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Einleitung

1. Einleitung

Die Versorgung von Zellen mit Energie stellt den Korper kontinuierlich vor eine komplexe
Aufgabe, die durch die stindige Zufuhr von Substraten zur Energiegewinnung gewdéhrleistet
werden muss. Die hierfiir fortwdhrend verwerteten Fette und Zuckermolekiile bedingen den
Blutglukosespiegel, der im gesunden Organismus innerhalb physiologischer Grenzen von 4
bis 7 mM variiert'. Um diese Balance sicherzustellen, bedarf es eines feinen Mechanismus,
der durch intestinale Aufnahme der Substrate, die Speicherung und Metabolisierung im
peripheren Gewebe sowie den hepatischen Glukosemetabolismus kontrolliert wird.

Insulin als primérer hormoneller Modulator der Glukosehomdostase wird bei erhohtem
Plasmaglukosespiegel von den Betazellen der pankreatischen Langerhansschen Inseln
ausgeschiittet’. Nach Bindung des sezernierten Hormons an den Insulinrezeptor wird eine
intrazelluldre Signalkaskade aktiviert, die im Muskel und Fettgewebe primidr zu einer
verstarkten Glukoseaufnahme fiihrt, wihrend die hepatische Glukoneogenese gehemmt wird’.
Weiteren Einfluss iibt Insulin auf die Speicherung und den Metabolismus von Substraten in
Leber, Muskel und Fett aus, indem es die Lipogenese, Glykogenolyse und Proteinsynthese in

den genannten Geweben moduliert”.

1.1.  Adipositas

In den letzten Jahrzehnten konnte ein grundlegender Wandel des Lebensstils beobachtet
werden. Dieser ist besonders in industrialisierten Landern durch verminderte korperliche
Aktivitét bei gleichzeitig hoher Kalorienauthahme gekennzeichnet. Eine daraus resultierende
Zunahme an Korperfettgewebe ™ kann durch die Entwicklung des Kérpergewichtes in den
USA veranschaulicht werden’, wo sich innerhalb eines Jahrzehnts der Anteils adipdser
Menschen nahezu verdoppelt hat. Ahnliche Daten sind fiir Europa® und insbesondere bei der
Entwicklung der Korpergewichte von Kindern bekannt'®'?. Laut der nationalen Verzehr
Studie II 2008 vom Max-Rubner Institut sind durchschnittlich 66,0 % der Méanner und 50,6 %
der Frauen iibergewichtig bis adipos”. Zudem steigt mit zunehmendem Alter die Privalenz
von Ubergewicht und Adipositas bei beiden Geschlechtern deutlich an'.

Die weit reichenden, krankheitsbedingenden Auswirkungen dieser Entwicklung zeigten sich
anhand mehrerer Studien. So fiihrte in fritheren Tiermodellen eine explizit hohere Fettmasse
zu einer kiirzeren LebensdauerM, wihrend durch die Reduktion der Kalorienaufnahme und

einer damit verbundenen Gewichtsreduktion eine Verldngerung der Lebensdauer erreicht
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werden konnte'”. Auch kardiovaskulire Ereignisse und Arteriosklerose sind mit Fettleibigkeit
assoziiert'®. Umgekehrt ist bereits eine Gewichtsreduktion um 3,2 kg mit einer Verbesserung
von Blutdruck und des kardiovaskuldren Risikos verbunden'’. Zu den aus einem Body Mass
Index (BMI) > 25 kg/m” resultierenden Folgen zihlt auch eine erhhte Gesamtmortalitit'®.

Eine negative Korrelation besteht zwischen Fettmasse und Insulinsensitivitit. Insbesondere
eine vermehrte Ansammlung von viszeralem Fettgewebe hat negative Auswirkungen auf den
Insulin- und Glukosestoffwechsel bei adipésen Menschen, was sich in der Inzidenz fiir

Diabetes mellitus und andere Erkrankungen widerspiegelt'.
1.2. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist der Sammelbegriff fiir eine heterogene Stoffwechselstorung, welche
durch eine chronische Hyperglykimie gekennzeichnet ist*.

