre Effekte in den KO-Tieren. Die
Kombinationsbehandlung aus C21/Valsartan ergab keine synergistischen Effekte. Hydralazin
hatte weder einen signifikanten Effekt auf die Glukosetoleranz noch auf die
Insulinempfindlichkeit.

3.3.3 Untersuchungen im Stoffwechselkéafig

In der vierten bis sechsten Woche nach Behandlungsbeginn wurden die Tiere im
Stoffwechselké&fig-System Labmaster (TSE Systems) untersucht (siehe 2.2.5).

3.3.3.1 Indirekte Kalorimetrie
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Abb. 3.30 Verlauf des respiratorischen Quotienten tber 24 h

Die Hochfett-Diat senkt den RQ in den Vehikel Tieren tiber 24 h herab.
*** p< 0,001 vs. Veh LFD
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Abb. 3.30 zeigt, dass die HFD den RQ der Tiere Uber 24 h deutlich herabsenkte und dass
somit entsprechend der verabreichten Diét deren Energie Giberwiegend aus der Oxidation von
Lipiden gewonnen wurde (siehe 2.2.5.1). Aus Tab. 3.2 wird ersichtlich, dass die
Futteraufnahme und damit auch die Kalorienaufnahme durch die Behandlung mit C21 bzw.
Valsartan korrespondierend mit der Korpergewichtsentwicklung tendenziell reduziert war.
Darlber hinaus waren in der aktiven Phase (18 - 6 Uhr) die RQs durch beide Substanzen
signifikant reduziert. Die Behandlungen mit beiden Substanzen fiihrten zudem zu einem
tendenziell erhdhten Gesamtenergieumsatz. Diese Tendenz scheint nicht in einer erhdhten
Bewegung der Tiere begrundet zu liegen, denn die lokomotorische Aktivitat war im Vergleich
zu den Vehikel HFD-Tieren nicht erhoht.

Veh LFD Veh HFD C21 HFD Val HFD
Futteraufnahme 4,08+ 2,76x 2,24+ 2,14+
[9/24h] 0,33 0,43ns 0,22ns 0,12ns
Kalorienaufnahme 14,08+ 14,77+ 11,13+ 10,66+
[kcal/24h] 1,12 2,13ns 1,10ns 0,61ns
24 h RQ 0,944+ 0,751+ 0,747+ 0,739+
[VCO,/VO,] 0,022 0,006*** 0,004ns 0,004%%
RQ 6-18 Uhr 0,906+ 0,741+ 0,743+ 0,732+
[VCO,/VO,] 0,019 0,005*** 0,004ns 0,004ns
RQ 18-6 Uhr 0,982+ 0,762+ 0,749+ 0,747+
[VCO,/VO,] 0,014 0,003*** 0,004## 0,002%$%$%
Energy expenditure 13,718+ 12,320+ 13,050+ 12,469+
[kcal/kg/h] 0,230 0,239** 0,238ns 0,29ns
kokfiswi;tor'SChe 1250+ 18752+ 1630+ 1839+

229 105* 88ns 134ns
[counts/h]

Tab. 3.2 Metabolische Paramter der Stoffwechselkafig-Untersuchungen
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0.001 vs. Veh LFD; ## p<0,01 vs. Veh HFD; $$ p<0,01; $$$ p<0,001 vs. Veh HFD;

n=5-10 pro Gruppe
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3.3.3.2 Untersuchung der Kdrperzusammensetzung

Die totale Fettmasse wurde mittels NMR-Kernspinresonanzspektroskopie (siehe 2.2.4)

bestimmt und die Fettkompartimente nach dem Toten der Versuchstiere eingewogen.

Veh LFD Veh HFD C21 HFD Val HFD
Totale 2,85+ 5,69+ 517+ 5,59+
Fettmasse [g] 0,22 0,58*** 0,73ns 0,55ns
Gonadale 0,39+ 0,97+ 0,61+ 0,74+
Fettmasse [g] 0,04 0,13** 0,11ns(p=0,055) 0,06ns
Perirenale 0,17+ 0,47+ 0,30+ 0,35+
Fettmasse [g] 0,02 0,07** 0,05ns(p=0,067) 0,03ns

Tab. 3.3 KO’rperfettmassen ** p<0,01; *** p<0,001 vs. Veh LFD; NMR n=8-10; Organmassen n=7-9 pro Gruppe

Die Tab. 3.3 zeigt die Zunahme der Fettmassen durch die HFD. Die Behandlungen mit C21
bzw. Valsartan flhrten jeweils zur tendenziellen Reduktion sowohl der Gesamtfettmasse als
auch der Fettkompartimente. Statistische Signifikanz wurde nicht erreicht. Die moderat
reduzierten Korpergewichte sind somit wahrscheinlich teilweise auf eine leicht reduzierte
Fettmasse zurtickzuftihren. Die Beobachtungen aus 3.3.3.1 liefern weitere Grundlagen fir die
reduzierten Fettmassen. So konnten diese in einer Kombination aus reduzierter

Kalorienzufuhr, erhohter Fettverbrennung und Energieumsatz  begriindet liegen.
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3.4 Untersuchungen von Serum und Fettgewebe

Zur weiteren inflammatorischen und metabolischen Charakterisierung wurden, basierend auf
den Erkenntnissen der in-vitro Experimente, bestimmte Biomarker und Parameter im Serum
mit Multiplex Assays (siehe 2.2.9.4) analysiert. Dartiber hinaus wurden einige der Parameter
zur Beschreibung der lokalen Regulation zusatzlich im Fettgewebe untersucht.

3.4.1 Adipozytokine

3.4.1.1 Adiponektin

Serum
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Abb. 3.31 Adiponektin Serum Konzentrationen
A Adiponektin wird durch C21 signifikant erhdht. Die Valsartan-Gruppe weist tendenziell erhdhte Spiegel auf.
##t# p<0,001 vs. Veh HFD; n=5-6 pro Gruppe

B In den AT2-KO Tieren bleibt der C21 Effekt aus. n=5-7 pro Gruppe

ADbb.3.31 A zeigt, wie die Adiponektin-Spiegel signifikant von 6,02£1,90 pg/mL in der
Vehikel HFD-Gruppe auf 11,59+1,32 pg/mL in der C21 HFD-Gruppe anstiegen. Damit
konnten die Spiegel in dieser Gruppe nahezu verdoppelt werden. Durch die Valsartan-
Behandlung wurden die Spiegel auf 9,77+0,49 pg/mL nicht signifikant erhoht. Der AT2R-
spezifische Effekt auf das Adiponektin wird durch die Abb. 3.31 B erneut unterstrichen. Hier
blieb der C21 Effekt auf das Adiponektin aus.
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Fettgewebe

Adiponektin wird Uberwiegend im Fettgewebe produziert (siehe 1.1.4.1). Zur Untersuchung
der lokalen Regulation und Produktion wurde zunéchst die Expression, wie in 2.2.8

beschrieben, mit der gRT-PCR analysiert.
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Abb. 3.32 Adiponektin mMRNA Expression im Fettgewebe
A+B C21 flhrt zu keiner Regulation der Adiponektin mRNA weder in den WT-M&usen noch in den AT2-KO Mausen.
n=5 pro Gruppe

Abb. 3.32 A teigt zun&chst ein dhnliches Bild wie in den in-vitro Untersuchungen. Der AT2R-
Agonismus fuhrte zu keiner Regulation der mMRNA-Expression von Adiponektin. Die mRNA-
Expression von Adiponektin in den Valsartan-behandelten Mé&usen war minimal erhoht.
Erwartungsgemal gab es auch keinen Effekt im Fettgewebe der AT2R-KO Méuse (Abb. 3.32
B). Aufgrund der Erfahrung aus den in-vitro Versuchen beziiglich der Disparitdt des
Adiponektins zwischen mRNA- und Protein-Expression wurde im Fettgewebe das

Adiponektin-Protein mittels Western Blot untersucht.

Adiponektin Western Blot
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! £ £ 1k i

; & .
Veh LFD Veh HFD | C21HFD Val HFD

Abb. 3.33 Adiponektin Western Blot

Die Hochfett-Diat zeigt hier eine deutliche Reduktion der Adiponektins. Durch C21 Behandlung wird das Adiponektin-
Protein erhdht. Auch beim Valsartan findet man den tendenziell positiven Einfluss auf die Regulation wieder.

Représentativer Blot mit n=2 pro Gruppe.
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Fiir den Western Blot wurden, wie in 2.2.9.1 beschrieben, Proteine aus dem gonadalen Fett
der Versuchstiere isoliert, mit der SDS-PAGE aufgetrennt und ein Immuno-Blot gegen
Adiponektin bzw. den Housekeeper GAPDH durchgefiihrt. Man erkennt in der Abb. 3.33
deutlich, dass die lokale Adiponektin-Menge durch die HFD stark reduziert und durch die
C21-Behandlung erhéht wurde. In der Valsartan-Gruppe kam es korrespondierend mit den
lokalen mRNA-Daten bzw. Serum-Konzentrationen zu einem leichten Anstieg des Proteins.
Der moderate Valsartan-Effekt scheint iiber die mRNA-Expression reguliert zu werden
wohingegen der C21 Effekt posttranskriptional verlduft. Dieser Punkt wird in der Diskussion

noch einmal aufgegriffen.

3.4.1.2 Leptin
Serum
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124 . 9 -
S * E 8 -
? 10 - ? 7 | ns
S 5
g 8 - ..E 6 4
-lqc—)' ns "GC—‘) 5 -
e < S 4
¥ # v .
< 4 I \ < 3
e 2 o
o \ o 1 -
0 AN 0
VehLFD VehHFD C21HFD ValHFD Veh  +C21  +Val

Abb. 3.34 Leptin Serum Konzentrationen
A Periphere Leptin Spiegel werden durch die C21-Behandlung stark reduziert.
* p<0,05 vs. Veh LFD; # p<0,05 vs. Veh HFD; n=6 pro Gruppe

B In den AT2-KO Tieren bleib der C21 Effekt aus. n=6 pro Gruppe

Periphere Leptin-Spiegel wurden durch die HFD erwartungsgemal stark erhoht (von
2,29+0,54 auf 8,23+2,10 ng/mL). Durch die C21-Behandlung wurden die Konzentrationen
dieses pro-inflammatorischen Adipozytokins nahezu wieder auf gesundes Ausgangsniveau
gesenkt und mit 2,64+0,99 ng/mL quantifiziert. Der Effekt war ebenfalls WT-spezifisch (Abb.
3.34 B).
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Fettgewebe

Leptin wird ebenfalls Gberwiegend im Fettgewebe sezerniert (siehe 1.4.4.1).
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Abb. 3.35 Leptin mRNA Expression im Fettgewebe

A Die C21 Behandlung reduziert die stark erhéhte mRNA-Expression auf gesundes Niveau.

* p<0,05 vs. Veh LFD; # p<0,05 vs. Veh HFD; n=5 pro Gruppe

B In den AT2-KO Tieren bleib der C21 Effekt erneut aus. n=5 pro Gruppe

Korrespondierend mit den Serum-Konzentrationen wurde die Leptin-Expression durch die
HFD stark induziert (von 1 auf 6,49+1,78-fach) und durch AT2R-Agonismus wieder
signifikant gesenkt (auf 1,11+0,47-fach). Der C21-vermittelte mRNA-Effekt war in den
AT2R-KO Tieren abgeschwécht (Abb.3.35 B) Die AT1R-Blockade besal, wie bei den

Serum-Konzentrationen, einen stark reduzierenden Trend auf die Leptin-Expression, wobeli

ebenfalls keine Signifikanz erreicht wurde.
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3.4.1.3 Resistin
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Abb. 3.36 Resistin Serum Konzentrationen
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A Resistin Serum-Spiegel werden sowohl durch C21 als auch Valsartan Behandlung stark reduziert.

