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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Metabolische Syndrom beschreibt ein Symptomenkomplex aus Bluthochdruck,
abdominaler Adipositas, gestorter Glukosetoleranz, Insulinresistenz, atherogener
Dyslipidamie, prothrombotischem und proinflammatorischem Allgemeinzustand.
Gemeinsam erhohen sie signifikant das Risiko fur Diabetes mellitus, kardiovaskulare
Morbiditat und Mortalitat.

Der Peroxisom Proliferator-Aktivierte Rezeptor y (PPARy) ist ein nuklearer
Transkriptionsfaktor ~ mit  zentralen = Regulationsfunktionen  im  Lipid- und
Glukosestoffwechsel und gilt als vielversprechendes Zielmolekul fur potenzielle
Therapien des Metabolischen Syndroms.

Telmisartan ist ein Angiotensin Typ 1 Rezeptorantagonist mit partiellem PPARYy-
Agonismus. Zudem wurden in zahlreichen Vorarbeiten diverse, pleiotrope
Stoffwechseleffekte von Telmisartan beschrieben. Der hier zugrunde liegende,
molekulare Mechanismus ist jedoch nicht eindeutig und wird immer wieder kontrovers
diskutiert.

Wir stellten somit die Arbeitshypothese, dass die pleiotropen, metabolisch positiven
Effekte von Telmisartan primar durch die Aktivierung des fettgewebsspezifischen
PPARYy erfolgen.

Mit Hilfe der Cre/loxP-Technologie wurde somit ein funktionelles knockout Mausmodell
ohne relevante Expression des fettgewebsspezifischen PPARy gezichtet.

Die anschlieBenden Analysen der PPARy-defizienten Mause zeigten eine
Abschwachung der positiven metabolischen Effekte von Telmisartan und Pioglitazon,
insbesondere auf den Glukosestoffwechsel und das Korpergewicht.

Die downstream Regulation des GLUT4 Gens durch PPARy tragt wesentlich zur
systemischen Glukosetoleranz bei. Eine Behandlung der FKO-Mause mit Telmisartan
fuhrte zu keiner relevanten Expressionsanderung von GLUT4-mRNA.
Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit durch diese tierexperimentellen
Daten gezeigt werden, dass der fettgewebsspezifische PPARy fur die metabolischen

Effekte von Telmisartan eine wesentliche Rolle spielt.



Abstract

Abstract

The metabolic syndrome consists of hypertension, abdominal obesity, impaired glucose
tolerance, insulin resistance, atherogenic dyslipidemia, prothrombotic and
proinflammatory condition. The combination of these symptoms causes a significant risk
for the incidence of diabetes mellitus, cardiovascular morbidity and mortality.

The peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARY) is a nuclear transcription
factor functioning primarily as the master regulator of lipid und glucose metabolism.
PPARYy is being studied extensively as a potential target molecule for metabolic
therapeutics.

Telmisartan is an angiotensin type 1 receptor antagonist, but also has been shown to
partially activate PPARy. Numerous studies could show pleiotropic metabolic effects for
Telmisartan. Its underlying mechanism is not yet completely understood and rather
remains controversial.

According to our hypothesis, Telmisartan’s pleiotropic, metabolic effects are mainly
caused through the activation of PPARY in adipose tissue.

By the means of Cre/loxP-technology, we were able to create a functional knockout
mouse model (FKO) without any relevant expression of PPARYy in adipose tissue.

The following analyses of the PPARy-deficient mice showed attenuation of the
metabolic effects of Telmisartan and Pioglitazone, particularly in regard to glucose
metabolism and body weight.

The downstream regulation of the GLUT4 gene by PPARYy impacts significantly the
systemic glucose tolerance. Treating FKO mice with Telmisartan did not affect the
GLUT4-mRNA expression in a significant manner.

In summary, the current data of this in vivo mouse study show that the adipose tissue

specific PPARy plays an important role for the metabolic effects of Telmisartan.
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Abklirzungsverzeichnis
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das menschliche Fettgewebe und seine Funktionen

Das menschliche Fettgewebe besteht im wesentlichen aus Bindegewebe, Adipozyten
und einer stromal vascular fraction (SVF) [1]. Nach aktuellem Kenntnisstand entspricht
die SVF einer heterogenen Ansammlung von mesenchymalen Zellen: Vorlauferzellen,
hamatopoetische Stammzellen, Fibroblasten und vor allem adipose-derived stromal
cells (ASC) [1]. Die ASC Fraktion besitzt multipotente Eigenschaften und ahnelt den
mesenchymal stromal cells (MSC) vom Knochenmark [1]. Deswegen ist diese
Zellpopulation Tatbestand intensiver Forschungsaktivitat, insbesondere im Bereich der
regenerativen Medizin [2].

Die Adipozyten des menschlichen Fettgewebes werden als braun, weil® oder ,beige*
beschrieben [3]. Das weil’e Fettgewebe (WAT) polstert, je nach Lokalisation, Organe
(z. B. Augapfel) und Korperregionen (z. B. Ferse), die besonders mechanischer
Belastung standhalten mussen [4]. Daruber hinaus reguliert es die allgemeine
Energiehomobostase des gesamten Organismus [4]. So konnen z. B. Uberschussige,
freie Fettsauren als Triglyzeride in den univakuolaren Adipozyten gespeichert werden
[5]. Wahrend der Hungerphase kdonnen diese Fettsauren per Lipolyse zur peripheren {3-
Oxidation (z. B. Leber oder Skelettmuskulatur) wieder frei gesetzt werden [6]. Die
resultierenden Acetyl-CoA Molekulle und Ketone liefern die essenzielle Zellenergie [6].
AuRerdem synthetisiert und sezerniert das Fettgewebe eine Reihe von
unterschiedlichen Adipokinen, Peptiden, Glykoproteinen, Cytokinen, Rezeptoren und

Enzymen (s. Tabelle 1) und ist somit zusatzlich ein endokrines Organ [7].
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Einleitung

Secreted proteins

Receptors

Enzymes and transporters

Leptin Peptide and glycoprotein Lipid metabolism
Adiponectin Insulin Lipoprotein lipase
Resistin (in rodents) Glucagon Apolipoprotein E
Angiotensinogen Thyroid stimulating hormone Cholesterol ester transfer protein
TNF-a Growth hormone Adipocyte fatty acid binding protein
IL-6 Angiotensin-II CD36
Adipsin Gastrin/cholecystokinin B
Acylation stmulating protein Adiponectin Glucose metabolism
Fasting-induced adipose factor Cytokine Insulin receptor substrate 1,2
PAI-1 IL-6 Phosphatidylinositol 3-kinase
Tissue factor TNF-« Protein kinase B (Akt)
Monocyte chemoattractant protein-1 Leptin GLUT4
Tranforming growth factor-3 Protein kinase A/{
Visfatin Nuclear
Vaspin PPARYy Glycogen synthase kinase-3a
Retinol binding protein-4 Glucocorticoid
Estrogen Steroid metabolism
Progesterone Aromatase
Androgen 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1
Thyroid 17B-hydroxysteroid dehydrogenase
Vitamin D

Nuclear factor-«xB

Tabelle 1 Liste von Adipokinen, Peptiden, Glykoproteinen, Cytokinen, Rezeptoren, Enzymen und
Transporterproteine des weil3en Fettgewebes (WAT) [7].

Im Gegensatz zu weillen Adipozyten beinhalten braune Adipozyten untypisch hohe
Konzentrationen an Mitochondrien, in deren innere Membranen das Thermogenin bzw.
uncoupling protein-1 (UCP1), ein aktiv katalysierender Symporter fur langkettige
Fettsauren und Protonen, integriert ist [8]. Die Entkoppelung der Atmungskette von der
ATP-Synthase durch das UCP1 fuhrt zur biochemischen Dissipation bzw. nonshivering
Thermogenese [9]. Hierdurch kann beispielsweise das braune Fettgewebe (BAT) bei
Sauglingen den abrupten Abfall der Korpertemperatur unmittelbar nach der Geburt
teilweise kompensieren [10]. Mit dem Wachstum bildet sich zwar das BAT deutlich
zuruck, kann aber weiterhin in signifikanten Massen bei Erwachsenen supraklavikular
und spinal gefunden werden [11, 12]. Insbesondere Menschen unter chronischer
Kalteexposition oder mit einem Phaochromozytom scheinen betroffen zu sein [13, 14].
Alter,

Umgebungstemperatur und die Erkrankung an Diabetes mellitus einen signifikanten

In einer multivariaten Analyse von Ouellet et al. =zeigten BMI,
Einfluss auf die metabolische Aktivitat dieser BAT-Depots von Erwachsenen [15].
Aufgrund zahlreicher Ahnlichkeiten zwischen braunen und weilen Adipozyten wurde

eine gemeinsame Herkunft diskutiert [3]. Entgegen dieser intuitiven Annahme konnte
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gezeigt werden, dass braune Adipozyten und Myozyten von gleichen oder zumindest
ahnlichen Vorlauferzellen abstammen [16].

Beige Adipozyten kommen vor allem in inguinalen, parametrialen und retroperitonealen
WAT-Depots von Nagetieren vor [17]. Sie ahneln morphologisch braunen Adipozyten
und konnen auf chronischen Kaltereiz oder Sympathikusaktivierung mit einer
signifikanten UCP1 Expression reagieren [18]. Dieser Prozess wird als browning
bezeichnet [19] und kann unter anderem auch durch diverse Hormone initiiert werden:
Trijodthyronin, Gallensauren, FGF21, atriales natriuretisches Peptid (ANP),
ventrikulares B-Typ natriuretisches Peptid (BNP), Cardiotrophin-1 und Irsin. Bei Bedarf
konnen diese beige Adipozyten jederzeit die Funktion eines konventionellen
Energiespeichers wieder aufnehmen [20]. Eine selektive Ablation des BATs kann zur

kompensatorischen Induktion von beigen Adipozyten fuhren [21].

1.2 Adipositas

Die verschiedenen Grade des Ubergewichts werden mit Hilfe des Body-Mass-Index
(BMI) definiert. Der BMI errechnet sich aus dem Korpergewicht geteilt durch die
KoérpergroRe in Metern zum Quadrat (kg/m?) [22]. Laut der World Health Organization
(WHO) entspricht ein BMI = 25 kg/m? dem klassischen Ubergewicht, ein BMI = 30 kg/m?
dem Adipositas Grad |, ein BMI = 35 kg/m? dem Adipositas Grad Il und ein BMI = 40
kg/m? Adipositas Grad Ill, welches gleich bedeutend fiir Adipositas per magna bzw.
morbide Adipositas ist [23].

Eine genetische Pradisposition, die Lebensweise, das soziale Umfeld, die personliche
Appetitkontrolle, der Energieverbrauch, die Nahrungsmittelverfugung sowie die
Nahrungsmittelqualitat tragen in unterschiedlicher Auspragung zum Krankheitsbild bei
[24].

Im Adipositas Mausmodell und bei Menschen mit einer non-syndromic Adipositas
konnten mehr als 600 Loci mit monogenetischen Defekten nachgewiesen werden [25].
Polygenetische Storungen bei Erwachsenen werden mit einer Pravalenz von 30 — 70 %
beschrieben [26, 27]. Pathophysiologisch wurde unter anderem die Erschopfung der
Triglyzeridspeicherkapazitat des subkutanen Fettgewebes (SCAT) mit Dysregulation
der ektopischen Fettverteilung beschrieben [28]. Die ektopische Fettanreicherung,

insbesondere des viszeralen Fettgewebes (VAT), wurde mit kardiovaskularen und
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metabolischen Risikofaktoren [29] sowie allgemeiner Mortalitat assoziiert [30]. Steatosis
hepatis, Demenz, obstruktives Schlaf-Apnoe-Syndrom oder einige bdsartige
Tumorentitaten sind weitere Beispiele von Adipositas assoziierten Komorbiditaten [31-
33].

Die ,Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland® vom Robert Koch Institut
berichtete, das 2010 in Deutschland 23,3 % Manner und 23,9 % Frauen im Alter
zwischen 18 und 79 Jahren per definitionem adipés waren [34]. Und der Trend
erscheint zunehmend, wie eine steigende Pravalenz uber die letzten zwei Dekaden
beweist [34]. Gleichermalen veroffentlichte die National Center for Health Statistics
(NCHS) in den Vereinigten Staaten von Amerika dieses Jahr eine Adipositaspravalenz
von 33,5 % fur Manner und 36,1 % fur Frauen [35]

1.3 Metabolisches Syndrom

Das Metabolische Syndrom definiert ein Symptomenkomplex aus Bluthochdruck,
abdominaler Adipositas, gestorter Glukosetoleranz, Insulinresistenz, atherogener
Dyslipidamie, prothrombotischem und proinflammatorischem Allgemeinzustand [36].
Gemeinsam erhohen sie signifikant das Risiko fur Diabetes mellitus, kardiovaskulare
Morbiditat und Mortalitat [37]. Laut der WHO betragt die geschatzte Mortalitatsrate fur
diese spezifische Patientenkohorte 35 Millionen Menschen pro Jahr [38]. In
Deutschland entstanden 2008 durch einen Patienten mit metabolischem Syndrom
dreimal hohere Krankheitskosten als durch einen regularen Bluthochdruckpatienten
(1114 € vs. 385 €) [39]. Einer Hochschatzung zufolge sind weiter zunehmende
Krankheitskosten zu erwarten [39]. Alles Grunde, weshalb die WHO seit 2008 mit
konkret definierten MalRnahmen versucht dieser weltweiten sozioOkonomischen

Herausforderung entgegenzuwirken [38].
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1.4 Einfiihrung: Peroxisom Proliferator-aktivierter Rezeptory

Peroxisomen sind intrazellulare Vesikel (0,1 — 1 pm Durchmesser) mit diversen
Funktionen und existieren in nahezu allen eukaryontischen Zellen [40].