Grundlegend wird eine gestorte Insulinsekretion von einer gestorten Insulinwirkung
unterschieden, wihrend beides auch zusammen auftreten kann. Ursdchlich kdénnen eine
Erkrankung des exokrinen Pankreas oder Endokrinopathien, genetische Defekte der
Insulinwirkung oder der B-Zell-Funktion bestehen. Durch eine resultierende chronische
Hyperglykimie treten Storungen verschiedener anderer Stoffwechselprozesse® * ebenso wie
nachfolgende Organschiden™*, die so genannten Spatkomplikationen, auf.

Absoluter Insulinmangel liegt im Falle einer Zerstérung von Inselzellen vor, wodurch die
Bauchspeicheldriise nicht mehr in der Lage ist, Insulin zu sezernieren. Davon unterscheidet
sich der relative Insulinmangel, bei dem unter anderem durch Verminderung oder Defekt der
Insulinrezeptoren die nachgeschaltete, zelluldre Kaskade im Vordergrund steht.

Unter pathologischen und klinischen Aspekten wird demnach zwischen zwei Diabetes-Typen
unterschieden, die sich als Typ-1-Diabetes durch die Insulinabhingigkeit bzw. als Typ-2-
Diabetes durch ein relatives Insulindefizit auszeichnen. Letzterer wird auch nicht-
insulinabhédngiger Diabetes mellitus (NIDDM) genannt.

Pathologisch betrachtet sind bei beiden Typen genetische als auch exogene Faktoren beteiligt.
Genetische Préddisposition, speziell die Expression der humanen Leukozyten Antigene DR3
und DR4, fiihrt zu immunologischen Prozessen und damit zur Manifestation eines Typ-1-
Diabetes® ™. Im Rahmen einer T-Zell-vermittelten Autoimmunreaktion kann es zusitzlich zu
einer Inselzellentziindung zu einer selektiven Zerstorung der B-Zellen kommen. Daraus

resultiert wiederum ein allméhliches Versiegen der Insulinproduktion und -sekretion.
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Die Entstehung des Typ-2-Diabetes ist ein polygenetisches Geschehen, bei dem weitere
Faktoren eine bedeutende Rolle spielen. Groflen Einfluss hat das so genannte metabolische
Syndrom, welches sich nach World Health Organisation (WHO)-Definition aus erhéhten
Blutfettwerten, Bluthochdruck, erhdhtem Blutzucker und einem bauchbetonten Ubergewicht
zusammensetzt. Besonders Ubererndhrung und Ubergewicht sowie korperliche Inaktivitit
spielen als Realisationsfaktoren des Typ-2-Diabetes eine bedeutende Rolle.

Charakterisiert ist die manifeste Erkrankung des Typ-2-Diabetes durch eine Insulinresistenz
der Zielzellen, bei der die biologische Antwort auf endogenes oder exogen zugefiihrtes Insulin
vermindert ist, so dass das Insulin seine Wirkung an und in der Zielzelle nicht mehr
vollstindig entfalten kann. Dies betrifft die Insulin-Effekte sowohl auf den Glukose-, Lipid-

als auch den Proteinstoffwechsel.