* p<0,05 vs. Veh LFD; ## und $$ p<0,01 vs. Veh HFD; n=5-6 pro Gruppe

B In den AT2-KO Tieren bleiben die Effekte beider Substanzen aus. n=6 pro Gruppe

Abb. 3.36 A zeigt, dass auch die Resistin Serum-Konzentrationen durch die HFD stark erhéht
wurden (von 140,17+23,29 auf 252,62+40,80 ng/mL). Diese konnten sowohl durch die
C21-Behandlung auf 161,56+13,8 ng/mL als auch durch die Valsartan-Behandlung auf
150,49+14,32 ng/mL signifikant auf nahezu LFD Vehikel-Niveau reduziert werden. Abb.
3.36 B zeigt das Ausbleiben der C21-vermittelten Resistin-Regulation in den AT2R-KO

Mausen. Ebenfalls blieb der Effekt unter AT1-Blockade aus und gibt ein weiteres Mal einen

Hinweis auf eine Beteiligung des AT2R an den metabolischen Effekten des Valsartans.
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3.4.2 Inkretine

Inkretine sind Zielpeptide der jungsten Generation oraler Antidiabetika und besitzen einen

positiven Einfluss auf die Insulinempfindlichkeit und -sekretion (siehe hierfiir 4.2.5). Im

Folgenden wurden das Glucagon like peptide 1 (GLP-1) und das Glucose-dependent

insulinotropic peptide (GIP) im Serum der Versuchstiere untersucht.
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Abb. 3.37 GLP-1 Serum Konzentrationen
A Serum GLP-1 Spiegel werden durch AT2R-Agonismus erhoht.
# p<0,05 vs. Veh HFD; n=5-6 pro Gruppe

B Kein Effekt in den AT2-KO Tieren. n=6 pro Gruppe
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Abb. 3.37 A zeigt deutlich, dass die AT2R-Stimulation zu einer signifikanten Erhéhung der
GLP-1 Spiegel flhrte (von Veh HFD: 59,26+£13,95 pg/mL auf C21: 93,308+5,95 pg/mL). Die
Abb 3.37 B zeigt das Ausbleiben des Effektes von C21 auf das GLP-1.
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3422 GIP
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Abb. 3.38 GIP Serum Konzentrationen
A Serum GIP Spiegel werden durch AT2R-Agonismus erhoht.
# p<0,05 vs. Veh HFD; n=5-6 pro Gruppe

B Kein Effekt in den AT2-KO Tieren. n=6 pro Gruppe

Abb. 3.38 A zeigt, wie die HFD die GIP-Konzentration im Serum nahezu halbierte (von Veh
LFD: 479,07£105,41 auf Veh HFD: 239,81+22,03 pg/mL). C21 erhéhte die GIP-Spiegel
hochsignifikant mit 407,21+75,82 pg/mL. In Abb. 3.38 B bleibt der Effekt unter AT2R-
Stimulation erneut aus. Valsartan besal} insgesamt keinen Einfluss auf die Regulation der

beiden Inkretine.
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3.4.3 Untersuchung der Zytokine IL-6, TNF-a und IL-10

Die Zellkulturexperimente an Adipozyten und Makrophagen konnten einen eindeutigen
AT2R-vermittelten anti-inflammatorischen Effekt durch die Substanz C21 liefern. In 1.4.2
wurden die systemischen bzw. in 1.4.5 die lokalen Zusammenhdnge zwischen der

Inflammation und IR beschrieben.

3.43.1 IL-6 und TNF-a

Serum
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Abb. 3.39 Serum Konzentrationen inflammatorischer Zytokine
A Serum IL-6 Spiegel werden nur durch Valsartan reduziert.
$ p<0,05 vs. Veh HFD; n=4-6 pro Gruppe

B Serum TNFa Spiegel werden sowohl durch C21 als Valsartan stark verringert.
# p<0,05 vs. Veh HFD; $$ p <0,01 vs. Veh HFD n=5-6 pro Gruppe

Abb. 3.39 A zeigt, dass die systemische IL-6 Konzentration nur durch die Valsartan
Behandlung signifikant gesenkt wurde, wenngleich die Reduktion durch C21 einen starken
Trend aufwies (Veh HFD: 82,95+26,36 pg/mL auf C21: 42,21+£12,02 pg/mL).
In Abb. 3.39 B hingegen wurden die Serum TNF-o. Spiegel sowohl durch die C21-
Behandlung als auch durch die Behandlung mit Valsartan signifikant reduziert.
Die Effekte von beiden Subtanzen auf beide Zytokine bleiben in den AT2R-KO Tieren aus
(Abb. 3.40 A+B).
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Abb. 3.40 Serum Konzentrationen inflammatorischer Zytokine in AT2R-KO Tieren

A + B Keine Effekte in den AT2R-KO Tieren; n=5-6 pro Gruppe

Fettgewebe

Zur  Uberpriifung der lokalen Regulation der Inflammationsmarker — wurden

Expressionsanalysen von TNF-o. und IL-6 im gonadalen Fettgewebe der Versuchstiere

durchgefihrt.
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Abb. 3.41 IL-6 und TNF-a Expression im Fettgewebe

Die lokale I1L-6 Expression wird von nur C21 signifikant reduziert. Beim TNF-a. kommt es sowohl durch C21 als Valsartan
zu einer Reduktion der Expression.

# p<0,05 vs. Veh HFD; * p< 0,05 vs Veh LFD; ## p<0,01 vs. Veh HFD; $ p<0,05 vs VVeh HFD;
n=5 pro Gruppe

Im Gegensatz zu den systemischen Spiegeln zeigt Abb. 3.41, dass C21 lokal die IL-6
Expression mit Gber 75% (von Veh HFD 1,89+0,54-fach auf C21 0,46+0,11-fach) reduzierte.
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Der Valsartan-Effekt war zwar knapp nicht signifikant, wurde aber auf 0,67+0,14-fach sogar
noch unter die Vehikel LFD-Gruppe abgesenkt. Beim TNF-a flihrte die HFD zundchst zu
einer signifikanten VVerdopplung der Expression, welche durch C21 und Valsartan signifikant

abgesenkt werden konnte.
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Abb. 3.42 IL-6 und TNF-o Expression im Fettgewebe der KO-Tiere
Keine Effekte in den AT2R-KO Tieren. n=5 pro Gruppe

Abb. 3.42 zeigt dass sowohl C21 als auch Valsartan ihre anti-inflammatorischen Effekte auf
IL-6 und TNF-a durch Fehlen des AT2R-Signals verloren.
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3.43.2
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Abb. 3.43 IL-10 Serum Konzentrationen
A Serum IL-10 Spiegel werden nur durch C21 erhoht.
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In der Abb. 3.43 A erkennt man deutlich, dass durch die HFD die anti-inflammatorischen

IL-10 Konzentrationen signifikant um ca. 50% abnahmen. Die C21-Behandlung hingegen
konnte die abgesenkten Konzentrationen von 244,48+47,49 pg/mL auf 462,56+89,09 pg/mL
wieder signifikant anheben. Abb. 3.43 B beschreibt das Ausbleiben des Effektes von C21 auf
die IL-10 mRNA-Expression.
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Fettgewebe
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Abb. 3.44 1L-10 Expression im Fettgewebe
A Die lokale IL-10 Expression wird von C21 signifikant reduziert.
* p<0,05 vs. Veh LFD; # p< 0,05 vs. Veh HFD; n=5 pro Gruppe

B Keine Effekte im Fettgewebe der AT2R-KO Tiere

Abb. 3.44 A zeigt, dass im Fettgewebe korrespondierend mit den Serum-Konzentrationen die
IL-10 Expression durch die HFD stark auf 0,36+0,15-fach reduziert wird und durch die
C21-Behandlung auf 1,53+0,48-fach wieder angehoben wurde. Dieser Effekt blieb im
Gewebe der KO-Tiere aus (Abb. 3.44 B).

Zusammenfassung Serum-Marker

Zusammenfassend konnte erstmalig gezeigt werden, dass die Behandlung mit dem selektiven
AT2R-Agonisten C21 in adipésen Méausen die Serumspiegel an Adiponektin erhdhte bzw.
von Leptin und Resistin reduzierte. Dies konnte flir Adiponektin und Leptin lokal im
Fettgewebe bestatigt werden. Die AT1R-Blockade reduzierte nur die Resistin-Spiegel.
Daruber hinaus fuhrte die C21-Behandlung zur Reduktion von TNF-a und tendenziell von
IL-6 bei gleichzeitig erhdhten 1L-10 Spiegeln im Serum. Diese Effekte konnten zusétzlich fiir
das Fettgewebe bestétigt werden. Dabei verlor C21 seine Effekte in den AT2R-KO Mausen.
Valsartan wirkte stark anti-inflammatorisch ohne Einfluss auf IL-10 und verlor ebenfalls
seine Effekte in den AT2R-KO Tieren.
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3.5 Triglyzeride

Zur Bestimmung der Serum-TG wurden diese, wie in 2.2.10 beschrieben, kolorimetrisch

quantifiziert.

3.5.1 Serum
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Abb. 3.45 Serum-Triglyzerid Konzentrationen

A Die C21 Behandlung senkt die Triglyzeride auf gesundes Vehikel LFD-Niveau herab.
* p<0,05 vs. Veh LFD; # p< 0,05 vs. Veh HFD; n=5-7 pro Gruppe

B Keine Effekte in AT2R-KO Tieren auf die Serum-Triglyzeride; n=6-7 pro Gruppe

Abb. 3.45 A zeigt, dass die HFD die Serum-TG von Veh LFD 34,95+4,33 mg/dL auf Veh
HFD 53,57+5,25 mg/dL signifikant anhob. Durch die C21-Behandlung konnten diese auf
37,16+5,08 mg/dl signifikant reduziert werden. Die AT1R-Blockade hatte keinen Effekt auf
die TG. Aus Abb. 3.45 B wird zudem deutlich, dass C21 seinen Effekt auf die Triglyzeride in
den AT2R-KO Tieren erneut verlor.

3.5.2 Leber

Zur weiteren Charakterisierung des Lipidstoffwechsels wurden die Lebern der Versuchstiere
auf TG-Einlagerungen Uberprift. TG-Einlagerungen treten sehr hdufig im Zusammenhang mit

IR und Adipositas in Form der nichtalkoholischen Steatosis hepatis auf'™®.
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3.5.2.1 Histologie: Hamatoxyllin-Eosin Farbung

Die Lebern der Versuchstiere wurden, wie in 2.2.11.1 beschrieben, dehydriert, in Paraffin
eingebettet und fur die Farbung geschnitten. AnschlieBend wurden die Leberschnitte mit
Héamatoxyllin und Eosin gefarbt (siehe 2.2.11.2).

Veh HF

Abb. 3.46 Hamatoxyllin-Eosin Farbung der Lebern
Die C21 Behandlung reduziert die hepatische Steatose.