In den 60er-dahren konnte gezeigt werden, dass die Verfutterung einer Reihe von
synthetischen Substanzen — Herbizide, industrielle Plastikweichmacher, Fibrate (z. B.
Clofibrat, Bezafibrat, Fenofibrat, Ciprofibrat), Wy-14,643 — an Nagetieren (Ratten,
Mause) zu einer hepatischen Peroxisomproliferation, Heparhyperplasie [41] und zur
Entwicklung von hepatozellularen Karzinomen fuhren kann [42].

Spater konnte fur diese synthetischen Peroxisomproliferatoren ein Bindungsprotein
identifiziert werden, der Peroxisom Proliferator-aktivierte Rezeptor oo (PPARa) [43]. Im
Gegensatz zu den Nagetieren konnte beim Menschen keine relevante hepatische
Peroxisomproliferation durch Fibrate nachgewiesen werden [44]. Daruber hinaus
publizierten Rumi et al. in vitro Daten Uber eine Wachstumsinhibition von humanen
hepatozellularen Karzinomzellen durch eine ligandenabhangige PPARy-Aktivierung [45].
Historisch betrachtet gelangen Isseman und Green 1990 erstmalig den murinen PPARa
zu klonieren [46]. Ein Jahr darauf gelangen Dreyer et al. die Klonierierung aller 3 PPAR-
Isoformen (o, &/B, y) des Xenopus (Krallenfrosch) [47]. Ein paar weitere Jahre spater
wurde der murine PPARy durch Zhu et al. kloniert [48]. Im selben Jahr gelangen Sher et
al. die Klonierung der cDNA von humanem PPARy mittels einer cDNA-Bibliothek von
einer humanen Leber [49]. Wenige Jahre darauf erreichten Mukherjee et al. in San
Diego die Klonierung der humanen Spleil3varianten PPARy:s und PPARy, aus einer
haematopoetischen Zelllinie, der Plazenta und dem Fettgewebe [50]. Siehe Einleitung
1.6 fur Details Uber PPAR-Isoformen.
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1.5 PPAR als Mitglied der Superfamilie der nukledren Hormonrezeptoren

Der PPAR gehort zur Superfamilie der nuklearen Hormonrezeptoren wie z. B. auch die
Glukokortikoidrezeptoren, deren cDNA erstmals 1985 isoliert wurden [51]. Inzwischen
wurden im humanen Genom 48 Gene fur nukleare Hormonrezeptoren identifiziert [52].

Alle nuklearen Hormonrezeptoren teilen gewisse Grundzige hinsichtlich ihrer
Molekularstruktur [53]. Die stark vereinfachte Darstellung dieser Grundzige ist in der
Abbildung 1 zusammengefasst [54]. Am Amino-Terminus beginnt die A/B-Domane mit
der ligandenunabhangigen Transaktivierungsdomane (AF-1) [55] gefolgt von der C-
Domane, der DNA-Bindungsdomane mit stets zwei hoch konservierten
Zinkfingermotiven, die den Rezeptor zu spezifischen DNA response elements dirigiert
[56]. Die D-Domane verbindet die DNA-Bindungsdomane mit der E-Domane, in der die
Ligandenbindungsdomane [53] und die ligandenabhangige Transaktivierungsdomane
(AF-2) vereint vorliegen [57]. Zuallerletzt schlief3t sich der E-Domane die F-Domane am

Carboxy-Terminus an [53].

DNA-Bindungsdomane

AF-1 AF-2
? _r
H;N —[ A/B J (03 ] D I E I F B—COOH
/ ¢'
Ligandenbindungsdomane
Zinkfingermotiv mit Dimerisierungsinterface

Zinkfingermotiv

Abbildung 1 Schematischer Aufbau aller nuklearen Rezeptoren. Links mit dem Amino-Terminus
beginnend und mit dem Carboxy-Terminus endend. AF-1 entspricht der ligandenunabhangigen
Transaktivierungsfunktion, AF-2 der ligandenabhangigen Transaktivierungsfunktion. Zwischen zwei
Zinkfingermotiven befindet sich die DNA-Bindungsdomane [54].

Trotz der ahnlichen Molekularstruktur unterscheiden sich die nuklearen
Hormonrezeptoren in folgenden Aspekten: Funktion, intrazellulare Lokalisation,
Ligandentypen, Dimerisierungsform und DNA-Bindungsmodus [58]. Anhand der letzten
zwei genannten Aspekte werden sie grob in vier Klassen kategorisiert (s. Abbildung 2)
[58].
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Klasse-1-Rezeptoren werden durch Liganden aktiviert und dimerisieren sich
anschlieBend mit einem zweiten gleichen Rezeptor, wonach deren DNA-
Bindungsdomanen an DNA-Halbseiten von Zielgenen docken [58]., Diese DNA-
Halbseiten sind als Inverted Repeats organisiert [58] und beschreiben
Nukleotidsequenzen in der DNA, deren komplementare Sequenzen spiegelbildlich
etwas weiter downstream im selben DNA-Strang erneut vorkommen [59].
Klasse-2-Rezeptoren dagegen bilden nach Ligandenaktivierung heterodimere
Proteinkomplexe, welche Uberwiegend an Direct Repeats von Zielgenen docken [58]. Im
Vergleich zu Inverted Repeats sind Direct Repeats gleichgerichtete Nukleotidsequenzen
die weiter downstream im selben DNA-Strang wiederholt auftreten [60]. Hierzu zahlen
alle nichtsteroidalen ligandenabhangige nukleare Rezeptoren, wie z. B. der Vitamin-D-
Rezeptor, Retinsaurerezeptor und der PPAR [58].

Klasse-3-Rezeptoren (dimeric orphan receptors) binden nach Aktivierung durch
unbekannte Liganden als Homodimere ebenfalls an Direct Repeats [58].

Aktivierte Klasse-4-Rezeptoren (monomeric orphan receptors), deren Liganden
ebenfalls noch nicht identifiziert werden konnten, binden als Monomere an extended
core sites der DNA [58].

Steroid Receptors RXR Heterodimers
GR  glucocorticoid TR, thyroid hormone
MR  mineralcorticoid RARw,B,y  all-trans RA
PR progesterone VDR 1,.25-(0OH) VD3
AR  androgen PPARw.fy elcosinoids
ER asf.r'age'n _ EcR ecd}‘sane
Dimeric Orphan Receptors Monomeric Orphan Receptors
?
R umg] 3“"”3"‘ NGFI-B (CEB-1') 7
e ELPfSF-1 (Ftz-F1) ?
HNF-4 ?
| — = —————

Abbildung 2 Die 4 Klassen der nuklearen Hormonrezeptoren mit jeweiligen Beispielen dargestellt [58].

16



Einleitung

1.6 PPAR-Isoformen und PPARYy SpleiBvarianten

Bislang sind 3 verschiedene Isoformen des PPAR identifiziert und charakterisiert:
PPARa (NR1C1), PPARY/B (NR1C2) und PPARYy (NR1C3) [61].

Die Homologie der Ligandenbindungsdomanen und DNA-Bindungsdomanen zwischen
den PPAR-Isoformen PPARa (NR1C1), PPARY/f (NR1C2) und PPARy (NR1C3) betragt
60% — 80% (Abbildung 3). Im ,C"- und ,D*-Teil wird das anhand von kalkulierter PPARS-
und PPARYy-Ligandenbindungsdoméanen gezeigt [62].

Abbildung 3 3-Dimensionale Tertiarstruktur des PPAR (A) Superposition des PPARa (wei), PPARS
(magenta) und PPARYy (turkies). (B) PPARa mit Beschriftung der Sekundarstruktur. (C) PPARS mit
kalkulierter Ligandenbindungsdoméane. (D) PPARy mit kalkulierter Ligandenbindungsdomane [62].

Das Gen fur PPARYy ist etwa 100 kb grof3 und enthalt 9 Exons [63]. Eine Kombination
aus variabler Promotorerkennung und alternativem ,Splicen® fuhrt wahrend der

Transkription zur Expression von PPARy-mRNA Spleivarianten im Menschen:
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PPARy:, PPARYy,;, PPARy; [63, 64]. Humane PPARy>-mRNA ist im Vergleich zu
PPARy1-mRNA am Aminoterminus um 28 Aminosauren langer [65]. Die Translationen
der SpleiBvarianten PPARys- und PPARy3-mRNAs resultieren in der Synthese von
identischen Proteinen [64]. Zudem konnten Gen-Analysen zeigen, dass die cDNA von
PPARYy speziesubergreifend (z. B. Affe, Rind, Schaf, Ziege) hoch konserviert ist, was fur
die Forschung extrem vorteilhaft ist [66]. Die Ahnlichkeit zwischen humanen und
murinen PPARy-Proteinen wurde bis zu 99% beschrieben, wobei deren Aminosauren

bis zu 95% identisch sein kdnnen [63].

1.7 PPARy-Expression im Menschen
Bisher wurde von den 3 genannten PPAR-Isoformen PPARy am besten charakterisiert

[67]. Das Expressionsausmall und die Isoformverteilung von PPARy im Menschen sind
gewebsspezifisch [68]. PPARy wird in nahezu allen Geweben exprimiert: Fettgewebe,
Leber, Skelettmuskulatur, Prostata, Nieren, Brust, Gonaden, Milz, Nebennieren,
Pankreas, Lunge, Dunn- und Dickdarmschleimhaut, Endothelzellen, glatten
Gefalmuskelzellen, Monozyten, Makrophagen, B- und T-Zellen, etc. [69]. Die hochste
PPARy-Expression liegt im Fettgewebe vor [70]. Von den oben genannten
Spleilvarianten wird PPARy, Uberwiegend im Fettgewebe exprimiert [63]. Die
SpleiRvariante PPARy; dagegen wird nahezu ubiquitar im gesamten Organismus

exprimiert [63].

1.8 Molekulare Mechanismen von PPAR

Die Transaktivierung und Transrepression von PPAR bzw. von PPAR-Zielgenen kann
entweder ligandenabhangig (AF-1) oder ligandenunabhangig (AF-2) erfolgen [71].

In Abwesenheit von passenden Liganden rekrutiert der heterodimere PPAR-RXRa
Proteinkomplex [72] diverse Korepressoren in unterschiedlichen Konstellationen: z. B.
Nuclear Co-repressor Receptor (NCoR), Silencing-Mediator for Retinoid/Thyroid
hormone receptors (SMRT), Sin3A, Sirtuin1 (Sirt1), etc. [73-75]. Hierdurch kdnnen
bestimmte Zielgene reprimiert werden, was als ligandenunabhangige Transrepression

bezeichnet wird [76]. Im Gegenteil hierzu beschreibt die ligandenabhangige
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Transrepression den aktiven Antagonismus vom ligandenaktivierten PPAR-RXRa
Heterodimer auf die Aktivitat von anderen Transkriptionsfaktoren, wie z. B. NF-xB [77].
Nach einer ligandenabhangigen Transaktivierung eines PPAR-RXRa Heterodimers 10st
sich der Korepressorkomplex und es werden stattdessen Koaktivatoren rekrutiert: z. B.
transcriptional mediators/intermediary factor 2 (Tif2), CREB-binding protein (CPB),
peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator-1 (PGC-1), Histone
Acetyltransferase p300, steroid receptor coactivator 1 (SRC1) [78, 79]. Die PPAR-DNA-
Bindungsdomane dirigiert den gesamten Komplex zum PPAR-response element
(PPRE) in enhancer sites der Promotorregionen von PPAR-regulierten Genen, wo dann
Faktoren der basalen Transkriptionsmaschinerie andocken konnen [80-82].

PPREs sind Direct Repeats mit folgender Sequenz: AGGTCA [83]. Diese auf DNA-
Halbseiten organisierten Direct Repeats werden durch 1 oder 2 Nukleotide (DR1 oder
DR2) voneinander getrennt [83]. Uber das PPRE werden schlieBlich PPAR-Zielgene,
abhangig vom lokalen oder systemischen Stoffwechselstatus entweder erhoht
exprimiert oder reprimiert [84]. In Abbildung 4 sind die Regulationsmechanismen von
PPAR-Zielgenen zusammengefasst [85]. Nach erfolgreicher Ligandenaktivierung
entsteht charakteristischerweise eine PPAR-mRNA Repression und
Proteindegradation, eine Autoregulation im Sinne eines negativen Feedbacks [86, 87].
Analog zur Transrepression ist eine ligandenunabhangige Transaktivierung moglich wie

z. B. durch Rezeptorphosphorylierung [88].

a b c
Ligand-dependent Transactivation Ligand-dependent Transrepression Ligand-independent Repression

Co-Activators

Co-Repressors

PPRE NFB PPRE
PPAR/RXR AP-1 PPAR/RXR

Abbildung 4 Regulationsmechanismen von PPAR-Zielgenen. (a) Nach ligandenabhangiger Aktivierung
werden Koaktivatoren rekrutiert und Korepressoren geldst. Der Transkriptionskomplex bindet schlieRlich
an die PPRE mittels der DNA-Bindungsdomane fir eine erhdhte Expression von PPAR-Zielgenen. (b)
Ligandenabhangige Repression von anderen Transkriptionsfaktoren wie NF-kB oder AP-1. (c) In
Abwesenheit eines Liganden bindet der heterodimere PPAR/RXR-Komplex Korepressoren und fihrt zur
Repression [85].
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1.9 Posttranslationale PPARy-Modifikationen

Posttranslationale Modifikationen — Phosphorylierung, Acetylierung, Sumoylierung,
Ubiquitinylierung - sind ligandenunabhangige Regulationsmechanismen der PPARy-
Funktion [89]. Zum Beispiel wird die PPARy-Ligandenbindung durch eine
Phosphorylierung in der AF-1 Domane durch mitogen-activated protein kinases
(MAPKs) blockiert [90]. Werden stattdessen die gleichen Aminosauren (PPARy1
Ser112, PPARy, Ser82) durch Cdk7 und Cdk9 phosphoryliert, dann kann eine
gesteigerte PPARy-Funktion gemessen werden [91, 92]. Aullerdem konnte gezeigt
werden, dass das Ausmal} einer alternativen PPARy-Phosphorylierung durch Cdk5 in
einer inversen Relation zur TZD-induzierten Insulinsensibilitdt steht [93]. Nach
ligandenabhangiger PPARy-Aktivierung wurde die Blockierung der Cdk5 abhangigen
PPARy-Phosphorylierung beschrieben [93].