1.3. Molekulare Mechanismen der Insulinresistenz

Auf molekularer Ebene liegt der Insulinresistenz eine gestorte Ubertragung des Insulinsignals
innerhalb der Zelle zugrunde. Normalerweise werden beim Andocken von Insulin an eine
Zelle spezielle Transportproteine, die so genannten glucose transporter (GLUT), an der
Zelloberflache bereitgestellt, iber welche die Zuckermolekiile eingeschleust werden. Bei der
Insulinresistenz kann im speziellen der Transport von GLUT4 von intrazelluldren
Speichervesikeln zur Zytoplasmamembran gestort sein und nicht ausreichend Glukose zur
Energieversorgung in die Zelle aufgenommen werden. Kompensatorisch wird die Produktion
des Insulins in der Bauchspeicheldriise erhoht, um die Glukoseverwertung aufrecht und den
Blutzuckerspiegel im Normbereich zu halten. Diese unphysiologisch hohe Insulinproduktion
kann jedoch, meist erst nach Jahren, nicht mehr gesteigert werden, womit das Stadium der
gestorten  Glukosetoleranz  erreicht wird. FEine daraus resultierende, dauerhafte
Hyperinsulindmie fiihrt aulerdem zu einer Verminderung der Rezeptorenzahl, was wiederum
einen weiter erhohten Insulinspiegel nach sich zieht. In dieser Phase ist die Insulinresistenz
der Zellen bereits so weit fortgeschritten, dass der Organismus postprandiale Glukosespitzen
nicht mehr kompensieren kann. Daraus resultieren ein anhaltend hoher Niichtern-Blutzucker
und ein manifester Diabetes mellitus. Zu diesem Zeitpunkt l4sst sich meist eine Insulin-
Sekretionsstorung nachweisen, die durch von der Norm abweichende Sekretionsmuster
gekennzeichnet ist und schlieBlich in einem Erschopfen der Insulinproduktion miinden kann.

Eine weitere Ursache der Insulinresistenz kann die Bildung von Antikdrpern sein, die gegen

das Hormon gerichtet die biologische Wirksamkeit des Insulins hemmen. Auch eine erhdhte
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enzymatische Insulinspaltung und eine herabgesetzte Bindung des Insulins an seine
Rezeptoren konnen Resistenzursachen darstellen.

Zudem existieren Insulinresistenz-fordernde Proteine, zu denen der Tumornekrosefaktor alpha
(TNF-0), Plasminogen Aktivator Inhibitor I (PAI-1) so wie Resistin zdhlen’’ und
insbesondere von Adipozyten insulinresistenter Typ-2-Diabetiker vermehrt sezerniert

werden?®%

. Sie interagieren mit dem Glukose- und Lipidstoffwechsel und verstirken
ihrerseits die bereits bestehende Insulinresistenz. TNF-o inhibiert beispielsweise die
intrazellulire Phosphorylierung des Insulinrezeptors” und damit die nachfolgende

Signalkaskade.

1.4. Metabolische Auswirkungen der Insulinresistenz

Der Einfluss der Insulinresistenz auf den Glukosestoffwechsel wird deutlich, wenn die
Glukosebilanz betrachtet wird. Die Skelettmuskulatur ist insgesamt fiir rund 75% des
peripheren Glukoseverbrauchs verantwortlich. Beim insulinresistenten Typ-2-Diabetiker ist
die postprandiale Glukoseaufnahme allerdings durch die Skelettmuskulatur bedeutend
eingeschrankt und die hepatische Glukoseproduktion wird durch die herabgesetzte
Insulinwirkung nur unzureichend supprimiert, was im Niichternzustand zu einem weiteren
Anstieg der Blutzuckerwerte fiihrt.

Ahnlich starke Korrelation besteht zwischen der Insulinresistenz und dem Lipidstoffwechsel.
So sind die freien Fettsduren ein entscheidender Faktor fiir die Pathophysiologie der
Insulinresistenz. Durch Lipolyse konnen aus dem intraabdominalen Fettgewebe freie
Fettsduren kurzfristig in die Blutbahn freigesetzt werden. Wirkt Insulin diesem Prozess
normalerweise entgegen, geht der hemmende Effekt auf die Enzyme adipose triglyceride

lipase und hormone-sensitive lipase bei Insulinresistenz jedoch verloren®*"!