Représentatives Bild aus n=3 pro Gruppe

Abb. 3.46 A zeigt die gesunde Leberzellstruktur. Aus dem Bild B wird deutlich, dass die HFD
zu einer moderat gesteigerten Fetteinlagerung in der Leber fuhrte. Die einstigen TG-
Einlagerungen sind durch die weiRen Fettvakuolen in den Hepatozyten zu erkennen. Das Bild
C zeigt, dass die C21-Behandlung zu einer Reduktion der TG-Einlagerungen zu flhren
scheint und dem morphologischen Erscheinungsbild der der LFD-Tiere dhnelt. Die Valsartan-
Behandlung (Bild D) wies keine Verbesserung der TG-Einlagerung auf und &hnelt der
Struktur der HFD Vehikel-Tiere.
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3.5.2.2 Quantifizierung

Zur Bestimmung der TG in den Lebern wurden diese, wie in 2.2.10 beschrieben, eingewogen
und die TG in eine lipophile Phase tberfuhrt. AnschlieBend wurden die TG kolorimetrisch
quantifiziert.
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Abb. 3.47 Leber Triglyzeridgehalt
Keine signifikanten Effekte der Behandlungen auf die Leber Triglyzeride.
n=7-9 pro Gruppe

Abb. 3.47 zeigt, dass keine der Behandlungen einen signifikanten Effekt auf den
Leber-TG-Gehalt besall, wenngleich die Reduktion durch C21 von 100% auf 65,45+28,19%
knapp nicht signifikant war und somit mit der morphologischen der Reduktion der
Fettvakuolen aus 3.5.2.1 korrespondiert. Ebenfalls vergleichbar ist die morphologische
Struktur der Valsartan-Gruppe mit dem tendenziell erhéhten TG-Gehalt.

Zusammenfassung in-vivo

Zusammenfassend konnte erstmalig gezeigt werden, dass die spezifische AT2R-Stimulation
mit C21 zu einer Verbesserung des Glukosestoffwechsels flhrte. Gleichzeitig fuhrte die
AT2R-Aktivierung zu einer positiven Regulation von Adipozytokinen und anti-
inflammatorischen Effekten sowohl systemisch als auch lokal im Fettgewebe. Dartiber hinaus

fihrte die C21 Behandlung zur positiven Inkretin-Regulation mit reduzierten Serum-TG.
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4 Diskussion

4.1 In-vitro

Anhand von in-vitro Experimenten wurde an verschiedenen Zelltypen der inflammatorische

und metabolische Einfluss durch C21 untersucht.

4.1.1 AT2R-Aktivierung fuhrt zur Anti-Inflammation mit Modulation der
Adipozytokin-Expression in 3T3-L1 Adipozyten

Die 3T3-L1 Zelllinie stellt hierbei ein ideales in-vitro Modell zur Untersuchung von
Adipozytenfunktionen dar, da die Zellen im differenzierten Zustand vergleichbare
Charakteristika sowie morphologische und biochemische Eigenschaften zu tierischem
Fettgewebe aufweisen'’”. Fiir die Zellen konnte zudem das Vorhandensein eines funktionellen
lokalen RAS nachgewiesen werden. So produzieren 3T3-L1 Adipozyten alle essentiellen
Peptide des RAS wie AGT, ANG I, AT1R und AT2R®1"° Die AT2R-Expression wurde
zudem nochmals auf Transkriptionsebene bestétigt, was eine wichtige Voraussetzung fur die
AT2R-vermittelten Effekte der Substanz C21 in diesem Zellmodell darstellt. Die Behandlung
von 3T3-L1 Adipozyten mit TNF-a. stellt zudem ein etabliertes Modell zur Induktion von in-

vitro Inflammation und IR dar®.

Die Transkription von IL-6 wurde hierbei als Leitzytokin angenommen, da diesem Zytokin
eine entscheidende Rolle in der TNF-a induzierten IR in 3T3-L1 Adipozyten zugeschrieben
wird'®!. Die optimale anti-inflammatorische Konzentration von C21 in diesem TNF-a
Inflammationsmodell und der IL-6 Transkription wurde bei 1 M identifiziert. Dies entspricht
der Konzentration, die Rompe et al. ebenfalls als optimal anti-inflammatorische in-vitro
Konzentration fur die Regulation diverser inflammatorischer Marker in dermalen Fibroblasten
bestimmen konnten*®. Die schon in anderen Zellmodellen gezeigte anti-inflammatorische
Potenz von C21'%"%13% konnte in der vorliegenden Arbeit auf die TNF-o induzierte 1L-6
Produktion bestatigt werden (siehe 3.1.1). Ein Hinweis auf die Spezifitat konnte durch

Ausbleiben der Effekte unter AT2R-Blockade erbracht werden.
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Zur weiteren mechanistischen Aufklarung und metabolischen Charakterisierung der
Adipozyten wurden Adipozytokine untersucht. Im Jahr 2005 machten Clasen et al. aus
unserer Arbeitsgruppe die Beobachtung, dass sowohl die indirekte AT2R-Aktivierung durch
die Behandlung von 3T3-L1 Adipozyten mit dem ARB Irbesartan und ANG Il als auch die
direkte AT2R-Aktivierung mit dem Peptid CGP-42112A zu einer Induktion der Adiponektin-
Expression fithrte'™. Im vorliegenden Zellmodell fiihrte die 24-stiindige TNF-o Behandlung
zu einer hochsignifikanten Reduktion der Adiponektin mRNA-Expression (siehe 3.1.1.1).
Mehrere Studien beschreiben diesen Effekt in diesem Zelltyp. So fuhren sowohl TNF-a als
auch das induzierte IL-6 zu einer Reduktion der Adiponektin-mRNA. Die Reduktion durch
das IL-6 beruht wahrscheinlich auf der Aktivierung von MAPK®> Ein weitere Studie
beschreibt eine direkte Inhibierung der Adiponektin-Promoteraktivitat in diesem Zelltyp
durch TNF-a®.

Die parallele AT2R-Stimulation mit C21 fuhrte auf der Transkriptionsebene zu keinem
Effekt. Ahnliche Beobachtung haben Clasen et al. in ihren Versuchen ebenfalls gemacht. So
fihrte weder die Behandlung mit Irbesartan bzw. Telmisartan noch die Stimulation mit dem
vollen PPARy-Agonisten Pioglitazon in 3T3-L1 Adipozyten zu einer Regulation der
Adiponektin mRNA-Expression'™. In der vorliegenden Arbeit zeigte sowohl der Western
Blot als auch die Quantifizierung des Zelluberstandes (ELISA) korrelierend mit der mRNA-
Expression eine starke Reduktion des Adiponektins durch TNF-o Behandlung. Auf
Proteinebene hingegen fiihrte die AT2R-Aktivierung zu einer signifikanten Erhohung des
Adiponektins sowohl in der zelluldaren Expression als auch in der Freisetzung.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch in der oben beschriebenen Arbeit von Clasen et al.
gewonnen. Hier kam es zu einer klaren Induktion des Adiponektin-Proteins durch Irbesartan,
Telmisartan und Pioglitazon. Als Begriindung fir die Disparitdt zwischen mRNA- und
Proteinexpression wurde eine posttranskriptionale Modifikation des Proteins in Betracht
gezogen. Durch die Inhibierung der de-novo Proteinsynthese mit Cycloheximid konnte
gezeigt werden, dass die Degradation des Adiponektins durch Irbesartan-Stimulation
verzogert wurde. Des Weiteren konnte Adiponektin von Clasen et al. als Zielprotein fur die
Ubiquitinierung (iber das 26S Proteasom identifiziert werden'”. Uber den 26S Ubiquitin-
Proteasom Signalweg werden die meisten Proteine im Nukleus und Zytosol der Zelle
abgebaut’®. Eine Inhibierung des 26S Proteasoms mit MG132 und MG262 fiihrte in
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ahnlicher Dimension zu Erhaltung der Adiponektin-Level wie die Behandlung mit Irbesartan.
Der ARB hatte hierbei keinen Einfluss auf die Proteasom-Aktivitat, was einen Einfluss

oberhalb der Signalkaskade (Upstream) vermuten lasst'".

Auf der Basis dieser Beobachtungen kann man schlussfolgern, dass die ATR2-vermittelte
Adiponektin-Induktion der vorliegenden Arbeit moglicherweise ebenfalls auf einer
Stabilisierung und Verhinderung der Degradation des Proteins Uber den 26S-Proteasom

Komplexes beruht. Zudem bleibt der Schutz vor Degradation durch Blockade des AT2R aus.

Die anti-inflammatorischen Mechanismen des Adiponektins liegen wahrscheinlich in einer
direkten Hemmung der NF-xB Aktivitst® und Hemmung der endogenen TNF-a
Produktion'®. Weiterhin konnte in verschiedenen Zellmodellen gezeigt werden, dass
Adiponektin zur Induktion von IL-10 fuhrt®®®. Einhergehend mit der Stabilisierung bzw. der
Induktion der Adiponektin-Spiegel durch die AT2R-Aktivierung fiihrte die Behandlung der
3T3-L1 Adipozyten mit C21 in der vorliegenden Arbeit ebenfalls zu einer signifikanten
Induktion der basalen IL-10 mRNA-Expression (siehe 3.1.1). Durch direkte Inhibierung der
NF-kB Transkriptionsaktivitdt, namlich durch Hemmung von IKKs, und zusétzlicher
Bindungshemmung des NF-xB Komplexes an die DNA, verhindert IL-10 auch die
Transkription weiterer pro-inflammatorischer Gene'®’. Fir diesen Effekt wird zusatzlich
diskutiert, dass IL-10 direkt die Aktivitat der Tyrosin-Phosphatase SHP-1 erhéht und somit
die IKK-vermittelte Aktivierung von NF-kB durch Dephosphorylierung wieder aufhebt'®. So
konnte von Feuerer et al. in 3T3-L1 Adipozyten gezeigt werden, dass durch die Behandlung
von rekombinantem IL-10 die TNF-a induzierte Expression pro-inflammatorischer Zielgene
nahezu unterdriickt wurde®®. Auch die TNF-o induzierte und NF-kB vermittelte
Verminderung der insulinabhéngigen Tyrosin-Phosphorylierung des IRS bzw. verstérkte
alternative Serin 307-Phosphorylierung und damit verbundene Stérung des Insulin-
Signalweges konnte in der Arbeit Lumeng et al. durch die Behandlung mit IL-10 verbessert
werden. Durch eine verstarkte Aktivierung des PI3K-Signalweges wirkt IL-10 zusétzlich
positiv auf die Insulinempfindlichkeit. Die TNF-o bedingte GLUT-4 Expressionsminderung

wurde ebenfalls durch 1L-10 verbessert’®.
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4.1.2 AT2R-Aktivierung fihrt zur Anti-Inflammation in THP-1 Makrophagen

Fur das in-vitro Modell der Fettgewebsinflammation wurde im zweiten wichtigen Zelltyp die
AT2R-Aktivierung an THP-1 Makrophagen untersucht. Die Immunzellen sind besonders
geeignet, um RAS-abhangige Effekte zu untersuchen, da die differenzierten Makrophagen
ebenfalls alle wichtigen Komponenten des RAS (AGT, ACE, AGT, AT1R und AT2R)
produzieren. Es konnte sogar gezeigt werden, dass die Aktivitat der Enzyme des RAS sowie
die Expression von AT1R und AT2R wahrend der Differenzierung von Monozyten zu

Makrophagen stark zunimmt®®,

Die AT2R-Expression wurde in den THP-1 Zellen Uberpriift und bestétigt. Zur Induktion der
in-vitro Inflammation wurde LPS ausgewéhlt. Hierbei handelt es sich um einen weit
verbreiteten und sehr gut dokumentierten Induktor zur Untersuchung von inflammatorischen
Prozessen in THP-1 Makrophagen'®®*®. LPS fiihrt iiber TLR4-Rezeptoren zur Aktivierung
von IKK und damit konsekutiv zur Aktivierung von NF-kB und Transkription seiner
Zielgene™™ . Durch die Induktion mit LPS konnte die Expression der pro-inflammatorischen
Zytokine IL-6, MCP-1 und TNFa signifikant gesteigert werden, wobei durch direkte AT2R-
Aktivierung alle induzierten Spiegel wieder signifikant gesenkt werden konnten (siehe 3.1.2).