Eine weitere posttranslationale PPARy-Modifikation wird durch die Sumoylierung
beschrieben [94]. Wahrend dieses Prozesses entstehen kovalente Bindungen zwischen
small ubiquitin-like modifier (SUMO) und der AF-1 Region von PPARy (PPARy, Lys107,
PPARYy: Lys77) mit dem Resultat einer Transkriptionsblockade durch Rekrutierung von
Korepressoren [94]. In Makrophagen konnte gezeigt werden, dass die Sumoylierung
von PPARYy an Lys395 die Transkription von inflammatorischen Genen inhibiert [95].
Der Ubiquitinylierung von PPARy ist ein weiterer Regulationsmechanismus auf
Proteinebene, welcher durch die Exposition von Adipozyten mit Interferon-y

beschleunigt werden kann [86]
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1.10 PPARy-Liganden

1.10.1 Physiologische Liganden

Die ldentifikation von physiologischen Liganden gelang durch in vitro Studien. Hier
konnte gezeigt werden, dass Fettsauren und zum Teil auch deren Derivate wie z. B. die
mehrfach ungesattigten Eicosanoide physiologische Liganden sind. Das 15-deoxy-
A'*"_Prostaglandin J, (15d-PGJ2) wurde 1995 als erster natiirlicher PPARy-Ligand
entdeckt [96]. Spater kamen dann die pathophysiologisch oxidierten Metabolite der
Linolsaure hinzu, die Hauptbestandteile der oxidierten low density Lipoprotene sind: 9-
Hydroxyoctadecadiensaure (9-HODE), 13-Hydroxyoctadecadiensaure (13-HODE). Ein
weiterer endogener PPARy-Ligand ist die Nitrolinolsaure [61, 97]. Inwiefern diese

Liganden in vivo tatsachlich eine Rolle spielen ist bislang noch ungeklart.

1.10.2 Synthetische Liganden

Thiazolidinedione (TZD) - Troglitazon, Rosiglitazon, Pioglitazon — sind orale
Antidiabetika mit hoher Bindungsaffinitat fur PPARy [98]. Sie optimieren die periphere
Insulinsensibilitat durch Erhdhung der insulinabhangigen Expression von GLUT4 [99]
und c-Cbl associating protein (CAP) [100] in peripheren Geweben (Fettgewebe, Leber,
Skelettmuskulatur) mit konsekutiver Senkung der Insulinplasmakonzentration. Zusatzlich
kommt es durch ein Remodelling der Adipozyten von ,grol3“ zu ,klein“ zur reduzierten
Sekretion von TNF-a und freien Fettsauren [101, 102].

Es wurden jedoch erhebliche Nebenwirkungen fur TZDs beschrieben: periphere
Odembildung, Gewichtszunahme, erhdhtes Risiko fiir Herzinfarkt [103], pathologische
Knochenfrakturen [104] und Harnblasenkarzinom [105]. Wegen fataler Hepatotoxizitat
wurde das erste TZD Troglitazon bereits 3 Jahre nach seiner Zulassung in 1997 vom
US-amerikanischen Markt zurickgezogen [106]. Die Indikation fur eine antidiabetische
Behandlung mit Rosiglitazon wurde zunachst 2010 in den USA streng auf Patienten
ohne medikamentdse Alternativen beschrankt [107]. Auf der Basis neuer Daten kam es
jedoch 2013 zur Revision und zum vollstandigen Aufheben dieser Einschrankung durch
die FDA (U. S. Food and Drug Administration) [108]. In Europa wurde Rosiglitazon 2010
durch die EMA (European Medicines Agency) suspendiert [109]. Fur Pioglitazon zeigte

sich in einer grol3en retrospektiven Kohortenstudie in Frankreich ein signifikant erhohtes
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Risiko fur Blasenkrebs, weshalb es 2011 in Frankreich zum Verschreibungsverbot kam
[110]. In Deutschland ist Pioglitazon weiterhin zugelassen, aber mit strenger
Kontraindikation bei bestehendem Blasenkrebs, Blasenkrebs in der Vorgeschichte oder
unklarer Makrohamaturie [111].

DRF-2593 (Balaglitazon) [112] und RS5444 (Efatutazon) [113] sind selektive PPARYy-
Modulatoren (SSPARyM). Deren PPARy-Aktivierung fuhrt zu einer spezifischen
Konstellation von Kofaktoren, welche in einer gewebsspezifischen und
protomotorselektiven Genexpression resultiert [114].

Indomethazin, ein nicht-steroidales Antirheumatikum, kann in hohen Konzentrationen
ebenfalls PPARYy aktivieren und somit die Adipogenese beeinflussen [115]. Schupp et al.
und Benson et al. konnten unabhangig voneinander zeigen, dass einige Angiotensin
Typ 1 Rezeptorantagonisten, wie z. B. Irbesartan und Telmisartan, einen partiellen
PPARy-Agonismus mit metabolischen Effekten besitzen [116, 117].

1.11 PPARYy, Funktionen im Fettgewebe

PPARY, ist fettgewebsspezifisch und reguliert Stoffwechselgene fur die Adipogenese,
Glukose- und Lipidhomoostase [67]. PPARY; ist essenziell fur die Adipogenese, wie an
PPARY, defizienten Mausen bewiesen [118]. Ohne PPARYy, fehlen relevante Proteine
fur die Adipogenese, wie z. B. adipocyte fatty acid binding protein (aP2) [119],
phosphoenolpyruvte carboxykinase (PEPCK) [120] und Lipoprotein Lipase (LPL) [121].
Zudem konnte gezeigt werden, dass PPARYy, defiziente Adipozyten in Mausen nur
wenige Tage Uberleben und durch PPARYy, exprimierende Adipozyten ersetzt werden
[122]. Eine PPARy, Aktivierung in reifen Adipozyten induziert deren Apoptose und
stimuliert die Differenzierung von weiteren ,kleinen®, insulinsensiblen Adipozyten [123].
GroRe Adipozyten setzen Fettsauren frei und fordern die systemische Insulinresistenz,
wogegen kleine Adipozyten freie Fettsauren aus dem Plasma aufnehmen [123]. Dieses
geschieht durch eine vermehrte Expression von CD36 und fatty acid binding protein
(FABP) [124]. Menschen mit PPARY, ,missense” Punktmutationen entwickeln partielle
Lipoystrophien [125].

Daruber hinaus reguliert PPARYy; die Synthese und Sekretion von Adipokinen (Adipsin,
TNF-a, Leptin, Resistin, Adiponektin, etc.). Zum Beispiel fuhrt eine PPARy,-Aktivierung
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in 3T3-L1 Praadipozyten zu einer Inhibition der Leptinexpression [126] und in
Nagetieren sowie auch bei Menschen dagegen zu einer Induktion der
Adiponektinexpression [127, 128]. Adiponektin induziert die p-Oxidation von freien
Fettsauren in der Leber und in der Skelettmuskulatur, inhibiert die hepatische
Glukoneogenese und stimuliert die intrazellulare Glukoseaufnahme [129]. Resistin,
TNF-o und Interleukin-6 (IL-6) sind Zytokine, die eine chronische Entzindung im

Fettgewebe verursachen und werden durch PPARYy; inhibiert [130].

1.12 Glukosetransporter 4 (GLUT4)

Zur strengen Regulation des systemischen Glukosespiegels existieren eine Reihe von
Glukosetransportproteinen (GLUT): 1 — 13 [131]. Der insulinabhangige GLUT4 wird in
Fettgeweben, Skelett- und Herzmuskel am hdchsten exprimiert [132]. Heterozygote
GLUT4"" Mause zeigen eine verminderte GLUT4-Expression im Skelettmuskel und
Fettgewebe wodurch eine systemische Insulinresistenz und Diabetes mellitus entstehen
konnen [133]. In der Abwesenheit von Insulin durchlaufen GLUT4-Proteine ein
kontinuierliches Recycling, wodurch der Grofiteil der Proteine intrazellular konzentriert
wird [134]. Infolge einer Insulinstimulation kommt es zur gesteigerten GLUT4-Exozytose
und gleichzeitig zur reduzierten GLUT4-Endozytose [135]. Das Resultat ist eine
signifikant vermehrte GLUT4-Expression auf der entsprechenden Zelloberflache [135].
Trotz unvollstandiger PPRE-Sequenz in der GLUT4-Promotorregion konnte eine direkte
Bindung vom PPARy-RXR-Komplex als ,silencer® nachgewiesen werden [136]. In
Adipozyten von Ratten und Menschen konnte gezeigt werden, dass der PPARy-RXR-
Komplex das GLUT4-Gen durch Bindung an cis-Elemente des GLUT4-Promotors
reprimiert [136]. Erst eine Ligandenaktivierung von PPARYy fuhrt zur Dissoziation des
reprimierenden PPARy-RXR-Komplexes und folglich zur Erhdhung der GLUT4-
Expression [136]. Im adipdsen Tiermodell mit Diabetes mellitus konnte eine signifikant
reduzierte GLUT4-Expression durch eine Behandlung mit dem synthetischen PPARy-

Agonisten Troglitazon (s. Einleitung 1.10.2) vollstandig wiederhergestellt werden [137].
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1.13 AT-Rezeptorantagonist Telmisartan

AT1-Rezeptorantagonisten werden in der Behandlung des arteriellen Bluthochdrucks
angewandt [138]. Studien zufolge genugt eine einzige tagliche orale Dosierung um den
Bluthochdruck effizient zu senken und zeichnen sich durch sehr gute
Patientenvertraglichkeit aus [139, 140]. Telmisartan ist solch ein hoch selektiver AT;-
Rezeptorantagonist (K; = 3,7 nM) ohne intrinsische Rezeptoraktivitat und ohne
relevante Affinitat fur den AT,-Rezeptor (K; > 10,000 nM) [141]. Im Vergleich zu den
anderen AT-Rezeptorantagonisten besitzt Telmisartan die grof3te Lipophilitat und
langste Halbwertszeit [140]. Die empirische Formel von Telmisartan lautet C33H3oN4O>
und die molekulare Masse betragt 514,63 Daltons [140]. Die chemische Strukturformel
ist in Abbildung 5 dargestellt [139].

4’-[(1,4"-dimethyl-2’-propyl[2,6’-bi-1H-benzimidazol]-1"-yl)methyl]-[1,1"-biphenyl] -2-carboxylic acid

Abbildung 5 Chemische Strukturformel und chemische Bezeichnung von Telmisartan [139].

Dieses Medikament wurde erstmalig fur die Bluthochdrucktherapie am 10. November
1998 in den USA [142] und kurz darauf im selben Jahr am 11. Dezember in Europa

zugelassen [143].

1.14 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)
Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) registriert Blutdruckveranderungen
Uber diverse Mechanismen: renale Barorezteporen in den afferenten Arteriolen,

Natriumchloridkonzentrationsmessung durch Macula densa Zellen des
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juxtaglomerularen Apparates, Sympathikusstimulation Uber adrenerge p1-Rezeptoren,
negativer Feedbackmechanismus des Angiotensin Il direkt auf die Zellen des
juxtaglomerularen Apparates [144]. Bei Hypotension hydrolysiert das Renin, welches
hauptsachlich in Fibroblasten des juxtaglomerularen Apparates synthetisiert und
gespeichert wird, das az-Globulin Angiotensinogen, welches wiederum hauptsachlich in
der Leber synthetisiert wird, zum Decapeptid Angiotensin | [144]. Die ubiquitare
Metalloprotease ,angiotensin converting enzyme“ (ACE) kurzt das Decapeptid
Angiotensin | zum Octapeptid Angiotensin 1l [144]. Das Angiotensin Il bindet an
verschiedene Typen des Angiotensin-Il Rezeptors, z. B. Typ 1 (ATs-Rezeptoren) oder
Typ 2 (AT,-Rezeptoren) [144]. AT+-Rezeptoren fuhren unter anderem zum gewunschten
Blutdruckanstieg ~ durch  Konstriktion  der  glatten  GefaBRmuskulatur  von
WiderstandsgefalRen (Arteriolen) [145]. Zusatzlich stimuliert es die Aldosteronsekretion
aus der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde, welches die renale Natriumresorption
erhoht [146]. Aus osmotischen Grinden folgt das intratubulare Wasser des Ultrafiltrats
den Natriumionen ins peritubulare Gefalbett und fuhrt zur intravasalen
VolumenvergroRerung bzw. Blutdruckerhdhung [144]. Der negative Feedback zur
Renin-Sekretion erfolgt direkt Uber den AT:-Rezeptor und durch die erreichte
Blutdruckerhéhung [146].