, so dass vermehrt
freie Fettsduren in die Blutbahn gelangen. Aus diesem Grund gehort die Hypertriglyzeridamie
zu den frithzeitig nachweisbaren Folgen der Insulinresistenz. Die Verschiebung der
Lipidhomdostase fiihrt letztlich zur typischen Fettstoffwechselstérung des Typ-2-Diabetikers,
die durch erhohte Triglyzeride und low density lipoprotein (LDL)-Cholesterin sowie durch
erniedrigtes, gefaBprotektives high density lipoprotein (HDL)-Cholesterin gekennzeichnet ist.
An der Skelettmuskulatur bewirken erhohte Spiegel freier Fettsduren eine kompetitive
Hemmung der Glukoseaufnahme und -verwertung. Dariiber hinaus stimulieren sie die

Glukoseneubildung in der Leber und hemmen die Insulinextraktion, wodurch es zu einem

weiteren Anstieg des Blutzuckerspiegels kommt.
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Hyperglykdmie und Hyperlipiddmie beeinflussen ihrerseits das Lipidprofil. So konnen
Lipoproteine wie z.B. LDL-Cholesterin trotz normaler Plasmaspiegel ein erhohtes
atherogenes Potential aufweisen. Verantwortlich hierfiir sind strukturelle Verdnderungen wie
Glykosylierung, Anreicherung mit Triglyzeriden und Oxidation des Proteinanteils. Es
entstehen kleinere und dichtere Lipoproteinpartikel, von denen besonders die kleinen, dichten
small dense LDL als gefaBaktiv mit hohem atherogenen Potential gelten®>.

Das beschriebene Zusammenspiel des gestorten Glukose- und Lipidstoffwechsels in ihren

22;33;34

jeweiligen Auspriagungen kann Bestandteil des Metabolischen Syndroms werden.

1.5. Das metabolische Syndrom

Die international anerkannte Definition der International Diabetes Federation setzt fiir das
Vorhandensein des metabolischen Syndroms eine Adipositas bzw. vielmehr das Vorliegen

viszeraler Adipositas voraus. Kommen noch zwei der folgenden Faktoren hinzu

- erhohter TG Spiegel: > 150 mg/dL (1.7 mmol/L),

- reduziertes HDL Cholesterol: <40 mg/dL (1.03 mmol/L*) bei Mannern und < 50
mg/dL (1.29 mmol/L*) bei Frauen,

- erhohter Blutdruck: systolisch > 130 oder diastolisch > 85 mm Hg,
erhohte Niichtern-Plasma-Glukose > 100 mg/dL (5.6 mmol/L),

liegt das so genannte Metabolische Syndrom vor™.

Aus der Verflechtung der Insulinresistenz und des Adipositas-assoziierten Anstiegs freier
Fettsduren resultiert primir eine Dyslipidimie®, in deren Rahmen verstirkt hepatisch VLDL-
Partikel sezerniert werden. Eine so entstehende Hypertriglyzeridimie bedingt unter anderem
durch vermehrten Austausch von Cholesterinestern zwischen VLDL und HDL eine stirkere
HDL-Clearance und die Senkung der HDL-Spiegel**.

Eine arterielle Hypertonie als Bestandteil des Metabolischen Syndroms kann unter anderem
durch Insulinresistenz bzw. Hyperinsulindmie hervorgerufen werden. Beginnend mit einer
endothelialen Dysfunktion kann es in insulinresistenten Patienten zu einem manifesten
Bluthochdruck, kardiovaskuldren = Komplikationen sowie verstirkter Na+- und

37-39

Fliissigkeitsreabsorption kommen®'~". Die normalerweise vasodilatorischen Eigenschaften

des Insulins kénnen bei adipdsen und diabetischen Patienten reduziert sein’.

10
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Grundsidtzlich ist bei Patienten mit Metabolischem Syndrom die Inzidenz fiir
Folgeerkrankungen und speziell fiir kardiovaskulidre Komplikationen stirker erhoht®® als bei
Vorliegen der einzelnen Komponenten®.

Die aus der Verkniipfung der Insulinwirkung und der Adipositas resultierende Bedeutung des
Fettgewebes wurde in den letzten Jahren offensichtlich und riickt in den Fokus der

Forschung®'.
1.6. Die Funktion des Fettgewebes

Lange Zeit galt das Fettgewebe als reiner Energiespeicher, der bei Bedarf Fettsduren zur
Energiegewinnung durch B-Oxidation freisetzen kann und dessen Umfang relativ zum
Energichaushalt schwankt”. Mit der Identifizierung des adipozytenspezifischen Proteins
Leptin wurde die Bedeutung des Fettgewebes grundsétzlich neu interpretiert und mit der
Charakterisierung weiterer so genannter Adipokine noch verstiarkt* .