Dies konnte zusatzlich und spezifisch auf der Proteinebene fiir das IL-6 gezeigt werden.

4.1.3 Mechanismus der AT2R-vermittelten Anti-Inflammation

Die vorliegende Arbeit konnte erstmalig zeigen, dass die direkte AT2R-Aktivierung mit C21
in 3T3-L1 Adipozyten und THP-1 Makrophagen zu anti-inflammatorischen Effekten mit
einer positiven Verschiebung der Adipozytokin-Balance zwischen Adiponektin und Leptin
flhrt.

Die anti-inflammatorische Potenz der Substanz wurde zuvor schon an anderen Zellmodellen
gezeigt und untersucht. Rompe et al. hatten hierfiir mehrere Versuche zur mechanistischen
Aufklarung durchgefihrt. Wie in der Einleitung beschrieben, geht die Signaltransduktion des
AT2R mit der Aktivierung von Phosphatasen einher. Durch die spezifische Hemmung von
Serin/Threonin-Phosphatasen (z.B. PP2A) mit Okadasiure'® (OA) bzw. von Tyrosin-
Phosphatasen (z.B. SHP-1) mit Natriumorthovanadat'® (NazVO,) wurde die TNF-o

induzierte Reduktion der IL-6 Expression durch die Behandlung mit C21 wieder aufgehoben.
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Somit konnte gezeigt werden, dass C21 seine AT2R-vermittelten anti-inflammatorischen
Effekte verliert, sobald diese Phosphatasen gehemmt werden. Durch Inhibierung der
Phosphatasen konnen diese die Degradation durch Dephoshorylierung von IkB nicht mehr
verhindern. In der Folge kommt es zur Translokation des NF-kB Komplexes in den Nukleus.
Wie in der Einleitung beschrieben, konnten bereits Bedecs et al. (an murinen N1E-115
Neuroblastom-Zelleny und Wu et al. (an glatten GefaBmuskelzellen von Ratten) die Induktion

der SHP-1 durch AT2R-Stimulation als anti-inflammatorisches Enzym identifizieren™**%,

Die entscheidende AT2R-vermittelte Hemmung der NF-xB Aktivitdt wurde ferner durch
Rompe et al. belegt, die zeigten, dass die C21-Behandlung die Translokation der p50-UE des
NF-kB Komplexes in den Nukleus hemmt. Gleichzeitig konnte in der gleichen Arbeit gezeigt
werden, dass die NF-kB vermittelte 1L-6 Transkription durch Reduktion der Aktivitit des
IL-6 Promoters gesenkt wurde. Die Reduktion der Promoter-Aktivitat war in einer &hnlichen
Dimension wie der von Glukokortikoiden, hier Hydrokortison, zu beobachten'*°,
Glukokortikoide finden als sehr starke Antiphlogistika unter anderem bei ausgepréagten
inflammatorischen Indikationen ihren klinischen Einsatz. Ihre anti-inflammatorischen Effekte
sind groBtenteils auf eine Hemmung der NF-kB Aktivitat zurtickzuftihren'®*. Dartiber hinaus
beschreibt eine kirzlich veréffentliche Studie von Tadevosyan et al. anhand von isolierten
Kardiomyozyten aus Wistar-Ratten das VVorhandensein von nuklearen AT1R und AT2R mit

direktem Einfluss auf die Transkription von NF-iB"®,

Des Weiteren konnte von Rompe et al. der Arachidonsauremetabolit Epoxyeicosatriensaure
(EET) als second Messenger der anti-inflammatorischen Effekte von C21 mit konsekutiver
Hemmung von NF-kB in den Fibroblasten identifiziert werden™*°. Die ETT wurde bereits in

anderen Arbeiten als anti-inflammatorischer Metabolit**®

mit zusétzlichem positiven Effekt
auf die Insulinsensitivitat und Adiponektin-Produktion beschrieben'®’. Die ETT ist dariiber
hinaus Zielmetabolit neuer innovativer Arzneimittel, die sich zurzeit noch in der klinischen
Entwicklung befinden. Diese Inhibitoren der s-EH (soluble-Epoxid Hydrolase) verhindern
den Abbau der ETT und erhéhen somit deren systemische Konzentration'®. In einem
Mausmodell an adipdsen Mdausen konnte bereits die orale Gabe des selektiven sEH Inhibitors
AR9281 dosisabhédngig die Glukose-Toleranz verbessern. Derzeit befindet sich AR9281 in
der klinischen Phase Il fur inflammatorische Indikationen wie unter anderem auch fir

DMT2%,
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Die beobachteten Effekte sowohl auf die Produktion von IL-6, Adiponektin und Leptin in den
Adipozyten auch als auf die Produktion von IL-6, MCP-1 und TNF-a in den Makrophagen
der vorliegenden Arbeit sind aufgrund der oben beschriebenen Mechanismen erklarbar (siehe
Abb. 4.1). Im Mittelpunkt steht hierbei als ,,Downstream-Target™ die direkte bzw. indirekte
Inhibierung von NF-xB, welche neben der Reduktion der pro-inflammatorischen
Zytokinpiegel - einschliellich denen des Resistins - auch gleichzeitig die Induktion bzw.
Aufrechterhaltung der Adiponektinspiegel erklért. Zusatzlich wurde hierzu oben bereits die
posttranslationale Stabilisierung des Adiponektins durch die AT2R-Aktivierung diskutiert. In
beiden Zellentypen wurde zusétzlich eine AT2R-vermittelte erhohte mRNA-Expression von
IL-10 beobachtet. Wie oben erwéhnt, koénnte diese Beobachtung mit den erhdhten
Adiponektinspiegeln in Zusammenhang gebracht werden und die IL-10 resultierende
Hemmung von NF-kB kdnnte, zumindest teilweise, an den oben beschriebenen Effekten

beteiligt sein.
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Abb. 4.1 Arbeitsmodell fiir die Mechanismen der C21-vermittelten Anti-Inflammation
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4.1.4 C21-Effekte sind PPARy-unabhéngig

Thiazolidindione oder Glitazone werden zurzeit noch als orale Antidiabetika zur Behandlung
des T2DM als ,,Insulin Sensitizer eingesetzt. Trotz ihrer Wirksamkeit sind Glitazone seit
ihrer Einfilhrung stark umstritten®®. So bekam ihr erster Vertreter, das Troglitazon, in
Deutschland wegen starker Hepatotoxizitdt nie eine Zulassung. Auch die beiden
Nachfolgesubstanzen (Schrittinnovationen) werden aufgrund ihres unglnstigen Nutzen-
Risiko-Profils stark kritisiert. So darf Rosiglitazon (Avandia®) seit November 2010 aufgrund
einer Anordnung des Bundesinstituts fir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) wegen
nicht vertretbarer kardiovaskularer Risiken in Deutschland nicht mehr vertrieben werden®”.
Auch fir Pioglitazon (Actos®), fiir das kirzlich ein erhohtes Risiko fir die Entwicklung von

Blasentumoren gezeigt werden konnte®®?

, empfiehlt das BfArM den Medizinern keine
Patienten mehr auf das Arzneimittel einzustellen. Dies kdnnte das Ende der Ara der Glitazone

bedeuten®®,

Glitazone fordern als volle Agonisten am PPARYy die Adipozytendifferenzierung (siehe 1.6.4).
Des Weiteren fiihrt eine PPARy-Aktivierung zu anti-inflammatorischen Effekten. Neben einer
Reduktion von TNF-o, Leptin und Resistin kommt es gleichzeitig zur Induktion von

154,155

Adiponektin mit weiterer Steigerung der Insulinsensitivitat . Wie bereits erwahnt,

konnten unter anderen Schupp et al. aus unserer Arbeitsgruppe fur den AT1R-Blocker

Telmisartan beschreiben, dass dieser pleiotrop und partiell den PPARy aktiviert?®#®,

Die AT2R-vermittelten anti-inflammatorischen Effekte in den 3T3-L1 Adipozyten und
THP-1 Makrophagen einschlieBlich der Regulationen der Adipozytokine der vorliegenden
Arbeit waren somit mechanistisch ebenfalls, zumindest teilweise, in einer pleiotropen PPARY-
Aktivierung zu begrinden. Insbesondere beim Adiponektin handelt es sich um ein klassisches
Ziel-Gen des PPARY®.

Beim Differenzierungsversuch (siehe 3.1.3) mit anschlieRender Ol-Rot O Farbung handelt es
sich um ein etabliertes Modell zur Uberpriifung auf PPARy-Aktivitat'®®. Der volle PPARy-
Agonist Pioglitazon fiihrte, wie erwartet?®, zur vollstindigen Differenzierung der
Praadipozyten zu Adipozyten, wohingegen die AT2R-Aktivierung mit C21 in der in-vitro

eingesetzten Konzentration keine adipogene Wirkung aufwies. Bestatigt werden konnte diese
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Beobachtung ebenfalls durch das PPARy-LBD Reporterassay, in welchem nur der

Vollagonist Pioglitazon, wie erwartet’®*

, ZU einer Aktivierung der LBD fuhrte.
Aufgrund dieser Beobachtungen ist eine direkte PPARy-Aktivierung durch C21 in der
verwendeten Konzentration von 1 uM unwahrscheinlich. Die oben beobachteten Effekte der

AT2R-Aktivierung scheinen also PPARy-unabhangig zu sein.

4.2 In-vivo

Beim DIO-Modell der Maus handelt es sich um eine etablierte Methode zur Induktion von
fettleibigkeitsbedingter IR und Glukoseintoleranz in-vivo'™®. Die AT2R-KO Tiere dienten
hierbei als Referenz fur die Spezifitat der Substanz C21. Als anti-inflammatorische Positiv-
Kontrolle wurde der ARB Valsartan eingesetzt, fir den zusatzlich gezeigt werden konnte,
dass er den Glukosemetabolismus in-vitro und in-vivo verbessern konnte®”’. Des Weiteren
besitzt Valsartan, wie C21, keine pleiotrope PPARy-Aktivitat und ist daher besonders

geeignet um RAS-spezifische Effekte zu untersuchen®®.

4.2.1 AT2R wirkt modulatorisch auf den Blutdruck

Valsartan fiihrte in der verwendeten Dosierung von 3 mg/kg KG in den Méausen zu einer
erwarteten Absenkung des Blutdrucks®®®. Zur Abgrenzung metabolischer Blutdruckeffekte
wurde Hydralazin eingesetzt. Die Substanz senkt RAS-unabhangig den Blutdruck und gehort
in die Gruppe der peripheren Vasodilatatoren, wobei der Wirkungsmechanismus bis heute
nicht vollstandig aufgeklart ist. Vermutet wird die Reduktion von intrazellularem Kalzium
und eine cGMP-abhangige Relaxation von glatten GefaBmuskelzellen®®. Wichtig fir die
Blutdruck-Kontrolle Hydralazin war es, dass die Blutdrucksenkung in der gleichen
Dimension wie die von Valsartan vorlag (siehe 3.2.2).