1.15Hypothese

Interessanterweise konnten Benson et al. und Schupp et al. fir den Angiotensin Typ 1
Rezeptorantagonisten Telmisartan in vitro einen partiellen PPARy-Agonismus mit
pleiotropen Effekten im Metabolismus und in der Adipogenese zeigen [116, 117]. In vivo
Daten von Erbe et al. lassen jedoch den Zweifel aufkommen, dass die in vitro
beschriebene partielle PPARy-Modulation eine ausreichende Erklarung fur die
metabolischen Effekte von Telmisartan darbietet [147]. Bis dato existieren keine
eindeutigen Daten, die eine definitive Aussage uUber das genaue Ausmal} der partiellen
PPARy-Modulation im Fettgewebe als Erklarung fur die insulinsensibilisierenden Effekte
von Telmisartan ermaoglichen.

Hieraus ergibt sich unsere Arbeitshypothese:

Die fettgewebsspezifische Defizienz von PPARy fuhrt in vivo zur signifikanten

Abschwachung der metabolischen Effekte von Telmisartan.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien, Substanzen und Kits

Chemikalie/Substanz/Kit Firma

BCA™ Protein Assay Thermo Fisher Scientific Waltham, | USA

Reagent A MA

BCA™ Protein Assay Thermo Fisher Scientific Waltham, | USA

Reagent B MA

Dimethylsulfoxid Sigma Taufkirchen| Deutschland

dNTP-Set 100 mM Qiagen Hilden Deutschland

M-MLV Reverse Promega GmbH Mannheim | Deutschland

Transkriptase — Buffer

Pack

PCR-Puffer / MgCl, Invitrogen Life Technologies | Karlsruhe | Deutschland
Promega GmbH Mannheim | Deutschland

Pioglitazon Takeda Osaka Japan

Power SYBR® Green Applied Biosystems Warrington | United

PCR Master Mix Kingdom

Complete Protease Roche Diagnostics Mannheim | Deutschland

Inhibitors Cocktail Tablets

QlAzol® Lysis Reagent Qiagen Hilden Deutschland

Random Primer Promega GmbH Mannheim | Deutschland

gRT-PCR Puffer Promega GmbH Mannheim | Deutschland

Telmisartan Boehringer-Ingelheim Ingelheim | Deutschland

RNeasy® Mini Kit Qiagen Hilden Deutschland

Tabelle 2 Verzeichnis verwendeter Chemikalien, Substanzen und Kits inklusive Herstellerangabe.
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2.1.2 Primers

Forward 5°-3’

Reverse 5’-3’

Annealing

Temp. (C°)

mPPARy1 | AQAAgGCggTgAACCACTQgAT | AgAggTCCACAgAgCTgATTC | 60
ATTC C

mPPARYy2 | TgggTgAAACTCTgggAgATT | gAgAggTCCACAgAgCTgATT | 60
C CC

mGLUT 4 | TTCCAgCAgATCggCTCTgA | AAGQACATTgTTggCCAgCAT | 60

m18S ACCTggTTgATCCTgCCAgT | TTAATgAgCCATTCgCAgTTT | 60
Ag C

Tabelle 3 Verwendete Forward und Reverse Primer von der Firma Tib-MolBiol (Berlin, Deutschland).

2.1.3 Enzyme
Enzym Hersteller Ort Land
RNase-Free DNase Set Qiagen Hilden Deutschland
M-MLV Reverse Transkriptase Promega GmbH Mannheim| Deutschland
RNasin® Ribonuclease Inhibitor Promega GmbH Mannheim| Deutschland
Proteaseinhibitoren Roche Diagnostics | Mannheim| Deutschland

Tabelle 4 Verzeichnis verwendeter Enzyme inklusive Herstellerangabe.

2.1.4 Versuchstiere

Mus musculus Stamme - JAX® Mice von The Jackson Laboratory

(Charles River Germany, Sulzfeld, Deutschland) :
> B6.129-PPARy 2Rev / J (PPARY fl/fl Cre’Cre’)
> B6.Cg-TG (Fabp4-Cre) 1Rev / J (PPARy wt/wt Cre*Cre’)

2.1.5 Diverse chirurgische Utensilien

Operationslampe,

operative Praparierscheren,

Fadenscheren,

chirurgische und

anatomische Pinzetten, diverse Nahtmaterialien etc. (Becton Dickensen, Sparks, USA)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zucht von FKO-Miusen ohne fettgewebsspezifisches PPARYy
Der Tierversuchsantrag (Aktenzeichen GO0335/10) wurde gemall § 8 Abs. 1 des

Tierschutzgesetzes der Tierversuchskommission des Landesamts fur Gesundheit und
Soziales Berlin (LaGeSo Berlin) vorgelegt. Am 25.03.2011 wurde der Tierversuch
offiziell durch die LaGeSo Berlin genehmigt. Die anschlieRende Beschaffung und
Haltung der Versuchstiere erfolgten gemaf} den internen Vorschriften fur experimentelle
Haltung von Tieren der Forschungseinrichtungen fur Experimentelle Medizin (FEM) der
Charité. Die Versuchstierhaltungseinrichtung war ein metabolisches Kafigsystem von
TSE Systems GmbH (Bad Homburg, Germany) mit einer kontrollierten
Umgebungstemperatur von 25°C und einem 12-Stunden Tag-Nacht-Zyklus.

Mit Hilfe der Cre/loxP-Technologie wurden FKO-Mausen (functional knockout) ohne
fettgewebsspezifisches PPARYy generiert [148]. Hierbei wird das PPARy-Gen theoretisch
zwischen 2 loxP sites, Nukleotidsequenzen aus jeweils 34 Basenpaaren, in einem
spezifischen Mausstamm flankiert und somit fur eine spezifische Exonuklease, i.e. Cre
Enzym (Cre = ,Causes recombination®), markiert. Der Phanotyp dieses Stammes
entspricht dem Wildtyp. Kreuzt man nun diesen Stamm mit einem transgenen Stamm,
welcher das Cre Enzym exprimiert, dann kommt es zur Genexzision zwischen den loxP
sites. Abhangig vom Promotor kann die Cre Expression gewebsspezifisch exprimiert
und somit gewebsspezifische Gene entfernt werden [149]. In unserem Falle war die Cre
Promotorregion aP2 kontrolliert, wodurch der fettgewebsspezifische PPARy entfernt

werden konnte [148]. Siehe Abbildung 6 fur eine graphische Zusammenfassung.
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B6.Cg-TG (Fabp4-Cre) 1Rev /J
(PPARy wt/wt Cre*Cre’)

B6.129-PPARy 2Rev / J
(PPARy fi/fi Cre-Cre-)

FO Wt Cre*Cre- | === f}fl Cre-Cre

F1 Wi/l Cre*Cre ]’ wt/fl Cre*Cre ]— ’ wt/fl Cre-Cre- } wt/fl Cre-Cre- J

F2  wtwt Cre*Cre- J’ wt/wt CreCre- J‘ fl/wt Cre*Cre- ” fl/wt Cre-Cre- J‘ fI/fl Cre*Cre- J fl/fl CreCre- ]

»WT = PPARY fl/fl Cre-Cre

»FKO = PPARYy fl/fl Cre*Cre

Abbildung 6 Cre/loxP-Technologie. Kreuzungsschema mit Stammbaum (Generationen FO — F2) von
B6.129-PPARy 2Rev / J (PPARY fl/fl Cre'Cre’) mit B6.Cg-TG (Fabp4-Cre) 1Rev / J (PPARy wt/wt Cre*Cre’
) zur Generierung von Mausen ohne fettgewebsspezifisches PPARy (FKO): fl/fl Cre'Cre” [150]. PPARy =
Peroxisom Proliferator-aktivierter Rezeptory; fl: fettgewebsspezifisches PPARy-Gen flankiert von loxP
sites = floxed; Cre = Causes recombination enzyme; Fabp4 = fatty acid binding protein 4; wt = wildtype;
FKO = functional knockout.

2.2.2 Experimenteller Ablauf

Die WT- und FKO-Mause wurden entweder mit fettreicher Spezialnahrung (HFD; N =
60) oder fettarmer Spezialnahrung (LFD; N = 10) ad libitum fur 5 Wochen gefuttert. Die
Bestandteile der HFD Research Diets waren wie folgt: 60 % kcal Fett, 20 % kcal
Kohlenhydrate, 20 % kcal Protein [151]. Im Gegenteil hierzu beinhaltete die LFD 10 %
kcal Fett, 70 % kcal Kohlenhydraten und 20 % kcal Proteinen [152]. Die induzierte
Adipositas wurde zweimal wochentlich anhand des Korpergewichts und quantitativen
Nahrungsaufnahme uberwacht. Die HFD Response Rate betrug 66,7 %, sodass nach 5
Wochen 40 HFD Mause (initial N = 60), jeweils WT und FKO, in folgende 3 Gruppen
randomisiert wurden: Vehikelgruppe, Telmisartangruppe, Pioglitazongruppe. Die orale
Applikation der Substanzen erfolgte Uber 4 weitere Wochen. Die Telmisartandosierung

pro Tag betrug 3 mg/kg Korpergewicht, die Pioglitazondosierung pro Tag 10 mg/kg
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Korpergewicht [153]. Dann erfolgten die metabolische Charakterisierung und letzten
Endes die tierschutzgerechte Totung fur weitere Untersuchungen. Der experimentelle
Ablauf ist in Abbildung 7 zusammenfassend und graphisch dargestellt. Aufgrund des
stringenten Zeitplans dieses tierexperimentellen Projektes wurden die technischen
Ausfuhrungen und Optimierungen Uberwiegend durch die exzellenten Medizin-

technischen Assistenten unserer Arbeitsgruppe unterstitzt und durchgefuhrt.

4 Wochen HFD / LFD Metabolische
5 Wochen HFD / NFD t orale Therapie Charakterisierung
“ >«  SRITUTTUTT TP CPT EPTEU IO EOPIEP IR >
n=10 LFD n=10 LFD, Kontrolle (@ Therapie)
n=10 HFD, Kontrolle (@ Therapje)
n=60 HFD R n=10 HFD, Vehikel , BW
n=10 HFD, Telmisartan
i NMR
n=10 HFD, Pioglitazon
GTT
n=10 LFD n=10 LFD, Kontrolle (@ Therapie) E LabMast
n=10 HFD, Kontrolle (@ Therapie) ‘
FKO : Tail Cuff
— n=60 HFD n=10 HFD, Vehikel ‘
n=10 HFD, Telmisartan qRT-PCR

>
v

n=10 HFD, Pioglitazon

»
v

Abbildung 7 Schematische Darstellung des experimentellen Designs. WT = Wildtyp. FKO = adipose
tissue-PPARY functional knockout. HFD = high-fat diet, LFD = low-fat diet. Nach 5 Wochen erfolgte die
Randomisierung der HFD Mause in 4 Gruppen: HFD ohne Behandlung, HFD mit Vehikelbehandlung,
Telmisartanbehandlung, Pioglitazonbehandlung. AbschlielRend erfolgte die tierschutzgerechte Toétung der
Tiere zur metabolischen Charakterisierung.
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2.2.3 Metabolischer Kifig zur metabolischen Charakterisierung

Die physische Aktivitat, der respiratorische Quotient (RQ) und der Energieverbrauch
(EE) der Versuchstiere wurden durch ein kombiniertes, indirektes Kalometriesystem
registriert und quantifiziert [154]. Wir benutzten hierfir den TSE LabMaster von TSE
Systems GmbH (Bad Homburg, Germany). Nach Adaption der Tiere an die Umgebung
wurde die physische Aktivitat fur 24h mit Hilfe eines multi-dimensionalen Infrarot-
Lichtstrahl-Systems registriert [154].

Der respiratorische Quotient wurde aus der produzierten Kohlenstoffdioxidmenge (Vco2)

geteilt durch die verbrauchte Sauerstoffmenge (Vo2) errechnet: RQ = Vcoz/ Voo [155].

Bei einem RQ = 1 werden Uberwiegend Kohlenhydrate oxidiert, bei einem RQ = 0,81
eher Proteine und bei einem RQ = 0,7 Fett. Ein RQ = 0,87 impliziert die Oxidation von
Mischkost [156].

Der Energieverbrauch (EE) [kcal/h/kg] wurde mit der Weir Formel errechnet: EE = (3,91
X Vo2) + (1,10 x Vco2) [155]. Der Faktor uN steht flr urinary nitrogen [g/day], welcher

in der Berechnung vernachlassigt werden kann [155]. Die ermittelten EE-Werte wurden
mit der Magermasse (lean body mass) normiert, um maoglichen Confoundereinfluss

durch abweichende Korpergewichte oder Magermassen zu vermeiden [154].

2.2.4 Bestimmung Fettmasse (NMR)

Die nicht-invasive Bestimmung des Korperfettanteils der einzelnen, narkotisierten
Versuchstiere erfolgte mit Hilfe von nuclear magnetic resonance (NMR) [157]. Hierzu
wurde das Minispec MQ10© von Bruker Corporation (Billerica, Masschusetts, USA)

benutzt.