Erweitert wurde das Verstidndnis durch die Identifizierung diverser Rezeptoren, iiber die das
Fettgewebe mit Mediatoren des Hormonsystems, wie z.B. Insulin, und dem zentralen
Nervensystem kommuniziert®.

Eine Dysregulation dieser Funktionen des Fettgewebes kann schwerwiegende Folgen auf den
Glukosestoffwechsel haben, bis hin zur Initiierung eines Typ 2 Diabetes mellitus und eines
metabolischen Syndroms. Dabei ist besonders viszeral auftretende Adipositas mit
Hyperglykdmie und Insulinresistenz assoziiert. Zudem wird das Fettgewebe heute als

endokrines Organ angesehen, welches eine Vielzahl von Hormonen sezerniert und dadurch in

die Pathogenese der Insulinresistenz und kardiovaskulédrer Folgeerkrankungen eingreift.
1.7. Inflammation

Fettleibigkeit trdgt zur Entstehung der Insulinresistenz und eines Typ 2 Diabetes mellitus bei.
Ebenso wird seit einiger Zeit angenommen, dass eine ursidchliche Beziehung zwischen der
Insulinresistenz und einer chronischen subklinischen Inflammation besteht. So wurde im
Tiermodell fiir das proinflammatorische Zytokin TNFa ein Einfluss auf die Insulinresistenz
als Folge einer Fettleibigkeit nachgewiesen”***’. TNFa wird verstirkt im weien Fettgewebe
von fettleibigen und insulinresistenten Nagern exprimiert, wobei interessanterweise TNFo—
Ligand- bzw. p55TNF-Rezeptor-Knockout-Méuse vor adipds induzierter Insulinresistenz

48-51
d

geschiitzt sin . Als weiteres Chemokin fiihrt das monocyte chemotactic protein-1 (MCP-

11
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1) zu einer Verschlechterung der Insulinsensitivitdt’> und wurde wie auch TNF o in einer
Reihe humaner Studien im Rahmen einer chronischen Inflammation mit der Insulinresistenz
in Verbindung gebracht™. Ebenso wurden weitere Inflammationsmarker wie das C-reactive
protein (CRP) und Interleukin 6 (IL-6) verstarkt im Serum von adipdsen Diabetes-Patienten
gefunden™. Ausgeschiittet werden die Zytokine MCP-1 und IL-6 unter anderem vom
Fettgewebe™’. Im beschriebenen inflammatorischen Milieu des Fettgewebes kénnen zudem
Makrophagen nachgewiesen werden, welche ebenfalls MCP-1 und IL-6 sezernieren und zur
Insulinresistenz beitragen®. Dieser Einfluss scheint durch Adipositas noch verstirkt zu
werden’™’. Xu et al. konnten weitere Inflammations- und Makrophagen-spezifische Gene
wie ADAMS, MIP-1a, MAC-1, F4/80 und CD68 gefunden, die im weillen Fettgewebe von
fettleibigen Méusen stark hochreguliert waren®. Diese Gene werden vorwiegend in der so
genannten Stroma Vaskuldren Fraktion (SVF) des Fettgewebes gefunden, in der sich
Makrophagen befinden, wéhrend die Adipozytenfraktion weniger starke Expression der
genannten Gene zeigt. Der Nachweis sezernierten MIP-las und MCP-1s, die beide so
genannte chemotaktische Proteine sind, legt die Vermutung nahe, dass die Zunahme der
Makrophagen im Fettgewebe durch deren Infiltration als Folge der Fettleibigkeit zustande
kommt. Xu et al. zeigten zudem, dass mit der adipos-induzierte Makrophagenakkumulation
im weillen Fettgewebe auch der Niichtern-Insulinspiegel im Blut anstieg, was die Korrelation
zwischen Hyperinsulindmie und Makrophagen-Infiltration unterstreicht®.