Wie in der nicht-invasiven Blutdruckmessung bestimmt werden konnte, fiihrte die HFD in
den WT-Tieren zu einer hochsignifikanten Erhéhung des systolischen Blutdrucks. Eine
mogliche Ursache hierfiir konnten die in der Einleitung beschriebenen Mechanismen
bezlglich der Gewichtszunahme und des Blutdrucks darstellen (siehe 1.6.1). Durch Zunahme
an Korpergewicht mit VergroRerung der Fettmasse konnte die Aktivierung des SNS und des
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RAS aus der vermehrten Produktion an Leptin und Ang Il aus dem Fettgewebe
resultieren'**9?!° Djese Assoziation zwischen Adipositas und erhéhtem Blutdruck konnte

162 als auch an der Ratte®'!

ebenfalls in verschiedenen DIO-Tiermodellen sowohl an der Maus
beobachtet werden, wobei sich die Modelle teilweise in der Bestimmungsmethode des
Blutdrucks und Futterzusammensetzung von der vorliegenden Arbeit unterscheiden. In der
Arbeit von Yvan-Charvet et al. wurde der Blutdruck der C56BI-6 Méause ebenfalls mit der
nicht-invasiven ,,Tail-cuff** Methode bestimmt, wobei das HFD-Futter nur einen Rohfettanteil
von ca. 25% (vs. 35% der vorliegenden Arbeit) besaR*®?. Bei der Arbeit von Barnes et al.
wurde der Blutdruck von Wistar-Ratten unter Andsthesie invasiv mit einem Katheter in der

Arteria femoralis bestimmt?'*.

Die Behandlung mit C21 fihrte in der vorliegenden Arbeit zu einer leichten, aber
signifikanten Senkung des Blutdrucks. In der Einleitung wurde der Einfluss des AT2R auf die
NO/cGMP-vermittelten Natriurese und Vasodilatation eingegangen'®®*%. So beschreibt eine
Studie von Wan et al. an spontaneously hypertensive rats (SHR) eine signifikante
Blutdrucksenkung durch C21-Behandlung*®®. Dem gegeniiber konnte in anderen Versuchen
an Ratten kein signifikanter Einfluss auf den Blutdruck durch die Behandlungen mit C21 bzw.
CGP-42112A identifiziert werden, wobei in allen Studien reduzierende Tendenzen durch die
AT2R-Aktivierung zu verzeichnen waren*®" 22 Unterschiede zum vorliegenden Modell
lagen hierbei teilweise sowohl in der Bestimmungsmethode des Blutdrucks als auch in der

Behandlungsdauer.

Eine Metaanalyse aus dem Lancet Journal ergab, dass allein die Senkung des systolischen
Blutdrucks um 2 mmHg in Patienten mittleren Alters das Mortalitétsrisiko durch Apoplex um
10% und das Auftreten kardiovaskularer Ischamien um 7% verringert*®. Die leichte Senkung
des Blutdrucks durch C21 um etwa 7 mmHg in Mausen wére somit hochstwahrscheinlich als
Klinisch signifikant einzustufen. Eine weitere Erklarung fur den moderaten Einfluss auf den
Blutdruck konnte der in 4.1.3 beschriebene AT2R-vermittelte Einfluss auf die Induktion der
EET liefern. So fuhrte in einem Tierversuch von Imig et al. die Behandlung von Ratten mit
dem Epoxid-Hydrolase-Inhibitor AR9281 zu einer signifikanten Senkung des systolischen
Blutdrucks*,
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Bei den AT2R-KO Tieren war der Einfluss von C21 auf den Blutdruck aufgehoben und das
Ausmal} der Blutdrucksenkung durch Valsartan war stark reduziert. In einer Studie von
Siragy et al. wiesen AT2R-KO Mause einen leicht erhohten Blutdruck verbunden mit einer
verminderten Natriumausscheidung im Vergleich zu ihren WT-Tieren auf?®®. Infundiert man
diesen Mausen Ang Il so ist der Blutdruckanstieg deutlich ausgepragter als in den
entsprechenden WT-Tieren'®. Demgegeniiber beobachtet Yvan-Charvet et al. in seinem
Tiermodell, dass der HFD-induzierte Anstieg des systolischen Blutdrucks in AT2R-KO

Mausen ausbliebt'®?

, was eine blutdrucksteigernde Eigenschaft des AT2R bedeuten wirde.
Die vermutete modulatorische Eigenschaft des AT2R auf den Blutdruck, wie in der

Einleitung beschrieben, konnte somit im vorliegenden Tiermodell bestatigt werden.

4.2.2 AT2R-Aktivierung verbessert Glukose-Toleranz und Insulin-Sensitivitat

Sowohl im GTT als auch im ITT konnte gezeigt werden, dass die HFD zu einer signifikanten
Verbesserung der Glukoseintoleranz und IR fiihrte. Dies stellte eine wichtige Voraussetzung
fur die metabolische Untersuchung im DIO-Modell dar. Sowohl die Behandlungen mit C21
und Valsartan als auch die Kombination beider Substanzen fiihrten zu einer signifikanten
Verbesserung der Glukosetoleranz (siehe 3.3.1). Die Kombination aus C21/Valsartan flihrte
zu einer hoheren Signifikanz in der Verbesserung der Glukosetoleranz im Vergleich zu den
Mono-Behandlungen. AusmaR und Effekt der Doppelintervention in das RAS waren im
Vergleich zu den Mono-Behandlungen jedoch relativ gering. Somit weist die
Doppelintervention  wahrscheinlich  keinen  synergistischen Effekt gegentiber den
Einzelbehandlungen beziglich der Glukosetoleranz auf. Der periphere Vasodilatator
Hydralazin hatte zwar einen tendenziellen, aber nicht signifikanten Einfluss auf die
Glukosetoleranz. Die Spezifitat der Effekte konnte in den AT2R-KO Mausen bestatigt
werden. Interessanterweise verliert auch Valsartan seinen Effekt in den KO-Tieren. Somit
scheint der AT2R - moglicherweise durch indirekte Aktivierung™® - an den Effekten des
ARBs beteiligt zu sein.

Die periphere Insulin-Sensitivitdt im ITT wurde hingegen nur in der mit C21 behandelten
Gruppe verbessert (sieche 3.3.2). Durch den AT2R-Agonismus konnte die
Insulinempfindlichkeit auf anndhernd physiologisches Niveau der LFD Kontroll-Tiere

verbessert werden. Basierend auf einer anderen Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe
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von Schupp et al. kdnnte das Ausmal des Effektes auf die Insulinempfindlichkeit von C21

sogar mit dem des oralen Antidiabetikums Pioglitazon verglichen werden*®®,

Die Arbeit Yvan-Charvet et al. beschreibt auch hier kontréres zur vorliegenden Arbeit. Hier
wiesen adipose AT2R-KO Maduse im DIO-Modell jeweils eine verbesserte Glukose-Toleranz
als auch eine erhohte Insulin-Sensitivitdt im Vergleich zu den WT-Tieren auf'®?. Auf

mdogliche Ursachen fir diese gegenteiligen Effekte wird in 4.2.9 genauer eingegangen.

Die Valsartan-Behandlung fuhrte zu keiner Verbesserung der Insulinempfindlichkeit.
Ahnliche Resultate wurden kiirzlich von Cole et al. erzielt. Dort wurde beschrieben, dass
Valsartan im Hochfett-Modell an Mausen zwar die Glukosetoleranz verbessern konnte, dabei

R%. Eine

jedoch keinen signifikanten Effekt auf die periphere Insulinsensitivitdt besa
mogliche Erklarung hierflr liefert der Autor, indem er eine direkte glukose-induzierte
Steigerung der pankreatischen Insulinproduktion durch die Valsartan-Behandlung zeigen
konnte. In der Kombinationsgruppe wird der positive Effekt von C21 durch Valsartan wieder
aufgehoben. Anscheinend hat die AT1R-Blockade durch Valsartan im vorliegenden Modell
einen negativen Einfluss auf die periphere Insulinantwort. Denkbar ware ein funktioneller
bzw. physiologischer Antagonismus® auf die Insulin-Signaltransduktion der peripheren

Organe (siehe 1.4.6.3).

Insgesamt flhrte der AT2R-Agonismus mit der Substanz C21 in insulinresistenten und
glukoseintoleranten adipdsen Mausen - jeweils unter Ausbleiben der Effekte in den AT2R-
KO Tieren - zu einer signifikanten Verbesserung der Insulinempfindlichkeit und
Glukosetoleranz. Die Effekte der AT1R-Blockade schienen in einer indirekten AT2R-
Aktivierung bedingt zu sein. Gleichzeitig schienen dabei die AT2R-vermittelten Effekte
weitestgehend blutdruckunabhangig zu sein, denn Hydralazin hatte keine signifikanten
Effekte, weder im GTT noch im ITT.

4.2.3 ATZ2R reguliert das Kdpergewicht

Wiéhrend der Futterungsphase (siehe 3.2.1) wiesen die HFD-gefutterten AT2R-KO Tiere nach
ungeféhr sechs Wochen ein signifikant erhohtes Korpergewicht im Vergleich zu den HFD
WT-Tieren auf. Dabei konnte kein Unterschied in der Futteraufnahme bzw. Kalorienzufuhr

zwischen den Genotypen festgestellt werden. Auch bei der Untersuchung der
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Korperzusammensetzung konnte bei den AT2R-KO Tieren nur ein tendenziell erhéhter
Korperfettanteil sowie eine tendenziell erhohte fettfreie Masse ermittelt werden.
Signifikanzen zwischen den Fettkompartimenten wurden ebenfalls nicht erreicht. Das
Nichtuberschreiten der Signifikanzschwellen kdnnte darin begriindet liegen, dass wahrend der
Futterungsphase alle Kérpergewichte der AT2R-KO Tiere (n=30) fiir den Phantotypvergleich
zu den HFD WT-Tieren (n=50) bertcksichtigt wurden. Nach Aufteilung in die Subgruppen
wurden dahingegen jeweils n=10 Tiere der jeweiligen Behandlungsgruppe untersucht.
Gleiches ware auch fur die C21-Behandlungsgruppe denkbar, in welcher ebenfalls kein
signifikanter Einfluss auf das Korpergewicht ermittelt werden konnte. Schupp et al. aus
unserer Arbeitsgruppe konnten in einem &hnlichen DIO-Modell an M&usen zeigen, dass der
ARB Telmisartan - neben einer Verbesserung der Glukosetoleranz und Insulinempfindlichkeit
- zu einer signifikanten Reduktion des Kdrpergewichtes der Versuchstiere fiihrte. Dies konnte
auf eine signifikant reduzierte Korperfettmasse zuriickgefiihrt werden'®. Hierbei ist noch
nicht abschlieRend geklart, ob die Effekte in der pleiotropen PPARy-Aktivierung oder in der
AT1R-Blockade bzw. indirekten AT2R-Aktivierung begriindet liegen.

Absolut Gegenteiliges wird erneut in der Arbeit von Yvan-Charvet et al beobachtet, in
welcher die AT2R-KO Mause nach etwa acht Wochen HFD ein signifikant reduziertes
Kdrpergewicht bei gleichzeitig signifikant reduzierter gonadalen Fettmasse im Vergleich zu
den WT-Tieren aufwiesen. Dabei konnte bei den AT2R-KO Mausen eine reduzierte

Futteraufnahme bzw. Kalorienzufuhr beobachtet werden*®? (siehe 4.2.9).

Abschlieend bleibt festzuhalten, dass der AT2R einen Einfluss auf das Kdrpergewicht zu
haben scheint. Hierbei sollten zukiinftige metabolische Studien diesen Effekt genauer
untersuchen, um die Rolle des AT2R in der Korpergewichtsregulation detailierter zu

charakterisieren.