2.2.5 RNA Praparation aus epidydimalem Fett

Es wurden 100 mg epidydimales Fettgewebe von den Mausen abgewogen und in 1 ml
Qiazol® Lysis Reagent homogenisiert. Hierzu wurde der Tissue Homogenizer PT 2100
von Polytron® verwendet.

Die RNA-Praparation wurde mit Hilfe vom RNeasy® Mini Kit (250) von Qiagen
durchgefuhrt. Zunachst wurden die Proben in entsprechenden Eppendorf Tubes®

kurzzeitig in flussigem Stickstoff eingefroren und bis zur Komplettierung aller Proben bei
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-80°C gelagert. Nach Vorbereitung aller Proben wurden diese aufgetaut, mittels Vortex
erneut homogenisiert und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Jetzt wurden
200 pl Chloroform zu jeder Probe hinzugegeben und anschlieRend fur erneute 10
Sekunden auf dem Vortex durchmischt. Nach 2-3 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Proben fur 15 Minuten bei 4°C und einer Geschwindigkeit
von 15000 rpm zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurde ein Mastermix aus anfangs
aufgeloster DNase-Stock-Solution und RDD-Puffer fur alle Proben hergestellt, das heif3t
10 pl DNase — 70 pl RDD pro Probe. Nach sanftem Schwenken und kurzer
Zentrifugation wurde der Mastermix auf Eis gelagert. Nun wurden die zentrifugierten
Proben entnommen und der fliissige Uberstand vorsichtig in 200 ul Schritten
abpipettiert und in ein neues Eppendorf Tube® Uberfuhrt, insgesamt ca. 600 pl. Hierzu
wurden dann ca. 600 pl Ethanol hinzugegeben und auf dem Vortex gemischt. Hiervon
Uberfuhrten wir 700 pl ins RNeasy-Mini-Spin-Filter-Eppendorf und zentrifugierten bei
10000 rpm fur 15 Sekunden. Das Filtrat wurde verworfen. Dieses Prozedere wurde fur
das initial verbliebene Probenvolumen wiederholt. Jetzt erfolgte die Zugabe von 350 pl
RW1-Puffer, anschlie3end erneutes Zentrifugieren bei 10000 rpm fur 15 Sekunden und
Verwerfen des Filtrats. Von dem bereits hergestellten DNase-RDD-Mastermix wurden
nun 80 pl direkt auf die Membran hinzugegeben. Nach 15-mindtiger Inkubation bei
Raumtemperatur erfolgten einige Waschschritte. Zunachst 500 yl RW1-Puffer mit
anschlielRendem Zentrifugieren bei 10000 rpm fur 15 Sekunden, dann Wiederholen mit
500 pl RPE-Puffer. Die resultierenden Filtrate wurden jeweils verworfen. Der letzte
Schritt mit 500 yl RPE-Puffer wurde wiederholt, wobei das Zentrifugieren fur 2 Minuten
durchgefuhrt wurde. Nach Verwerfen des Filtrats erfolgte eine Trockenzentrifugation bei
10000 rpm far 1 Minute. Der Membranfilter wurde in ein neues 1,5 ml Qiagen-
Eppendorf® gesetzt. Dann wurden 40 pl RNase-freies Wasser direkt auf die Membran
gegeben, fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und fur 1 Minute bei 10000 rpm
zentrifugiert. Das Filtrat wurde erneut auf die Membran gegeben und die Prozedur
wiederholt. Die RNA-Proben wurden bei -80°C gelagert.

2.2.6 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Konzentration [ng/pl] der RNA-Proben wurde mit Hilfe eines NanoDrop
Spektrophotometers© von Thermo Scientific Incorporation (Waltham, Massachusetts,
USA) und deren Anleitung durchgefuhrt.
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2.2.7 Reverse Transkription zur cDNA-Synthese

Die reverse Transkription ermoglicht die Synthese von complementary DNA (cDNA)
aus RNA. Die reverse Transkriptase des avian myeloblastosis virus (AMV) ist ein
heterodimeres Protein und 170 kDa grof3. Es besitzt eine intrinsische RNAse H
Aktivitat, die imstande ist RNA/DNA Hybride zu trennen und RNA zu zerstoren.
Deswegen wird die AMV-RT wird in der Regel fur relativ kurze RNAs (< 5 kb)
eingesetzt. Die reverse Transkriptase des moloney murine leukemia virus (M-MLV)
besitzt keine intrinsische RNAse H Aktivitat und wird deswegen fur die Transkription
langer RNAs bevorzugt eingesetzt. Das cDNA Produkt dient anschliel3end als Vorlage
(Template) fur eine Polymerasekettenreaktion (PCR = polymerase chain reaction)

[158]. Unser Protokoll war wie folgt:

1. 1 yg mRNA-Probe (in dd H,O zum 37 pl Gesamtvolumen) wurde mit 1 ug
Random-Primern (1 pl) fir 5 Minuten bei 70°C denaturiert.

2. Anschliel®end erfolgte eine Abkiuhlung auf Eis fur 5 Minuten. Danach wurden 12
ul eines Master Mixes (s. Tabelle 5 fur die Zusammensetzung) zu einem

Gesamtvolumen von 50 pl (MRNA Konzentration 20 ng/ul) hinzugeflgt.

0,5 pl | RNAsIn
10 pl | 5x first strand buffer (250 mM Tris-HCI pH 8,3; 375 mM KCI; 15 mM
MgClz)

1l 10 mM dNTP-Mix
0,5 yl | M-MLV RT RNase H Minus

Tabelle 5 Master Mix (MM) fur die Reverse Transkription zur cDNA-Synthese

3. AbschlieRend erfolgte die Inkubation fur 1 Stunde bei 37°C. Fir die cDNA
Analyse mittels PCR erfolgte eine 1:4 Probenverdinnung durch dd H>O zu einer

Endkonzentration von 5 ng/ul.

2.2.8 Das Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die klassische Polymerasekettenreaktion - ,polymerase chain reaction“ (PCR) — dient
zum qualitativen Nachweis von selektiver DNA oder mRNA. Dieses gelingt durch eine

massive Vermehrung (Amplifikation). Weil die exponentielle Amplifikation bis zu 10° M
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mathematischen Gesetzmaligkeiten folgt erscheint eine Quantifizierung der
nachgewiesenen DNA bzw. mRNA prinzipiell moglich zu sein. Aufgrund von
Storanfalligkeiten durch technische Gegebenheiten ist die klassische PCR nicht die
Methode der Wahl zur Quantifizierung von nachgewiesener DNA oder mRNA.

Ein Standardprotokoll fur eine PCR ist in Abbildung 8 graphisch dargestellt. Hierfur wird
eine thermostabile DNA-Polymerase (Tag-Polymerase aus dem thermophilen
Eubakterium Thermus auqaticus ohne zusatzliche 3’-5’-Exonukleaseaktivitat bzw. einer
proofreading Aktivitat), ein wenig Ausgangs-DNA (template), zwei Oligonukleotidprimer
(forward, reverse), Puffer, Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP) und eine PCR-
Maschine (Thermocycler) bendtigt. Zuerst werden die Proben in der sogenannten
Denaturierungsphase bei 94°C kurz erhitzt. Hier trennen sich die einzelnen Template-
bzw. DNA-Strange voneinander, um anschliel3end bei 55°C in der Annealingphase mit
den im massiven Uberschuss vorhandenen Oligonukleotidprimern zu hybridisieren. Die
Temperatur wird dann fur den Einsatz der Tag-Polymerase erneut auf 72°C erhoht.
Dieses Enzym komplementiert die einzelnen DNA-Hybridstrange. Idealerweise sollte am

Ende eines solchen Zyklus die Ausgangs-DNA verdoppelt sein [158].

3 5
5 3
Denaturierung bei 94°C
3 I l 5
} | 1 .

Annealing bei 54°C (Hinzugabe von Primern)

Elongation bei 72°C (durch die Tag-Polymerase)
3¢ 5°
5¢ 3¢
5° 3°

Abbildung 8 Standardprogramm der klassischen quantitativen PCR schematisch dargestellt.
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2.2.9 Quantitative real time PCR (QRT-PCR)

Im Gegensatz zur klassischen PCR ermdglicht die quantitative real time PCR (qRT-
PCR) sowohl absolute als auch relative Quantifizierungen von nachgewiesener DNA.
Das grundlegende Prinzip ist eine Fluoreszendetektion unter Echtzeitbeobachtung.
Hierzu existieren diverse methodische Variationen. Wir benutzten den Farbstoff
Sybrgreen®, welcher sich in die dsDNA-Produkte interkaliert. Die gemessene
Fluoreszenzintensitat, die folglich mit jedem Zyklus zunimmt, korreliert idealerweise mit
der vorliegenden DNA-Menge. Die eigentliche Quantifizierung erfolgt jedoch nicht durch
die absolute Menge des PCR-Produkts, sondern durch die Amplifikationsrate. In der
intialen PCR Phase kommt es zu einer exponentiellen Amplifikation der DNA, die sich im
weiteren Verlauf einer linearen Funktion nahert und schlie3lich stagniert. Der Cr-Wert
(cycle threshold) entspricht der Zykluszahl mit dem ersten Fluoreszenzsignal, welcher
sich eindeutig vom Hintergrund abhebt. Wird diese Prozedur fur definierte DNA-
Templatemengen durchgefuhrt und tragt man anschlieBend die ermittelten Cr-Werte
gegen den Logarithmus der anfangs eingesetzten DNA-Mengen auf, so erhalt man eine
Standardkurve, die Ruckschluss auf die ursprunglich vorhandene DNA-Menge erlaubt
(absolute Quantifizierung) [158]. Dem gegenuber gestellt ist die relative Quantifizierung
anhand der AACt-Methode nach Livak (s. Methoden 2.2.11 fur Details) [159].

2.210 Standard Real-Time PCR Reaktionsansatz:

12,5 ul | 2x Mastermix (mit SYBR® Green, Applied Biosystems)
0,3 ul 20 uM Forward-Primer
0,3 ul 20 uM Reverse-Primer

- Plus ddH,0 ad 20 ul Gesamtvolumen.
- +~5ng cDNA
- Endglultiges Gesamtvolumen pro Probe: 25 ul
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2.2.11 Analyse der qRT-PCR Ergebnisse mit AAC;-Methode

Die qRT-PCR ermdglicht eine absolute und eine relative Quantifizierung der gesuchten
DNA-Spuren. Bei unseren Genexpressionsanalysen mittels qRT-PCR fuhrten wir die
relative Quantifizierung mittels der AACr-Methode nach Livak durch [159]. Das Ziel
dieser Auswertung ist die Beurteilung einer relativen Genexpressionsanderung infolge
einer spezifischen Behandlung [159]. Eine essenzielle Voraussetzung hierfur ist das
Vorliegen eines housekeeping Gens (interne Kontrolle) mit einer konstanten, stabilen
Expression [159]. Dann erfolgt die Normierung des Cr-Wertes des Zielgens jeweils mit
und ohne Therapie mit dem Ct-Wert des housekeeping Gens der Wahl: mitochondriale
Untereinheit 18s [159]. Die Anderung der relativen Genexpression als Form der
relativen Quantifizierung infolge einer medikamentésen Behandlung errechnet sich
schlieRlich durch die 2**°T Formel [159]. Im folgenden sind die wesentlichen Schritte
der AACt-Methode nach Livak aufgelistet [159].

» AACt = ACt (behandelte Probe) — ACt (unbehandelte Probe)

» ACT (Probe) = AC+ (Zielgen) — ACt (housekeeping Gen)

» AACt = [ACy (Zielgen, behandelt) — ACt (housekeeping Gen, behandelt)] — [ACt
(Zielgen, unbehandelt) - ACt (housekeeping Gen, unbehandelt)]

o Relative Genexpression (fold change) = 22T

2.2.12 Protokoll fiir Proteinbestimmung aus organischen Geweben

Zunachst wurde das epidydimale Fettgewebe aus den Versuchstieren chirurgisch
entnommen. Anschliellend wurde das Fettgewebe in 10 mg Stlcke geteilt und in einem
Eppendorf® Tube mit flussigem Stickstoff zur Lagerung eingefroren. In diesem
gefrorenem Zustand wurde das Fettgewebe zermdrsert und in neue 2 ml Eppendorf®
Tubes Uberfuhrt und stets auf Eis gelagert. Nun wurden dem homogenisierten
Fettgewebe 500 ul RIPA-Puffer hinzugegeben und mit Hilfe des Sonofikators fur 30
Sekunden zusatzlich homogenisieren. Dann wurden alle Proben fur 30 — 60 Minuten
auf Eis inkubiert, wobei streng geachtet wurde, dass alle 10 Minuten eine kurze Re-
Mischung auf dem Vortex durchgefuhrt wurde. AnschlieRend wurden die Proben fur 30
Minuten bei 4°C und 13000 rpm zentrifugiert. Die Uberstéande wurden in neue 1,5 ml
Eppendorf® Tubes {berfiihrt und bei -20°C gelagert.
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2.213 Statistik

Die statistische Auswertung und Untersuchung auf Signifikanz erfolgte eigenstandig mit
Graphpad Prism 6®. Wenn nicht explizit aufgefuhrt bzw. erwahnt, dann wurde in der
Regel bei Vorliegen von 2 unabhangigen Variablen eine 2-faktorielle Analyse der
Varianz (2-way ANOVA) durchgefuhrt. Bei Vorliegen eines signifikanten Unterschiedes
zwischen 2 Gruppen im 2-way ANOVA wurde anschlielRend ein posthoc Bonferroni Test
zur Adjustierung des Signifikanzniveaus der Subgruppenanalyse (multiple
Paarvergleiche) durchgefuhrt. Analog hierzu wurde bei nur einer unabhangigen
Variable die 1-faktorielle Analyse der Varianz (71-way ANOVA) durchgefuhrt. Das
Signifikanzniveau o wurde auf 0,05 gesetzt. Ein p-Wert < 0,05 wurde somit als
statistisch signifikant determiniert. Die Mittelwerte wurden mit dem jeweiligen
Standardfehler (+SEM) graphisch dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Zucht von FKO-Mausen ohne fettgewebsspezifisches PPARy

Wie bereits im Methodenabschnitt 2.2.1 beschrieben wurden zunachst mit Hilfe der
Cre/loxP-Technologie FKO-Mause (functional knockout) ohne fettgewebsspezifisches
PPARy generiert. Siehe Abbildung 6 fur Details der 6 resultierenden Genotypen.