Einen weiteren Aspekt in der Verbindung der Adipositas mit der Insulinresistenz stellt die
Infiltration von Lymphozyten ins Fettgewebe dar, die durch das chemotaktische Protein
Stromal Cell-Derived Factor-1 (SDF-1a) getriggert wird®'. Die Akkumulation dieser in den
inflammatorischen Prozess eingreifenden Zellen des Immunsystems konnte bei Mausen mit
Diit-induzierter Fettleibigkeit nachgewiesen werden®. Die Tiere wiesen zudem eine
Insulinresistenz auf.

Welchen Einfluss die Inflammation auf die Fettleibigkeit bzw. die Insulinresistenz und damit
auf die Inzidenz eines Typ 2 Diabetes mellitus hat, ist bisher nur in Ansdtzen bekannt. Die
Komplexitdt der Verknilipfung des Fettgewebes mit der Insulinwirkung sowie mit
proinflammatorischen Zellen wird jedoch deutlicher, betrachtet man bestimmte Rezeptoren,

die insbesondere von Adipozyten verstiarkt exprimiert werden.

12
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1.8. Nukleire Hormonrezeptoren

Die Familie der nukledren Hormon Rezeptoren (NHR) ist eine der groften
Transkriptionsfaktor-Familien. Die Mitglieder werden von kleinen, lipophilen Molekiilen
aktiviert, worunter auch Hormone und Vitamine fallen. Die NHRs weisen diverse funktionelle
Dominen auf. Dazu zéhlt eine N-terminale A/B Domine, welche zwischen den Mitgliedern
der NHRs eher gering konserviert und wenig charakterisiert ist. Die A/B Domine ist an der
Ligand-unabhéngigen Transaktivierung einiger Rezeptoren beteiligt und kann in anderen
Fillen die DNA-Bindung regulieren. Die so genannte DNA binding domain (DBD) ist zentral
lokalisiert, weist zwei hochkonservierte Zinkfingermotive auf und dirigiert den Rezeptor zu
spezifischen DNA- Sequenzen, definiert als so genannte Response-Elemente. Der Rezeptor
weist aullerdem eine so genannte Hinge-Region auf, welche Proteinflexibilitdt fiir die
simultane und obligatorische Dimerisierung mit dem Partner NHR und die DNA-Bindung
erlaubt. Die Spezifitit der DNA-Bindung ist durch die C-terminale Erweiterung der DBD
vorbestimmt, die als ligand binding domain (LBD) bezeichnet wird. Die LBD enthélt zudem
eine ligandenabhingige Transaktivierungsdoméne (activation function 2 (AF2))®. Bindet ein
Ligand, erfahrt die LBD des Rezeptors eine Konformationsdnderung, aus der die Féhigkeit
zur Rekrutierung von Molekiilen resultiert, die als nukledre Co-Aktivatoren bezeichnet
werden. Zusammen mit den nukledren Co-Repressoren stellen sie eine Gruppe von Molekiilen
dar, die durch Bindung an den Rezeptor und/oder das Zielgen die Transkription zu
unterdriicken respektive zu fordern vermogen. Die Bindung des Liganden bewirkt letztlich
einen Wechsel von Co-Repressoren und Co-Aktivatoren, was als lokaler Austausch des so
genannten Transkriptionskomplexes zusammengefasst wird. Dieser fiihrt wiederum zu einer

Repression oder Aktivierung der Transkription eines spezifischen Gens®*.

1.9. Peroxisome Proliferator Activated Receptors

Drei zur Gruppe der NHRs zdhlenden Rezeptoren sind die so genannten Peroxisome
Proliferator Activated Rezeptors (PPARs). Die Namensgebung beruht auf einer Reihe von
Substanzen, die bei Nagetieren zu einer Peroxisomenproliferation fiihren, gleichfalls aber
auch ein zu den Transkriptionsfaktoren bzw. PPARs gehdrendes Protein aktivieren®. Die drei
bis heute bekannten Subtypen werden als PPARa, PPARy und PPARS (B) bezeichnet. Die
Anordnung der Proteindominen der drei Subtypen ist identisch und weist eine Homologie

von etwa 70 % der LBD und rund 85% der DBD fiir die verschiedenen PPAR-Subtypen auf®.