4.2.4 AT2R-Stimulation fihrt zu positiver Adipozytokin-Regulation

Ausgehend von der objektiven Verbesserung der metabolischen Phanotypisierung und den
Erkenntnissen der in-vitro Experimente wurden gezielt Adipozytokine bestimmt (siehe 3.4.1).
Die Adiponektin-Serumspiegel waren in den C21-behandelten Tieren erhéht. Die AT1R-
Blockade erhohte die Spiegel nur tendenziell. In Ubereinstimmung mit den in-vitro Daten lag

keine erhdhte m-RNA Expression von Adiponektin im Fettgewebe der C21-behandelten Tiere
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vor. Im Western Blot des Fettgewebes hingegen war eine deutlich erhohte Adiponektin-
Menge im Vergleich zur HFD Vehikel-Gruppe zu erkennen. Somit konnte gezeigt werden,
dass die erhohten Serum Adiponektin-Spiegel vermutlich aus einer erhéhten Induktion im
Fettgewebe resultieren. Es ist also denkbar, dass die in-vivo Regulation des Adiponektins
ebenfalls auf einem posttranskriptionalen Mechanismus beruht. So wird beschrieben, dass die
Infusion von ANG Il in Ratten zu einer Reduktion der Adiponektin-Produktion flhrt, ohne
dabei die Transkription zu beeinflussen®®. Eine aktuelle Arbeit von Iwai et al. beschreibt
zudem, dass Mé&use mit einem AT2R-KO unter einer Hoch-Cholesterol-Didt zwar keine
Anderung der Adiponektin mRNA im Fettgewebe wohl aber reduzierte Plasmaspiegel
aufwiesen, was eine posttranskriptionale Rolle des AT2R nochmals unterstreichen wiirde®"’.
Die tendenziell erhohte mRNA-Expression des Adiponektins im Fettgewebe der mit
Valsartan-behandelten Tieren passt ebenfalls zu den leicht erhéhten Adiponektin-Mengen im
Western Blot bzw. zu tendenziell erhéhten Serumspiegeln dieser Gruppe. Die Tendenzen auf
die Adiponektin-Mengen konnten in der Kombination von indirekter AT2R-Aktivierung und
ATI1R-Blockade-vermittelter Inhibition von NF-kB mit positiver Folge auf die Adiponektin-

Transkription begriindet liegen®®.

Bestimmt wurde die Gesamt-Adiponektinmenge (30 kD) sowohl in-vitro als auch in-vivo. In
der Einleitung wurde auf die unterschiedlichen zirkulierenden Formen des Adiponektins
(LMW-, MMW- und HMW-Form) eingegangen, die durch Oligomerisierung entstehen.
Welche molekulare Form die grofite biologische Wirksamkeit besitzt, ist noch nicht
vollstandig geklart. So gibt es Vermutungen dariiber, dass nicht die absolute
Adiponektinmenge, sondern das Verhaltnis aus HMW- zur LMW-Fraktion entscheidend fur
die anti-inflammatorischen und Insulin-sensitivierenden Eigenschaften ist. Hierbei korreliert
die HMW-Form, als biologisch aktive Form, besserer mit der Insulinempfindlichkeit?*?%°.
Eine aktuelle Arbeit widerlegt diese Hypothese und zeigt auf, dass sowohl die HMW-Form
als auch die absolute Adiponektinmenge gleichermallen mit der Verbesserung der
Insulinempfindlichkeit ~korrelieren®*. Somit kann die Bestimmung des gesamten
Adiponektins in der vorliegenden Arbeit als Parameter fur die Verbesserung der
Insulinempfindlichkeit herangezogen werden. Fir Adiponektin ist dariber hinaus gezeigt
worden, dass es die Produktion von NO steigert, was zusatzlich die moderaten Effekte von

C21 auf den Blutdruck erklaren konnte?®.

112



Diskussion

Die Plasmaspiegel der pro-inflammatorischen Adipozytokine Leptin und Resistin konnten
ebenfalls durch die C21-Behandlung in den Tieren AT2R-spezifisch reduziert werden. Leptin
wurde durch die AT1R-Blockade tendenziell und Resistin signifikant reduziert. Beide Effekte
blieben in den AT2R-KO Tieren aus, was wiederum auf eine Beteiligung des AT2R durch
indirekte Aktivierung mittels Valsartan hindeutet. Im zentralen Nervensystem hemmt Leptin
den Appetit Uber die Regulation von Neuropeptid Y, Melanozyten stimulierende Hormon
(MSH) und Proopiomelanocortin (POMC). Wie in der Einleitung beschrieben, weisen adipdse
Menschen - entsprechend der erhéhten Fettmasse - sehr hohe Plasmaspiegel an Leptin auf,

ohne dabei die zu erwartenden anorektischen Begleiteffekte zu besitzen®.

Unter der Annahme, dass sich der Hauptwirkort fir den appetitreduzierenden Effekt zentral
im Hypothalamus befindet, koénnte somit die Wirkungsvermittlung in Folge eines
verminderten Ubertrittes durch die Blut-Hirn-Schranke gestort sein. Auch eine reduzierte
Signaltransduktion im Sinne einer zentralen Leptinresistenz wird diskutiert??. Somit ware
auch die periphere Leptinregulation ohne gréReren Einfluss auf das Futterverhalten zu

erklaren, die in der vorliegenden Arbeit beschrieben wurde.

4.2.5 AT2R-Stimulation reguliert die Inkretine GLP-1 und GIP

GLP-1 (Glucagon like peptide 1) wird in den L-Zellen und GIP (Glucose-dependent
insulinotropic peptide ) in den K-Zellen des Dinndarms synthetisiert und dort granulér
gespeichert. Nach Glukoseaufnahme werden diese exozytotisch freigesetzt. Beide Inkretine
fihren zur Verstarkung der Insulinsekretion aus [-Zellen bzw. zur Senkung der
Glucagonproduktion der a-Zellen des Pankreas®. Fiir das GLP-1 werden zusatzliche Effekte
wie die Senkung der TG und FFS, der Reduzierung des Hungergefihls und der Steigerung der
Insulinsensitivitat angenommen?**. Beide Inkretine werden relativ rasch, im Minutenbereich,
durch das Enzym Dipeptyl-Peptidase-4 (DPP-4) abgebaut. Patienten mit T2DM haben
reduzierte Inkretin-Effekte bzw. Stérungen der Inkretin-Sekretion?®.

Seit 2007 ist das GLP-1 Mimetikum Exenatide zur Injektion (Byetta®, nur in Kombination
mit Metformin oder Sulfonylharnstoff) und die beiden oralen DPP-4-Inhibitoren Sitagliptin
(Januvia®, Xelevia®) und Vildagliptin (Galvus®) in der EU zur Behandlung des T2DM
zugelassen. Hinzu kamen 2009 der DPP-4 Inhibitor Saxagliptin (Onglyza®) und Liraglutid

113


http://www.rote-liste.de/Online/gliederung/12/B/1/2/3/p_22479/viewPraeparat

Diskussion

als Inkretin-Mimetikum (Victoza®). Die Arzneimittel sind im Allgemeinen gut vertraglich
und weisen bezlglich Hypoglykdmien bzw. der Entwicklung von iatrogener
Gewichtszunahme ein gunstigeres Nebenwirkungsprofil auf als Glinide, Sulfonylharnstoffe

und Glitazone?®.

In der vorliegenden Arbeit konnten die Serumspiegel von GLP-1 und GIP durch
C21-Behandlung WT-spezifisch und signifikant gegenlber der Vehikel HFD-Gruppe
angehoben werden (siehe 3.4.2). Die reine AT1R-Blockade hatte dabei keinen Einfluss auf
die Inkretin-Regulation. Gleichzeitig findet man in der Literatur Hinweise auf das
Vorhandensein einer GLP-1R / AT1R-Achse, welche einen direkten Einfluss auf die
pankreatische B-Zellfunktion ausiibt?®’. Die genauen Mechanismen dieser Interaktion sind

allerdings bis heute unbekannt.

Uber einen Zusammenhang des AT2R und der Inkretin-Regulation ist bisher ebenfalls relativ
wenig bekannt. Eine Arbeit von Kim Chung et al. beschreibt, dass die Behandlung von 3T3-
L1 Zellen mit dem GLP-1 Agonist Exendin-4 zu einer Erhéhung der Adiponektin-mRNA und
-Freisetzung flhrte. AuBerdem wurde die Reduktion der IL-6 und MCP-1 mRNA-EXxpression

beobachet??

. In-vivo konnte kirzlich in einer anderen Arbeit eine konzentrationsabhange
Induktion von Adiponektin bzw. Reduktion von Leptin-Plasmaspiegeln im DIO-Modell an
Mausen durch die Injektion des nicht-peptidischen GLP-1 Rezeptor Agonisten Boc5
beobachtet werden®®. Zudem gibt es eindeutige klinische Hinweise auf eine negative

Korrelation zwischen GLP-1 und Adipositas, T2DM sowie systemischer Inflammation®32%,

Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse kénnte somit ein Zusammenhang sowohl zwischen
den anti-inflammatorischen Effekten als auch der Regulation von Adiponektin bzw. Leptin

und der Inkretinregulation der vorliegenden Arbeit hergestellt werden.

4.2.6 AT2R-Aktivierung fuhrt zu lokaler und systemischer Anti-Inflammation

Die in den Zellmodellen gesammelten Ergebnisse zur anti-inflammatorischen Wirkung von
C21 konnten in-vivo bestatigt werden. Die Serumspiegel von IL-6 und TNF-a wurden durch
die selektive AT2R-Aktivierung jeweils auf das Niveau der LFD-Kontrolltiere gesenkt. Der
Effekt von C21 auf das IL-6 war hier nur als starker Trend zu beobachten (siehe 3.4.3). Hier
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konnte eine nicht optimale zeitliche Ausrichtung der Diat fur diesen Marker im Serum als
Ursache in Betracht gezogen werden, denn die HFD Vehikel-Tiere besal’en keine signifikant
erhdhten Spiegel an IL-6. Dieser Punkt wird abschlieend in der Kritik am Tiermodell und
der Ubertragbarkeit auf den Menschen (4.2.9) aufgegriffen. Ferner korrelieren CRP bzw. IL-6
Plasmaspiegel, wie in der Einleitung beschrieben, zwar mit der Vorhersagbarkeit der

Entwicklung eines T2DM***°

, sind aber nicht direkt geeignet, um die anti-inflammatorische
Potenz einer Substanz zu bewerten. Lokale Inflammationsprozesse, die bei der Adipositas in
den Organen wie Leber, Muskel und Fettgewebe stattfinden, korrelieren somit nicht zu jedem

23223 | okal im

Zeitpunkt der Pathophysiologie der IR mit zirkulierenden Parametern
Fettgewebe konnte jedoch eine AT2R-vermittelte Reduktion von IL-6 und TNF-o bestatigt
werden. Der starke anti-inflammatorische Effekt von Valsartan war auch hier in den AT2R-

KO Tieren géanzlich aufgehoben.

Auch andere Tierversuche an der Maus konnten dem AT2R anti-inflammatorische Effekte
nachweisen. Hu et al. beschrieben dies an einem Atherosklerose-Modell an LDLR-KO
Mausen. Die LDLR-KO Méuse, in denen mittels Injektion eines Adenovirus (AAV/AT2R)
der AT2R Uberexprimiert wurde, wiesen eine deutlich reduzierte Atherosgenese der GefaRe
mit geringerer Expression der extrazelluldren Superoxid-Dismutase (ecSOD) und anderen
Markern von oxidativem Stress auf?®*. Diese Effekte stehen in einem direkten Zusammenhang

mit einer verringerten NF-kB Aktivitat®.