Hiervon wurden folgende 2 Genotypen fur diese tierexperimentelle Studie benutzt:

» WT (Wildtyp) = PPARY fl/fl Cre” Cre’
> FKO (functional knockout) = PPARYy fl/fl Cre” Cre*

Nach 5 Wochen Fatterung mit entweder fettarmer LFD (10 % kcal Fett) oder fettreicher
HFD (60 % kcal Fett) [151] Spezialnahrung erfolgte die Randomisierung der HFD
Mause in 4 Gruppen (keine Behandlung, Vehikel, Telmisartan, Pioglitazon) fur 4 weitere
Wochen. Dann erfolgte die tierschutzgerechte Totung der Tiere zur metabolischen
Charakterisierung (s. Methoden 2.2.2). Die epidydimalen Fettpolster (WAT), beide
Nieren inklusive Fettkapsel (WAT) und die Leber wurden chirurgisch entfernt. In
Abbildung 9 A sind exemplarisch die Organe einer WT- und FKO-Maus gegenuber
gestellt. Die perirenalen Fettkapseln der FKO-Maus imponierten nahezu atroph. In
ahnlicher Weise waren die epidydimalen Fettpolster der FKO-Maus sichtbar
unterentwickelt. Des Weiteren war ein farblicher Unterschied zwischen den
epidydimalen Fettpolstern der FKO- und WT-Maus zu erkennen. Die epidydimalen
Fettpolster der FKO-Maus waren gelblich-braun und die der WT-Maus weil3lich. Die
Leber der FKO-Maus war dagegen makroskopisch grof3er. Zudem glanzte die
Oberflache des Leberparenchyms der FKO-Maus und war farblich heller.
Anschliel3end wurde die Deletion des fettgewebsspezischen PPARy-Gens durch eine
Quantifizierung der PPARy-mRNA Expression im weil3en Fettgewebe (WAT) Uberpruft.
In Abbildung 9 B sind die qRT-PCR Ergebnisse in Form eines Balkendiagramms
zusammenfassend dargestellt. Die PPARy-mRNA-Expression im WAT der FKO-Mause
war signifikant geringer als im WAT der WT-Mause (p < 0,05; 2-tailed Student T-Test).

Die verbliebene Restexpression bis zu 20 % erklart sich am ehesten durch die
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Anwesenheit anderer Zelltypen im WAT mit PPARy-mRNA Expression: wie z. B.
Endothelzellen, Immunzellen, Fibroblasten, Praadipozyten, Stammzellen [3].
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Deletion des fettgewebsspezifischen
PPARy-Gens mittels der Cre/loxP-Technologie erfolgreich war.

WT Vehicle FKO Vehicle

-— =

by D o] o N

o o o o o
L

Relative PPARy mRNA Expression
(% von WT Vehikel Kontrolle)

N
o

WT FKO

Abbildung 9 A Phanotypische Gegeniberstellung von 2 epidydimalen Fettpolstern (WAT), zwei Nieren
mit perirenaler Fettkapsel (WAT) und Leber von einer Wildtyp (WT) und fettgewebsspezifischer PPARYy
knockout Maus (FKO). B Relative PPARy-mRNA Expression von Wildtyp (WT; N = 6) und
fettgewebsspezifische PPARy knockout Mausen (FKO; N = 5) normiert mit der WT-Vehikelkontrolle. LFD
= low-fat diet; HFD = high-fat diet. Relative PPARy-mRNA Expression mit Vehikelbehandlung: * p < 0,05
vs. WT-HFD Vehikel Maus (2-tailed Student T-Test).
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3.2 Telmisartan ohne Effekt auf das Kérpergewicht von FKO-Mausen

Das durchschnittliche Ausgangsgewicht der WT-Mause betrug 34,1 g + 0,47 (s.
Abbildung 10). Nach 1 Woche fettreicher HFD-Nahrung konnte eine durchschnittliche
Gewichtszunahme von ca. 4,5 g gemessen werden. Nach 5 Wochen erreichten die WT
Mause durchschnittlich Maximalgewichte von 48,3 g + 0,69.

Das durchschnittliche Ausgangsgewicht der WT-Mause mit fettarmer LFD-Nahrung war
ahnlich: 34,99 g £ 1,018. Aber nach 5 Wochen hatten diese Tiere lediglich ein
durchschnittliches Maximalgewicht von 37,08 g + 0,486 erreicht. Die HFD-bedingte
Korpergewichtszunahme von den WT-Mausen zeigte sich im Vergleich zu den LFD
gefutterten WT-Mausen hoch signifikant (p < 0,01).

Das durchschnittliche Ausgangsgewicht der FKO-Mause betrug ebenfalls ca. 34,6 g +
0,346. Nach 1 Woche HFD-Futterung nahmen diese Tiere lediglich etwa 1,2 g zu. Nach
5 Wochen wurde immerhin ein durchschnittliches Maximalgewicht von 38,3 g +0,389
erreicht, welches im Vergleich mit dem durchschnittlichen Maximalgewicht der WT
Mause nach 5 Wochen HFD-Futterung signifikant kleiner war (p < 0,01).

Eine Behandlung mit Telmisartan zeigte weder bei WT- noch bei FKO-Mausen einen
signifikanten Effekt auf das Korpergewicht. Dagegen waren WT-Mause am Ende einer
Pioglitazonbehandlung signifikant schwerer als zu Beginn der Behandlung (p < 0,05).
Allgemein waren alle WT-Mause, unabhangig von einer Behandlung (Vehikel,
Telmisartan, Pioglitazon) hoch signifikant schwerer als die analogen FKO-Mause (p <
0,001).

Zusammenfassend zeigte sich bei WT- und FKO-Mausen eine HFD-induzierte
Korpergewichtszunahme, wobei die WT-Mause signifikant mehr zunahmen als die
analogen FKO-Mause. Des Weiteren zeigte eine Behandlung mit Telmisartan weder bei

den WT- noch bei den FKO-Mausen einen signifikanten Effekt auf das Korpergewicht.
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Abbildung 10 A lllustration der Korpergewichtsentwicklung [g] von Wildtyp (WT) und
fettgewebsspezifische PPARy knockout (FKO) Mausen unter HFD- oder LFD-Futterung und Uber einen
Zeitraum von 5 Wochen. HFD = high-fat diet. LFD = low-fat diet. * p < 0,01 vs. WT-LFD, # p < 0,01 vs.
WT-HFD Vehikel, ° p < 0,01 vs. FKO-HFD. B Durchschnittliches Kdrpergewicht (BW = body weight) [g +
SEM] vor und nach Behandlung mit Vehikel, Telmisartan und Pioglitazon . * p < 0,01; WT Mause
signifikant schwerer als die FKO Mause unabhangig von der medikamentosen Behandlung (Vehikel,
Telmisartan, Pioglitazon). # p < 0,05 vs. begin of treatment.
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3.3 Telmisartan ohne Effekt auf HFD-induzierte Adipositas bei FKO-
Mausen
Bei der Untersuchung des Korpergewichts von WT- und FKO-Mausen zeigte sich
bereits unter fettreicher Erndhrung eine signifikante Korpergewichtszunahme (s.
Ergebnisse 3.2). Zur Klarung einer HFD-induzierten Adipositas wurden jeweils die Fett-
und Magermassen [g] der Versuchstiere mittels nuclear magnetic resonance (NMR)
[157] differenziert bestimmt (s. Abbildung 11).
Erwartungsgemal wurden bei den FKO-Mausen signifikant kleinere Fettmassen als bei
den WT-Mausen gemessen (p < 0,05). Telmisartan behandelte FKO-HFD Mause hatten
die kleinste Fettmasse (5,491 g £ 0,305), wogegen Pioglitazon behandelte FKO-HFD
Mause die grote Fettmasse (6,858 g + 0,597) besallen. Weder die fettreiche HFD-
Nahrung noch die Behandlungen mit den gewahlten Testsubstanzen (Vehikel,
Telmisartan, Pioglitazon) zeigten bei FKO-Mausen einen signifikanten Effekt auf das
Fettgewebsgewicht.
WT-HFD Mause entwickelten, verglichen mit WT-LFD Mausen, signifikant grol3ere
Fettmassen (p < 0,05). Aber auch bei WT-Mausen zeigte keiner der genannten
Behandlungen einen signifikanten Effekt auf die Fettmasse. Im Gegensatz zu den FKO-
Mausen wurde die durchschnittlich grof3te Fettmasse bei Pioglitazon behandelten WT-
Mausen gemessen (24,030 g £ 1,157).
Die Magermassen (Korpergewicht ohne Fettmasse) der Tiere rangierten zwischen
22,745 g + 0,545 und 27,617 g £ 0,442. Zwischen den einzelnen Versuchsgruppen der
WT-Mause lie3en sich keine signifikante Unterschiede nachweisen.
FKO-HFD Mause, die eine Telmisartanbehandlung erhalten hatten, besalien
durchschnittlich grolRere Magermassen (p < 0,05) als deren respektiven WT-HFD
Mause: WT-HFD Telmisartan 25,067 g + 0,758 vs. FKO-HFD Telmisartan 27,325 g +
0,592; p < 0,05. Ahnliches zeigte sich bei den MA&usen, die lediglich Vehikel als
Behandlung erhalten hatten: WT-HFD Vehikel 24,646 g £ 0,641 vs. FKO-HFD Vehikel
27,617 g £ 0,442; p < 0,05.
Zusammenfassend konnten wir in unseren FKO-Mausen keine HFD-induzierte
Adipositas nachweisen. Eine Behandlung mit Telmisartan oder Pioglitazon blieb bei
WT- und FKO-Mausen ohne signifikanten Effekt.
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Abbildung 11 A NMR Bestimmung der Fettmassen [g] (Mittelwert £ SEM) [157]. WT = Wildtyp, FKO =
fettgewebsspezifischer PPARYy functional knockout, HFD = high-fat diet, LFD = low-fat diet. Behandlung
der HFD Mause mit Vehikel, Telmisartan und Pioglitazon. * p < 0,005 WT vs. FKO Mause. > ® p < 0,05
vs. WT-LFD Mause. B Analoge Analyse des Magermassen [g] (lean mass). “p < 0,05 FKO-HFD Vehikel
vs. WT-HFD Vehikel. ° p < 0,05 FKO-HFD Telmisartan vs. WT-HFD Telmisartan. * b p < 0,05 vs. FKO-
LFD.
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3.4 Telmisartan ohne Effekt auf die Nahrungsaufnahme von FKO-Mausen
Die Nahrungsaufnahme [g/Tag] der Versuchstiere wurde in Abbildung 12 im
Balkendiagramm zusammengefasst. Hier fallt auf, dass WT-HFD Mause signifikant
weniger Nahrung aufnahmen als WT-LFD Mause (p < 0,001; 1-way ANOVA Tukey’s
Multiple Comparison Test). Ahnliches konnte bei den FKO-M&usen beobachtet werden,
jedoch ohne statistische Signifikanz.

Des Weiteren wurde beobachtet, dass FKO-HFD Mause nach erfolgter
Vehikelbehandlung deutlich mehr Nahrung futterten als die respektiven WT-HFD
Mause. Diese Differenz war jedoch statistisch nicht signifikant. Allgemein zeigte sich fur
die fettgewebsspezifische PPARy Gendeletion (FKO) keinen signifikanten Einfluss auf
die Nahrungsaufnahme. Eher scheint die Zusammensetzung der Spezialnahrung (HFD,
LFD) eine groRere Rolle zu spielen. Demnach futterten FKO-LFD Mause deutlich mehr
als FKO-HFD Mause, und das unabhangig von einer Therapie (Vehikel, Telmisartan,
Pioglitazon). Die grolRere Futteraufnahme der FKO-LFD M&use war jedoch statistisch
nicht signifikant (p < 0,05). Korrespondierend hierzu futterten WT-LFD Mause signifikant
mehr als die WT-HFD Mause, und das ebenfalls unabhangig von der Therapie.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass weder fur die fettgewebsspezifische PPARYy
Gendeletion noch fur die Behandlung mit Telmisartan signifikante Effekte auf die
Nahrungsaufnahme der Mause nachgewiesen werden konnten. Vielmehr zeigen unsere
Daten, das die Zusammensetzung der Nahrung die Menge der Nahrungsaufnahme

beeinflussen.
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Abbildung 12 Nahrungsaufnahme [g/Tag] der Versuchstiere in Abhangigkeit von Nahrung (LFD = low-fat
diet; HFD = high-fat diet) und Behandlung (Veh = Vehikel, Telmi = Telmisartan, Pio = Pioglitazon).
Graphische Darstellung von Mittelwert + SEM. ® p < 0,01 vs. WT-LFD Mause.
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3.5 Telmisartan ohne Effekt auf den Energieverbrauch von FKO-Mausen
Mause sind bekanntermalien nachtaktive Tiere und schlafen tagsiber. Gemafll dem
naturlichen zirkadianen Rhythmus zeigten alle Tiere wahrend der Nachtphase (18 h — 6
h) einen hoheren Energieverbrauch (EE). Aber interessanterweise waren die erhohten
EE-Werte zur Nacht nur bei WT-LFD Mausen, FKO-LFD Mausen und WT-HFD
Mausen, die eine Pioglitazonbehandlung erhalten hatten, signifikant (s. Abbildung 13)
(p < 0,05). Des Weiteren wurde gezeigt, dass die fettreiche HFD-Nahrung bei den
betroffenen Tieren mit einem geringeren Energieverbrauch assoziiert war. Alle FKO-
Mause verbrauchten, unabhangig von einer Behandlung mit Vehikel, Telmisartan oder
Pioglitazon, signifikant mehr Energie als die respektiven WT-Mause. Die Behandlung
mit Telmisartan resultierte zwar in einem erhdhten Energieverbrauch fur WT- und FKO-
Mause, aber dieser Trend war statistisch nicht signifikant.

Zusammenfassend verbrauchten FKO-Mause ohne fettgewebsspezifischen PPARYy
signifikant mehr Energie als WT-Mause. Eine Behandlung mit Telmisartan zeigte bei
beiden, WT und FKO Mausen, tendenziell gesteigerten Energieverbrauch, aber ohne

statistische Signifikanz.
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Abbildung 13 Energieverbrauch [kcal/h/kg Kérpergewicht] von WT- und FKO-LFD M&usen, WT- und
FKO-HFD Méausen nach jeweiliger Substanzbehandlung (Vehikel, Telmisartan, Pioglitazon). Mittelwerte +
SEM im Balkendiagramm. * p < 0,05 WT Subgruppen vs. jeweils respektive FKO Gruppen, *™ p < 0,05
vs. Nachtphase (18h-6h)
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3.6 Telmisartan ohne Effekt auf die Locomotor Activity von FKO-Mausen
Ahnlich wie beim Energieverbrauch (s. Ergebnisse 3.5) folgten die Versuchsmause
ihrem naturlichen zirkadianen Rhythmus und waren nachts (18h — 6h) deutlich aktiver
als tagsuber (s. Abbildung 14). Lediglich bei den Pioglitazon behandelten FKO Mausen
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Bewegungsaktivitat (locomotor
activity) wahrend des Tages und der Nacht.

Des Weiteren wurde beobachtet, dass FKO-Mause deutlich nachtaktiver waren als WT-
Mause. Dagegen waren WT-HFD Mause nachts signifikant bewegungsarmer als WT-
LFD Mause (p < 0,001). Zudem waren WT-HFD Mause allgemein trager als WT-LFD
Mause. Die Behandlung mit Telmisartan oder Pioglitazon flhrte zu keiner signifikanten
Bewegungssteigerung.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass FKO-Mause ohne fettgewebsspezifischen
PPARYy eine grof3ere Bewegungsaktivitat (locomotor activity) als WT-Mause zeigten.
Zudem erscheint die fettreiche HFD-Nahrung bei FKO- und WT-M&usen zu einer

Aktivitatsminderung zu fuhren.
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Abbildung 14 Die Bewegungsaktivitat (locomotor activity) der Mduse wurden mit einem metabolischen
Kéfigystem erfasst. Hier wurden die Unterbrechungen des Infrarotlichts Uber 2 Zeitintervalle registriert
(Tagphase 6 — 18 Uhr, Nachtphase 18 — 6 Uhr). Die Testsubstanzen (Vehikel, Telmisartan, Pioglitazon)
wurden nur an HFD-M&use verabreicht. Graphische Darstellung von Mittelwerten + SEM. h p < 0,05 vs.
Tag-/Nachtphase. *p < 0,05 vs. WT-HFD Mause, ***' p < 0,05 vs. WT Mause.
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3.7 Telmisartan ohne signifikanten Effekt auf respiratorischen Quotienten
Der durchschnittliche respiratorische Quotient (RQ) fur WT- und FKO-Mause mit
fettreicher HFD-Nahrung (60 % kcal Fett) entsprach einer Oxidation von Mischkost (s.
Abbildung 15) [151]. Die fettarme LFD-Nahrung beinhaltete 10 % kcal Fett und 70 %
kcal Kohlenhydrate [152]. Aufgrund des hohen Kohlenhydratanteils resultierte somit die
Verfutterung dieser Spezialnahrung in hoheren RQ-Werten. Eine Behandlung mit
Telmisartan zeigte weder bei WT- noch bei FKO- Mausen signifikante Effekte.
Zusammenfassend beeinflusste die Zusammensetzung der Nahrung (HFD vs. LFD)

und nicht die Behandlung mit Telmisartan mafgeblich den RQ-Wert.
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Abbildung 15 Der respiratorische Quotient (RQ) errechnet sich aus der produzierten
Kohlenstoffdioxidmenge (Vco) geteilt durch die verbrauchte Sauerstoffmenge (Voy). Die RQ-Werte
wurden pro Gruppe zwischen Tag- und Nachphase unterteilt. #p < 0,05 WT vs. FKO. WT = Wildtyp; FKO
= functional knockout.
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3.8 Telmisartan ohne Effekt auf die Glukosetoleranz in FKO-Mausen

Der Effekt von Telmisartan auf die Glukosetoleranz von FKO-Mausen ohne
fettgewebsspezifischen PPARy wurde mittels oralen Glukosetoleranztest (OGTT)
untersucht. Hierbei ~wurde den  Versuchsmausen eine konzentrierte
Zuckerwasserlosung zum Trinken verabreicht. Anschlielend erfolgten in 15-Minuten
Takten bis zur 150. Minute Blutentnahmen aus der Schwanzvene zur Bestimmung der
Plasma-Glukosekonzentrationen (Abbildung 16).

WT-LFD Mause zeigten die beste Glukosetoleranz. Bereits zu Beginn des Tests hatten
diese Tiere verglichen mit den WT-HFD Vehikel Mausen einen signifikant niedrigeren
Nuchternglukosewert (130,3 mg/dl vs. 193,1 mg/dl; A 62,88 mg/dl; p < 0,05). Nach 2 h
waren bei den WT-LFD Ma&usen nahezu normalisierte Plasma-Glukosewerte (171
mg/dl) zu messen.

WT-HFD Mause konnten dagegen weiterhin pathologisch erhohte Plasma-
Glukosewerte gemessen werden. Der Unterschied zu den WT-LFD Mausen war
signifikant (p < 0,05). Eine Behandlung der WT-HFD Mause mit Pioglitazon oder
Telmisartan fuhrte zu einer signifikanten Verbesserung der Glukosetoleranz (p < 0,05).
Uber den gesamten Zeitraum zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
Telmisartan und Pioglitazon.

Analog zu den WT-Mausen hatten FKO-LFD Mause die beste orale Glukosetoleranz.
Interessanterweise zeigten FKO-HFD Mause mit Telmisartanbehandlung die
schlechteste Glukosetoleranz, jedoch ohne statistische Signifikanz. Es fand sich
ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen FKO-LFD, FKO-HFD Pioglitazon und
FKO-HFD Vehikel Mausen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass orale Glukosetoleranz der WT-Mause unter
LFD-Futterung signifikant besser war als unter HFD-Futterung. Eine Behandlung mit
Telmisartan oder Pioglitazon verbesserten die orale Glukosetoleranz der WT-Mause.
Bei den FKO-Mausen konnte weder nach Telmisartan- noch nach
Pioglitazonbehandlung ein signifikant positiver Effekt auf die Glukosetoleranz
beobachtet werden. Im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen zeigten FKO-HFD
Mause nach einer Telmisartanbehandlung tendenziell die schlechteste

Glukosetoleranz.
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Abbildung 16 A Oraler Glukose Toleranz Test (OGTT) Uber Zeit (150 Minuten). Hierzu korrelierend die
AUC (area under the curve) von den OGTT Kurven als Expression der Glukose Abweichung in Prozent
von Vehikel behandelten Mausen. WT Mause: * p < 0,05 vs. WT-Vehikel (1-way ANOVA, Tukey’s
multiple comparisons test). B FKO Mause: * p < 0,05 vs. FKO Vehikel Mause (7-way ANOVA, Tukey’s
multiple comparisons test). Kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen AUC-Werten.
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3.9 Telmisartan ohne Effekt auf GLUT4-mRNA Expression in FKO Mausen
Wie bereits in der Einleitung 1.12 erlautert wird der Glukosetransporter GLUT4 durch
PPARYy reguliert [99]. Wir untersuchten somit auf mMRNA-Ebene den Effekt von
Telmisartan auf die GLUT4-mRNA Expression im epidydimalen Fettpolster in
Abwesenheit vom fettgewebsspezifischen PPARy. Die Ergebnisse sind in Form eines
Balkendiagramms in Abbildung 17 zusammenfassend dargestellt.

Analog zu den PPARy-mRNA Expressionsdaten (s. Ergebnisse 3.1) zeigten FKO-
Mause eine deutlich geringere GLUT4-mRNA Expression als die respektiven WT-
Mause. Im Vergleich zu den LFD-Mausen zeigte sich auch diese geringere GLUT4-
MRNA Expression bei allen HFD-Mausen. Eine Behandlung mit Telmisartan oder
Pioglitazon fuhrte zu keiner signifikanten Steigerung der GLUT4-mRNA Expression.
Zusammenfassend Iasst sich sagen, dass eine Behandlung mit Telmisartan zu keiner
signifikanten Steigerung der GLUT4-mRNA Expression im epidydimalen Fettgewebe
fuhrt.
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Abbildung 17 Relative mRNA-Expressionen von GLUT4 in WT- und FKO-Mausen als Mittelwerte =
SEM: p < 0,05 vs. WT-LFD; abe g FKO-LFD, p < 0,05. Nur HFD-Mause wurden mit Vehikel,
Telmisartan oder Pioglitazon behandelt.
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4 Diskussion

4.1 Klinische Hinweise fiir metabolische Effekte von Telmisartan

Interessanterweise konnte in einer Meta-Analyse von 2012 gezeigt werden, dass eine
antihypertensive Therapie mit ATi-Rereptorantagonisten - Candesartan, Losartan,
Valsartan - zur signifikanten Inzidenzsenkung eines Diabetes mellitus Typ 2 fuhrte
[160]. Ahnliche metabolische Effekte konnten insbesondere fiir Telmisartan, einem
weiteren  AT-Rereptorantagonisten, gezeigt  werden. So  wurden bei
Bluthochdruckpatienten mit Diabetes mellitus Typ 2 unter Telmisartantherapie (taglich
40 mg oral) signifikant reduzierte Plasmakonzentrationen von Gesamtcholesterinen,
low-density Lipoproteinen und Triglyzeriden gemessen [161]. Aullerdem konnte man
bei Bluthochdruckpatienten mit Diabetes mellitus Typ 2 eine Reduktion der Plasma-
Glukosekonzentration mit gleichzeitiger Steigerung der Plasma-
Adiponektinkonzentration messen [162]. Insulinsensibilisierende Effekte von
Telmisartan konnten insbesondere bei Patienten mit den klassischen Risikofaktoren
des metabolischen Syndroms gezeigt werden [163, 164]. DarUber hinaus zeigten
Ergebnisse der Multicenter ONTARGET-Studie keinen signifikanten Unterschied
bezlglich der blutdrucksenkenden Potenz von Telmisartan verglichen mit dem ACE-
Inhibitor Ramipril [165]. Andererseits sollte kritisch berucksichtiget werden, dass die
parallel durchgefuhrte TRANSCEND-Studie keine signifikante Pravention des Diabetes
mellitus Typ 2 durch Telmisartan zeigte [166]. Trotz dieser Kontroverse gibt die Summe

der bisherigen klinischen Daten von Telmisartan Hinweise fur metabolische Effekte.

4.2 Telmisartan ohne Effekt auf die Kérpergewichtsentwicklung und HFD-
induzierte Adipositas von FKO-Mausen

Wir stellten uns somit die Frage inwiefern der fettgewebsspezifische PPARYy fur die

zuvor beschriebenen pleiotropen Effekte von Telmisartan eine Rolle spielt. Ergo

untersuchten wir diverse Stoffwechselaspekte im FKO Mausmodell ohne relevante

Expression von fettgewebsspezifischem PPARYy.