In der Arbeit von Wu et al. wiesen AT2R-KO Mause in einem Modell der Manschetten-
induzierten Gefalverletzung hohere Expressionen der pro-inflammatorischen Marker MCP-1,
TNF-a, IL-1 und IL-6 - verbunden mit einer hoheren Infiltration von Makrophagen - im
Vergleich zu ihren WT-Tieren auf. Gleichzeitig war die reduzierte Neointima-Bildung und
Proliferation der glatten GefaRmuskelzellen durch die Behandlung mit Valsartan in den
AT2R-KO Mausen weniger ausgepragt®®®. Diese indirekte AT2R-Aktivierung, vermittelt
durch AT1-Blockade, konnte ebenfalls in einem Modell von Okada et al. beobachtet werden.
In einem Glomerulonephritis-Modell an SJL-Mdausen flihrte die Behandlung mit dem AT1R-
Blocker CGP-48933 zu einer signifikanten Reduktion der MCP-1 mRNA-Expression in den
Epithelzellen der Niere, wahrend dieser Effekt unter gleichzeitiger AT2R-Blockade durch
PD123319 wieder aufgehoben wurde®’.
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Ein weiteres Tiermodell mit transgenen Madausen von Benndorf et al. bestétigt die anti-
inflammatorische Eigenschaft des AT2R. Hier wiesen AT2R-KO Tiere nach renaler Ablation

erhohte Expressionen pro-inflammatorischer Marker in der Rest-Niere auf>®.

Dem gegenuber beschreibt eine andere Arbeit von Yvan-Charvet et al. erneut gegenteilige
Effekte. So zeigten transgene Mause, welche eine AGT-Uberesspression aufwiesen (OVEX-
Méause), erhohte mMRNA-Expressionen von TNF-a, IL-1p und IL-6 im gonadalen Fettgewebe
im Vergleich zu WT-Mausen. OVEX-Mause mit zusatzlichem AT2R-KO (KOVEX-Mause)
wiesen in ihrem Fettgewebe jeweils signifikant reduzierte Expressionen der pro-
inflammatorischen Marker im Vergleich zu den OVEX Méausen auf'®®. Die Ergebnisse dieser
Arbeit stehen somit im direkten Gegensatz sowohl zu den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit als auch zu den oben beschriebenen Modellen und weisen dem AT2R pro-

inflammatorische Eigenschaften zu.

Die in-vitro beobachtete Induktion von IL-10 der vorliegenden Arbeit konnte sowohl im
Serum als auch im Fettgewebe bestdtigt werden. Wie in 4.1.3 erldutert, konnte diese
Induktion mit der des Adiponektins in Zusammenhang gebracht werden und, zumindest
teilweise, an den anti-inflammatorischen Effekten beteiligt sein. Darlber hinaus kdnnte ein
Polarisationswechsel von M1 zu M2 Makrophagen durch das Adiponektin an den anti-
inflammatorischen Effekten beteiligt sein>®.

4.2.7 AT2R-Stimulation reduziert Triglyzeride

Die Serum-TG wurden WT-spezifisch durch den AT2R-Agonismus reduziert (siehe 3.5.1).
Dies ware zum einen mit der gezeigten Verbesserung der Insulinempfindlichkeit zu erklaren,
welche mit einer Steigerung der Aktivitdt des Transportproteins Carnitin-Palmitoyl-
Transferase 1 (CPT-1) und einer Verbesserung der mitochondrialen f-Oxidation und deren
Kapazitat mit der Folge der Senkung von TG-Spiegeln einhergeht*?*°. Des Weiteren konnte
in epidemiologischen Studien gezeigt werden, dass Adiponektin-Plasmaspiegel negativ mit
TG-Spiegeln korrelieren®®. Adiponektin senkt die Plasmaspiegel wahrscheinlich tber eine
erhbhte TG-Clearance durch Induktion der AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK) und
PPARa mit folgender Steigerung der B-Oxidation®**. So filhren ebenfalls orale Antidiabetika

wie Metformin und die Glitazone Uber eine Aktvierung der AMPK - in der Folge der
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Hemmung wichtiger Enzyme der TG-Synthese wie der Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) und
der HMG-CoA-Reduktase - zu einer Reduktion von TG**. Fiir Inkretine werden ebenfalls
TG-senkende Eigenschaften beschrieben, die wahrscheinlich in der Fahigkeit der erhéhten
TG-Speicherung des Fettgewebes begriindet liegen®®*. Eine Erklarung fir die beobachtete

Regulation des AT2R auf die Serum-TG konnte also in diesen Effekten begriindet liegen.

Die histologischen Untersuchungen der Leber zeigten reprasentativ in der C21-
Behandlungsgruppe eine leichte Reduktion der nahrungsbedingten Hepato-Steatose (siehe
3.5.2.1). Die quantifizierten TG zeigten hingegen nur eine tendenzielle Reduktion des
hepatischen TG-Gehaltes durch die Behandlung mit C21 (siehe 3.5.2.2). Signifikanz wurde
nicht erreicht. Somit ware wahrscheinlich nicht nur die erhdhte TG-Clearance der Leber allein

fiir die Senkung der Serum-TG verantwortlich.

Andereseits wurden fiir die histologischen Untersuchungen jeweils Leberabschnitte aus n=3
Tieren der jeweiligen Behandlungsgruppen untersucht. Zudem wurde fiir die Quantifizierung
des Leber TG-Gehaltes, wie in 2.2.10 beschrieben, nur 100 mg des gleichen Leberabschnittes
der Tiere untersucht. Unterschiedliche Fetteinlagerungsformen wie der schitter-
disseminierten oder zonalen Steatose sowie weitere Ubergangsformen wurden hierbei unter
Umstanden nicht reprasentativ erfasst®**®. Dies konnte eine Erklarung fiir die Disparitéten

liefern.

4.2.8 C21 und Selektivitat fir den AT2R

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte in-vitro Konzentration der Substanz C21 von
1 uM* sowie die in-vivo Dosierung von 0,3 mg/kg KG'% ist aus vorherigen Studien mit der
Substanz tbernommen worden. Die Selektivitat der Substanz wird, wie in 1.5.6 beschrieben,
mit einer Dissoziationskonstanten (Ki) von 0,4 nM fir den AT2R bzw. >10 uM fir den AT1R
beschrieben'?®, Somit besitzt die Substanz eine etwa 25.000-fach hohere Affinitat fir den
AT2R. Diese hohe Selektivitdt der Substanz wurde zudem kirzlich in weiteren
Bindungsstudien an AT1R- bzw. AT2R-transfizierten HEK-293 Zellen durch Bosnyak et al.
bestatigt’**. Ein Nachweis auf die AT2R-spezifischen Effekte durch die Substanz sollte durch
den in-vitro Einsatz des AT2R-Blockers PD123319 erbracht werden. Die Konzentration der

Substanz betrug 10 puM, welches ebenfalls der Literatur entnommen wurde*®.
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Der AT2R-Blocker besitzt ebenfalls eine relativ hohe Affinitat fir den AT2R (Ki von 12 nM
fur AT2R bzw. >100pM fiir den AT1R)™'. Der gezielte Einsatz von PD123319 fiihrte in den
3.1 beschriebenen Ergebnissen sowohl in den Adipozyten als auch in den Makrophagen zum
Ausbleiben der Effekte von C21. Des Weiteren dienten die AT2R-KO als in-vivo Referenz fiir
die Spezifitat der Substanz C21 fur den AT2R. Dabei fiihrte der Einsatz der Substanz C21 in
den KO-Tieren fortwahrend zum Ausbleiben der Effekte, die in den WT-Tieren zu

beobachten waren.

Aufgrund dieser Beobachtungen kann geschlossen werden, dass die Effekte der vorliegenden
Arbeit AT2R-spezfisch sind. Gleichzeitig konnten die in 1.5.6.1 beschriebenen Studien zur
Selektivitat der Substanz C21 flir den AT2R bestatigt werden. Trotz der eindeutigen
Datenlage zur Substanz kann hierbei ein pleiotroper Effekt nicht ganzlich ausgeschlossen

werden.

4.2.9 Limitierung des Tiermodells und Ubertragbarkeit auf den Menschen

Der Tierversuch der vorliegenden Arbeit dient der Untersuchung metabolischer Effekte nur
als Modell der hypothesengetriebenen Grundlagenforschung. Die zeitliche Koordination
spielt hierbei bei Stoffwechselprozessen eine wichtige Rolle. Einige Paramater in der
vorliegenden Arbeit wurden nicht so quantifiziert und bestimmt, wie dies in einem optimal
ausgelenkten Modell zu erwarten ist. Gleichzeitig kdnnen falsch positive Regulationen durch
Bias und anderen Faktoren nicht immer ausgeschlossen werden. Aufgrund von
interindividuellen Schwankungen und der limitierten Anzahl an Tieren sowie der Komplexitat
metabolischer Prozesse ist es zudem nicht immer mdglich, die gewonnenen Erkenntnisse auf
einen bestimmten Effekt herunter zu definieren. Auch der Vergleich zu anderen Zell- und
Tiermodellen ist daher mit einer gewissen Limitierung zu bewerten. Eine weitere Limitierung
fur den Vergleich zu anderen Modellen ist darin zu sehen, dass die vorliegende Arbeit
erstmalig die AT2R-Aktivierung durch den Einsatz der Substanz C21 in einem Diat-
induzierten Adipositas-Modell beschreibt.

In den Arbeiten von Yvan-Charvet et al. wurden zum Teil gegensatzliche Beobachtungen zur
vorliegenden Arbeit beziglich der Blutdruckregulation, der Glukose- und Insulintoleranz

162,163

sowie der Korpergewichtsregulation gemacht . Grinde hierfiir kdnnten, wie schon

angesprochen, in der unterschiedlichen Futterzusammensetzung der HFD liegen. Genaue
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Angaben zum Alter der M&use werden zudem auch nicht gemacht. Dariber hinaus gibt es
genetische Unterschiede zwischen den AT2R-KO Madusen aus der Arbeit von Yvan-
Charvet*® zu den AT2R-KO Méausen der vorliegenden Arbeit'®*. So werden beispielsweise
fur beide AT2R-KO-Modelle teilweise unterschiedliche phéanotypische Eigenschaften
beschrieben, die mdglicherweise entscheidend fiir diese kontraren Effekte sind*®. Auf der
anderen Seite lassen sich die meisten beobachteten Effekte der vorliegenden Arbeit sehr gut
mit dem Grofiteil der aktuellen wissenschaftlichen Datenlage zur Substanz C21 sowie zum

AT2R in Einklang bringen und sind zudem in sich konklusiv.

Weiterhin ist wichtig zu betonen, dass die beschriebenen Beobachtungen, die am Modell der
Maus gemacht wurden, unter Umsténden nicht in gleicher Form und gleichem Ausmal} auf
den Menschen Ubertragbar sind. Gleichzeitig zeigen aber beide Spezies bei kardiovaskularen
Erkrankungen und  Stoffwechselstorungen  wie Diabetes relativ  vergleichbare
Krankheitshilder**’. Zudem kann fiir etwa 99% der murinen Gene ein Homolog im humanen
Genom zugeordnet werden®*®. So findet man beispielsweise im Fettgewebe beider Spezies
vergleichbare Expressionsmuster an Zytokinen sowie morphologische und funktionelle
Gemeinsamkeiten®’"**%?° Auch weitere grundlegende Prozesse des Fett-, Leber-, Muskel-
und Glukosestoffwechsels sowie der Interaktion zwischen verschiedenen Organsystemen sind

an der Maus gut erarbeitet und lassen sich mit Limitierung auf den Menschen (ibertragen®*.
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4.3 Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit konnte erstmalig zeigen, dass die spezifische Aktivierung des AT2R
mit der Substanz C21 zur Verbesserung der Glukosetoleranz und Insulinempfindlichkeit in
adipdsen Mausen fiihrte. Als zentrale Effekte kdnnen hierbei die Reduktion der systemischen
und lokalen Inflammation im Fettgewebe sowie der gleichzeitigen Erhthung von Adiponektin
- Uber die oben diskutierten moglichen Mechanismen - angenommen werden (siehe Abb. 4.2).
Es bleibt zu erwahnen, dass die moglichen AT2R-abhangigen metabolischen Effekte und
Mechanismen in Zukunft noch genauer sowohl in-vitro als auch in-vivo untersucht und

charakterisiert werden mussen.