Als erstes betrachteten wir die Entwicklung des Korpergewichts bei FKO-Mausen unter

streng kontrollierten Bedingungen, wo unsere Daten zeigen konnten, dass FKO-Mause,
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trotz fettreicher HFD-Nahrung nur eine relativ geringe Korpergewichtszunahme
verzeichneten (s. Abbildung 10). Hieraus lasst sich schlussfolgern, dass durch die
Deletion des fettgewebsspezifischen PPARy-Gens die HFD-induzierte
Korpergewichtszunahme attenuiert wurde. Auch He et al. konnten bereits 2003 im
fettgewebsspezifischen PPARy knockout Mausmodell zeigen, dass diese Tiere unter
HFD-Futterung signifikant weniger an Gewicht zunahmen als die Kontrolltiere [150].
Zidek et al. kamen zu ahnlichen Ergebnissen und erklarten sich die geringere
Korpergewichtszunahme der FKO-HFD Mause durch die signifikant kleinere
Gesamtkorperfettmasse [167]. In Anbetracht dieser Vorarbeiten sollte man annehmen,
dass Telmisartan als partieller PPARy-Agonist [116, 117] ohne fettgewebsspezifischen
PPARy keine signifikanten Effekte auf das Korpergewicht von FKO-Mausen zeigt.
Passend zu dieser Annahme zeigten unsere Daten keine Effekte von Telmisartan auf
das Korpergewicht von FKO-Mausen. Interessanterweise konnten auch keine Effekte
von Telmisartan auf das Korpergewicht von WT-HFD Mausen registriert werden. Daher
stellt sich hier die Frage, ob Telmisartan Uberhaupt das Koérpergewicht von Mausen
beeinflussen kann. Diesbezuglich erscheint die Datenlage kontrovers. Zum Beispiel
konnten Ushijima et al. in adipésen KK-AY/TaJcl Mausen zeigen, dass eine
Telmisartanbehandlung keine signifikanten Auswirkungen auf die
Korpergewichtsentwicklung hatte [168]. Andererseits konnten Schupp et al. zeigen,
dass eine Telmisartanbehandlung in der selben taglichen Telmisartandosis, wie bei
unseren Experimenten (3 mg/kg Korpergewicht) im Adipositasmausmodell signifikant
geringere Korpergewichtszunahmen gemessen wurden [153]. Eine Erklarung liegt
womoglich im unterschiedlichen Versuchsaufbau. Zum Beispiel futterten Schupp et al.
ihre Mause fur 16 Wochen mit HFD-Nahrung (vs. 5 Wochen bei uns), wodurch deren
Tiere ein deutlich hoheres Ausgangsgewicht als unsere Tiere besallen und somit
eventuell nicht wesentlich mehr zunehmen konnten [117]. Au3erdem wurden deren
Mause fur insgesamt 10 Wochen mit Telmisartan behandelt (vs. 4 Wochen bei uns)
[117]. Somit kdnnte man spekulieren, dass eine langere HFD-Futterung mit einer
langeren Telmisartanbehandlung auch bei unseren WT-HFD Mausen in einer
geringeren Korpergewichtszunahme resultieren wurde. Weitere Vorarbeiten von Rong
et al. konnten keine Effekte von Telmisartan auf die Nahrungsaufnahme, Koérpergewicht
und Fettgewebe im murinen Lipodystrophiemodell (A-ZIP/F-1 Mause) zeigen [169]. Die

Daten von Rong et al. implizieren somit die Notwendigkeit von WAT bzw.
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fettgewebsspezifischen PPARy fur die Entfaltung der pleiotropen Effekte von
Telmisartan auf den Stoffwechsel der Versuchstiere. Kamari et al. konnten in
hypertensiven, hyperinsulinamen und hyperlipiddmen Ratten zeigen, dass eine
Behandlung mit Telmisartan deren Korpergewichtszunahme signifikant reduzierte [170].
Konnten diese Effekte von Telmisartan auf das Korpergewicht von Nagetieren auch
PPARy-unabhangig sein? In vitro Daten von Shiota et al. postulieren z. B. einen
PPARy-unabhangigen, metabolischen Effekt von Telmisartan: die Aktivierung des
AMPK-Sirt1 Signalwegs [171]. Oder ist womadglich der Angiotensin Il Typ 1 Rezeptor
involviert? Diesbezuglich konnten Rong et al. positive metabolische Effekte von
Telmisartan gegen alimentare Adipositas, Insulinresistenz und Fettleber in Angiotensin
Il Typ 1 Rezeptor defizienten Mausen (At1a oder Agtria) zeigen [172].

Besitzt Telmisartan diese positiven Effekte gegen almimentare bzw. HFD-induzierte
Adipositas auch in unseren FKO-Mausen? Zumindest deuten in vivo Daten von Jones
et al. daraufhin, dass die Deletion des fettgewebsspezifischen PPARy-Gens vor einer
HFD-induzierten Adipositas schutzen kann [148]. Die Uberschussige Fettspeicherung
erfolgte mutmallich in viszeralen Organen, wie z. B. der Leber [148]. Dieses konnte
erklaren, warum das Leberpraparat unserer FKO-Maus hypertroph und verfettet
imponierte (Abbildung 9). Im Vergleich zu den Lebern der Kontrolltiere waren die
Lebern der knockout Mause durchschnittlich 1,5-fach schwerer mit signifikant groRerem
Fettsgehalt [148]. He et al. konnten ahnliche Daten Uber die Entwicklung von Fettlebern
in 14 Monate alten A-ZIP/F1 Mausen (Lipodystrophiemodell) zeigen, die ebenfalls kein
fettgewebsspezifischen PPARy exprimierten [150].

4.3 Telmisartan ohne Effekt auf RQ und EE in FKO-Méausen

Sell et al. konnten zeigen, dass eine PPARy-Aktivierung in abgemagerten und adipésen
Mausen zu einer Sympatikus-abhangigen Thermogenese bzw. zu erniedrigten RQ-
Werten fuhrte [173]. Wir konnten zeigen, dass der partielle PPARy-Agonist Telmisartan
ohne fettgewebsspezifischen PPARy keinen signifikanten Effekt auf die Oxidation der
Nahrstoffe bzw. den RQ-Wert besall. Wie zu erwarten war der RQ-Wert vom
Nahrungsangebot und der Tagesphase abhangig.
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Bezlglich des Energieverbrauchs (EE) zeigten unsere EE-Daten einen Tagesphase-
abhangigen Energieverbrauch der Tiere (nachts > tagsuber). AuRerdem verbrauchten
unsere FKO-Mause signifikant mehr Energie als unsere WT-Mause (s. Abbildung 13).
Jones et al. konnten dagegen zeigen, dass die Futterung von fettreicher (HFD) Nahrung
an deren PPARYy knockout Mausen in einem hoheren Energieverbrauch (EE) resultierte
[148]. Wie bei Jones et al. verbrauchten unsere FKO-HFD Mause signifikant mehr
Energie als WT-LFD Mause. Vergleicht man jedoch die FKO-HFD Gruppen mit der
FKO-LFD Gruppe, so liel3 sich bei den FKO-HFD Mausen ein geringerer
Energieverbrauch messen. Telmisartan zeigt erwartungsgemaf bei den FKO-Mausen
keinen Effekt.

4.4 Telmisartan ohne Effekt auf die Locomotor Activity und
Nahrungsaufnahme von FKO-Mausen
Unsere EE-Daten zeigten, dass die FKO-Mause mehr Energie verbrauchten als die
WT-Mause. Dementsprechend war die Bewegungsaktivitat (locomotor activity) von
FKO-Mausen im Vergleich zu den WT-Mausen signifikant erhoht (s. Abbildung 14). Wie
zu erwarten zeigte Telmisartan bei den FKO-Mausen keinen Effekt.
Die groRere Bewegungsaktivitat und der hohere Energieverbrauch von den FKO-
Mausen korreliert mit der groReren Nahrungsaufnahme verglichen mit den WT-Mausen.
In den bereits mehrfach erwahnten Vorarbeiten von Jones et al. wurde gezeigt, dass
kein signifikanter Unterschied in der Nahrungsaufnahme und Bewegungsaktivitat
zwischen FKO- und Kontrolltieren unter Standardfutterung (vergleichbar mit unserer
LFD Futterung) vorlag [148]. Wurden die Versuchtiere jedoch mit fettreicher Nahrung
(HFD) gefuttert, so nahmen die FKO Mause allgemein weniger Nahrung zu sich, aber
signifikant mehr als die respektiven Kontrolltiere [148]. Gleiches galt fur die
Bewegungsaktivitat [148], was auch unseren Ergebnissen entspricht (s. Abbildung 14).
Andere Vorarbeiten von Rong et al. konnten ebenfalls in deren Angiotensin Il Typ 1
Rezeptor defizienten Mausen mit alimentarer Adipositas zeigen, dass eine
Telmisartanbehandlung die Nahrungsaufnahme nicht signifikant beeinflussen konnte
[172].
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4.5 Telmisartan ohne Effekt auf die orale Glukosetoleranz in FKO Mausen
Unsere OGTT Daten zeigten bei den WT-HFD Mausen eine verbesserte
Glukosetoleranz nach Behandlung mit Telmisartan oder Pioglitazon. Korrelierend hierzu
zeigten weder Telmisartan noch Pioglitazon einen signifikanten Effekt bei den
respektiven FKO-HFD Mausen. Dieses Ergebnis impliziert wiederum die Notwendigkeit
von fettgewebsspezifischen PPARy flr die metabolische Wirkungsentfaltung von
Telmisartan.

Bereits 2005 konnten Schupp et al. zeigen, dass Telmisartan im ernahrungsbedingten
Adipositasmausmodell die Glukosetoleranz und Insulinsensibilitat verbesserten [153].
Ahnliches konnten Nagel et al. in einer Interventionsstudie zeigen, wo eine tagliche
orale Telmisartantherapie von 40 mg bei Patienten mit nachgewiesener Insulinresistenz
und abdomineller Adipositas zur signifikanten Besserung der Glukostoleranz fuhrte
[174]. Zidek et al. konnten ebenfalls zeigen, dass Telmisartan nur in Anwesenheit von
PPARy im WAT in WT Mausen die Glukosehomeostase durch signifikant gesteigerte
Lipogenese erzielte [167]. In deren FKO Mausen ohne fettgewebsspezifischen PPARy
war dieser Effekt entsprechend nicht mehr nachweisbar [167]. Rong et al. konnten in
deren Angiotensin Il Typ 1 Rezeptor defizienten Mausen mit alimentarer Adipositas
zeigen, dass eine Behandlung mit Telmisartan signifikant den Glukose- und
Insulinspiegel senken konnte [172]. Zusammenfassend deuten unsere OGTT Daten
und die Ergebnisse von Nagel et al., Zidek et al. sowie Rong et al. darauf hin, dass der
fettgewebsspezifische PPARy eine Voraussetzung fur die Telmisartan-induzierte
Verbesserung der Glukosetoleranz erscheint.

Es sollte jedoch kritisch erwahnt werden, dass Rong et al. in einer anderen
Untersuchung zeigen konnten, dass Telmisartan auch in fettlosen A-ZIP/F-1 Mausen

(Lipodystrophie Mausmodell) die Glukosetoleranz verbesserte [169].

4.6 Telmisartan ohne Effekt auf GLUT4 mRNA Expression in FKO Mausen

Wie bereits zuvor schon erwahnt konnte Rong et al. in Angiotensin Il Typ Rezeptor
defizienten Mausen zeigen, dass Telmisartan die HFD-induzierte Insulinresistenz und
pathologische Lipidanreicherung in der Skelettmuskulatur und Leber wesentlich

verbesserte [172]. Es musste also einen molekularen Mechanismus unabhangig vom
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Angiotensin Il Typ Rezeptorantagonismus existieren. Ushijima et al. konnten ebenfalls
metabolische Effekte von Telmisartan in adipdsen, diabetischen KK-A’/TaJcl Mausen
zeigen, die aber anscheinend PPARy-unabhangig waren [168]. Zum Beispiel wurden
keine signifikanten Expressionsanderungen von PPARy Zielgenen (aP2, fasn)
gemessen [168]. Des Weiteren konnten sie trotz PPARy Blockade mit GW9662
weiterhin metabolische Effekte nachweisen [168]. Zwar bewirkte Telmisartan auch eine
signifikante Erhohung der Adiponektin-Plasmakonzentration, aber der gleiche Effekt
wurde auch fur Valsartan (ohne bekannten PPARy Agonismus) nachgewiesen [168].
Die Autoren schlussfolgerten, dass PPARy in vivo keine relevante Rolle in der
Ausbildung der oben genannten metabolischen Effekte von Telmisartan spielt [168].
Auch wenn wiederum nur in vitro, so konnten Furukuwa et al. jedoch eindeutig in 3T3-
L1 Adipozyten zeigen, dass Telmisartan die Expression von aP2, Insulinrezeptor und
GLUT4 insulinunabhangig und signifikant erhohte [1795].

Wir stellten die Hypothese auf, dass sich Telmisartans metabolischen Effekte
hauptsachlich durch die Aktivierung vom fettgewebsspezifischen PPARy im WAT
erklaren lassen. Unsere GLUT4-mRNA Expressionsanalysen konnten dieses nur
bedingt unterstutzen. Zwar zeigte eine Behandlung mit Telmisartan keinen signifikanten
Effekt auf die GLUT4-mRNA Expression im WAT vom fettgewebsspezifischen PPARy
knockout Mausmodell, aber dieses war auch der Fall im WAT der WT-Mause.
Vorausgesetzt das eine erhohte GLUT4 mRNA Expression auch zu einer erhohten
Translation von GLUT4 Proteinen resultiert, widersprechen unsere Ergebnisse denen
von Furukuwa et al., die eine erhohten GLUT4 Translokation an die Plamamembran
von 3T3-L1 Adipozyten infolge einer Telmisartaninkubation zeigen konnten [175].
Entscheidend fur den insulinsensibilisierenden Effekt Uber eine erhohte GLUT4
Expression ist am Ende die Translokation. Diesen molekularen Schritt haben wir in
unserer Studie nicht untersucht, aber sollte zur weiteren metabolischen

Charakterisierung geklart werden.
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