Arbeitsmodell:
Metabolische Effekte der direkten AT2R-Stimulation durch C21
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Abb. 4.2 Arbeitsmodell der hypothetischen in-vivo Regulation durch C21%**
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4.4 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten stark darauf hin, dass der AT2R eine wichtige
positive metabolische Funktion in der Pathophysiologie der IR einnimmt. Aufgrund der
vielversprechenden Datenlage der vorliegenden Arbeit kdnnten AT2R-Agonisten somit eine
wichtige Therapieoption zur Behandlung des MS, des T2DM sowie von Adipositas-
assoziierten Erkrankungen darstellen. Insbesondere durch die moderaten Blutdruck-Effekte
kdnnten sich AT2R-Agonisten von AT1R-Blockern bei bestimmten Indikationen abgrenzen.
Dabei sollten die zugrundeliegenden Mechanismen - insbesondere aufgrund der noch
teilweise kontraren Datenlage - weiter erforscht und die Wirksamkeit und Unbedenklichkeit
in klinischen Studien am Menschen bestatigt werden. Die Substanz C21 kénnte hierbei als

wichtige Leitstruktur in der Entwicklung zukinftiger AT2R-Agonisten dienen.
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5 Zusammenfassung

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) stellt eines der wichtigsten Systeme zur Regulation der
kardiovaskuldaren Homaoostase und des Blutdruckes des Korpers dar. Das Angiotensin 11 (bt
dabei seine Effekte Uber zwei verschiedene Rezeptor-Subtypen, den AT1-Rezptor (AT1R)
und den AT2-Rezeptor (AT2R), aus. Die Rolle des ATI1R in der Entwicklung der
Insulinresistenz (IR) ist weitestgehend untersucht und es ist bekannt, dass AT1R-Blocker
(ARBs) die Glukoseintoleranz und Insulinempfindlichkeit verbessern. Einige ARBs sind
zusétzlich in der Lage, partiell den Peroxisom-Proliferator-Aktivierten-Rezeptor-y (PPARY)
zu aktivieren, was zusétzliche deren anti-inflammatorische Eigenschaften erkldaren konnte.
Uber die metabolische Rolle des AT2R ist relativ wenig bekannt, wobei diese zudem
teilweise kontrar diskutiert wird. Die vorliegende Arbeit soll daher die funktionelle
Signifikanz des AT2R in der Entwicklung der IR und der Fettgewebsinflammation aufklaren.
Hierflr wurde der erste nicht-peptidische AT2R-Agonist Compound 21 (C21) bei in-vitro
Zellmodellen mit 3T3-L1 Adipozyten und THP-1 Makrophagen sowie bei einem Didt-
induzierten Adipositas (DIO)-Modell der Maus eingesetzt.

Die AT2R-Stimulation mit C21 (1 uM) reduzierte signifikant die TNF-o induzierte in-vitro
Inflammation durch die Reduktion des IL-6 Proteins in differenzierten Adipozyten.
Ausserdem wurde die Adiponektin Protein-Expression durch TNF-a Behandlung signifikant
reduziert, wéahrend die Parallelbehandlung mit C21 die Spiegel des anti-inflammatorischen
Adiponektins teilweise wiederherstellte. Die Effekte waren AT2R-spezifisch, da die Blockade
des AT2R mit dem AT2R-Blocker PD123319 zum Verlust der C21-Effekte fiihrte. Weiterhin
fuhrte die C21-Behandlung zu einer signifikanten Reduktion der basalen pro-
inflammatorischen Leptin-Produktion sowie zu einer erhghten anti-inflammatorischen IL-10
MRNA-Expression. Dabei besall C21 (0,1 bis 1 uM) keinen Einfluss auf die PPARy-Aktivitat

und induzierte folglich auch nicht die Adipozytendifferenzierung.

Die THP-1 Makrophagen wurden fir die in-vitro Inflammation mit LPS behandelt. Dabei
flhrte die Parallelbehandlung mit C21 zu einer signifikanten Reduktion von IL-6. Der Effekt
blieb unter AT2-Blockade mit PD123319 aus. Weiterhin erhohte C21 das basale IL-10 und
reduzierte die LPS-induzierte MCP-1 mRNA-Expression.
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Fur das DIO-Modell wurden Wild-Typ (WT; C57BI-6) und AT2R-Knockout (AT2R-KO)
Méause entweder mit einer Hochfett-Diat (HFD) oder einer Kontroll-Niedrigfett-Diat (LFD)
(60% kcal aus Fett bzw. 10% kcal aus Fett) zur Induktion einer Adipositas und metabolischer
Veranderungen tber 10 Wochen gefiittert. AnschlieRend wurden die Tiere (n=10 pro Gruppe)
nach folgendem Protokoll zusatzlich zur Didat tiber 4 Wochen behandelt: Der AT2R-Agonist
C21 (0,3 mg/kg KG i.p.), der ARB Valsartan (3 mg/kg KG i.p.), die Kombination C21 /
Valsartan (0,3 / 3 mg/kg KG i.p.), das Antihypertonikum Hydralazin (250 mg/L im
Trinkwasser) oder Vehikel. Die Glukosetoleranz (GT) und Insulinempfindlichkeit (I1S) wurde
mit Standard-GTTs und -ITTs bestimmt.

Die HFD reduzierte signifikant die GT und IS, wobei diese jeweils durch die C21-
Behandlung signifikant verbessert werden konnten. Die GT wurde ebenfalls durch die
Valsartan-Behandlung verbessert. Des Weiteren fihrte die C21-Behandlung zu einer
signifikanten Reduktion von TNF-a, Resistin und der Triglyzeride im Serum sowie zu einer
Erh6hung der insulin-sensitivierenden Inkretine GLP-1 und GIP. In Ubereinstimmung mit
den in-vitro Ergebnissen wurden ebenfalls die Adiponektin und IL-10 Serumspiegel durch
C21-Behandlung jeweils signifikant erhdht bzw. die Leptin-Spiegel signifikant reduziert.
Dabei waren die Effekte AT2R-spezifisch, denn alle Effekte konnten nicht in den AT2R-KO
Mausen beobachtet werden. Die anti-inflammatorischen Effekte von C21 konnten zudem
lokal im Fettgewebe der Mé&use bestétig werden.

C21 reduzierte leicht und Valsartan stark den Blutdruck der HFD-Gruppen, wahrend die
Effekte in den AT2R-Tieren abgeschwécht waren. Die metabolischen Effekte schienen dabei

Blutdruck-unabhéngig zu sein, wie durch die Hydralazin-Kontrolle ermittelt werden konnte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen auf, dass die selektive und direkte AT2R-
Stimulation zu anti-inflammatorischen Effekten sowie zu einer positiven Modulation von
metabolischen Parametern sowohl im DIO-Modell an Mdusen als auch in entsprechenden in-
vitro Experimenten an Adipozyten und Makrophagen fihrte. Demnach deuten diese
Ergebnisse sehr stark darauf hin, dass der AT2R eine wichtige positive metabolische Funktion
ausubt und ein maogliches pharmakologisches Ziel fur die Behandlung von Adipositas-
induzierten Erkrankungen darstellen kénnte. Hierflir konnten AT2R-Agonisten in Zukunft

eine Therapieoption bieten.
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6 Summary

The renin-angiotensin-system (RAS) is one oft the most important regulator of cardiovascular
homeostasis and blood pressure in the body. Angiotensin Il exerts its effects through two
different receptor subtypes: the AT1-receptor (AT1R) and the AT2-receptor (AT2R). The
functional role of the AT1R in the development of insulin-resistance (IR) is well understood
and it is known that AT1R-blockers (ARBs) improve glucose-intolerance and IR. Some of the
ARBs were shown to activate the peroxisome-proliferator-activated-receptor-y (PPARY)
partially, which may explain their anti-inflammatory properties. The metabolic contribution of
the AT2R is still not clear and in parts controversial. Thus, this study aimed to determine the
functional significance of the AT2R for the development of IR and adipose-tissue
inflammation using the first non-peptide AT2R-agonist Compound 21 (C21) in in-vitro cell-
models with 3T3-L1 adipocytes and THP-1 macrophages as well as in a diet-induced obesity

(DIO) mouse model.

AT2R-stimulation with C21 (1 pM) significantly reduced TNF-o induced in-vitro
inflammation by IL-6 protein-reduction in mature adipocytes. Anti-inflammatory adiponectin
protein-expression was strongly reduced in adipocytes by TNF-a treatment, but partly
restored by co-treatment with C21. These effects were due to specific AT2R-activation, since
treatment with the AT2R-antagonist PD123319 (10 uM) abolished the effect of C21.
Treatment with C21 also led to a significant reduction of basal pro-inflammatory leptin-
production and increased anti-inflammatory IL-10 mRNA-expression in adipocytes.
Importantly, C21 (0,1 to 1 puM) did not induce PPARy-activity and consequently did not

induce adipocyte differentiation.

THP-1 macrophages were treated with LPS for in-vitro inflammation. Co-treatment with C21
significantly repressed LPS-induced IL-6 protein. This effect was again abolished by
PD123319 treatment. C21 treatment also increased basal 1L-10 and decreased LPS-induced
MCP-1 mRNA-expression.

For the DIO-model wildtype (WT; C57BI-6) and AT2R-knockout (AT2R-KO) mice were fed
with high fat diet (HFD) or control low fat diet (LFD) (60% kcal from fat or 10% kcal from
fat, respectively) for 10 weeks to induce obesity and metabolic changes. Afterwards animals

(n=10 per group) were treated according to the following protocol for 4 weeks in addition to
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the diet: The AT2R-agonist C21 (0.3 mg/kg body weight (BW) i.p.), the ARB Valsartan
(3 mg/kg BW i.p.), the combination C21 / Valsartan (0.3 / 3 mg/kg BW i.p.), the
antihypertensive agent Hydralazine (250 mg/l drinking water) or vehicle. Glucose tolerance

(GT) und insulin sensitivity (IS) were measured by standard ITT and GTT tests.

GT and IS were impaired by HFD-feeding but significantly improved in mice treated with
C21. GT was also improved by Valsartan. Furthermore, TNF-o, resistin and serum
triglycerides levels were significantly reduced, and serum levels of insulin-sensitizing
incretins GLP-1 and GIP were increased by C21-treatment. Consistent with the in-vitro data,
C21 treatment increased adiponectin as well as IL-10, and decreased leptin serum levels in a
significant manner. Importantly, all effects were not observed in AT2R-KO animals treated
with C21 pointing to the AT2R-specificity of these effects. Additionally the anti-

inflammatory effects of C21 could be confirmed locally in the adipose-tissue of the mice.

C21 slightly and Valsartan strongly lowered blood-pressure in mice of the HFD groups, while
these effects were attenuated in the AT2R-KO animals. However, metabolic effects of C21

and Valsartan were blood pressure-independent as controlled for by the Hydralazine treated

group.

The present study demonstrates that selective and direct AT2R-stimulation results in anti-
inflammatory actions as well as positive modulation of metabolic markers in a DIO-model in
mice and related in-vitro experiments in adipocytes and macrophages. Thus, these data
strongly indicate that the AT2R has an important positive metabolic function suggesting that
the AT2R might be a pharmacological target for treatment of obesity-induced metabolic

diseases. AT2R-agonists may be a theurapeutic option in the future.
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