13
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Die beiden PPARy-Isoformen unterscheiden sich durch zusitzliche 30 N-terminale
Aminoséuren des PPARy2 Proteins®”®®. Wihrend PPARa durch die Stoffklasse der Fibrate
aktiviert wird und im Rahmen der p-Oxidation von Fettsduren aktiv ist”, greift PPARS in die
Proliferation und den Schutz des Endothels ein. AuBerdem reduziert der Rezeptor bei
Aktivierung die Fettbelastung des Korpers und verbessert das Serumlipid-Profil sowie die
Insulinsensitivitdt’>”*. PPARy entfaltet seine Funktion sowohl im Rahmen des Glukose- als
auch des Fettstoffwechsels”. Ebenso sind inflammatorische Regulation’® sowie ein Einfluss

278 Im Zentrum

auf Differenzierungsvorgéinge bestimmter Organellen beschrieben worden
der vorliegenden Arbeit steht die PPARy Isoform, welche im Folgenden genauer besprochen

werden soll.

1.10. PPARy

Nach dem zuvor beschriebenen Mechanismus induziert die Bindung eines synthetischen oder
endogenen Liganden am PPARy eine Konformationsdnderung, was zur Dimerisierung mit
dem Retinolsdurerezeptor RXR fiihrt’’. Dieser Vorgang geht mit einem lokalen Austausch der

Transkriptionskomplexe einher®*™

. Der resultierende Proteinkomplex bindet an spezifische
Sequenzen in Promoterregionen von Zielgenen, deren Expression in dieser Form durch
Transaktivierung oder Transrepression reguliert werden. Diese Erkennungssequenzen ist
charakterisiert durch den so genannten Direct Repeat (DR) AGGTCA, der auch als PPARy
Response Element (PPRE) bezeichnet wird. Der in Abbildung 1.1 dargestellte
ligandenaktivierte Mechanismus fiir PPARY kann jedoch auch durch eine Interaktion mit der
AF-1 Domine ligandenunabhingig geschehen®’.

Die beiden PPARy Subtypen unterscheiden sich sowohl in ithrem Aufbau als auch in ihrem
Expressionsmuster. PPARy1 wird hauptsdchlich in der Leber, der Muskulatur sowie in

Makrophagen und im Fettgewebe exprimiertm;83 85

. Die mit Abstand hochste Expression von
PPARyl wird im weilen Fettgewebe gefunden. Hier findet sich auch die hochste PPARYy2
Expression. PPARy2 konnte auBerdem noch in monozytiren Zellen identifiziert werden™.

Die Bedeutung der PPARy-Expression im Fettgewebe wird durch seine Rolle beim
Differenzierungsprozess deutlich. Dieser als Adipogenese bezeichnete Vorgang beschreibt die
Differenzierung von Priadipozyten zu Adipozyten, ist morphologisch durch
Lipidakkumulation gekennzeichnet und kann wihrend des Lebens fortwihrend stattfinden®’.

Gegliedert in drei Phasen beginnt er mit der frithen Zellzyklusregulation, gefolgt von der

klonalen Expansionsphase und der terminalen Differenzierung®”*®. PPARy fillt dabei als
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regulierender Transkriptionsfaktor eine essentielle Schliisselrolle zu®. Die schwichere

Expression von PPARY in anderen Organen als dem Fettgewebe flihrte anfangs zu nur
geringer Untersuchung der Leber, des Muskels und anderen Geweben. Denn trotz dass die
Muskulatur quantitativ. wichtigster Ort fiir die insulininduzierte Glukoseverwertung ist,
betriigt dort die Expression von PPARYy lediglich 5-10% im Vergleich zum Fettgewebe™. Die
Entstehung von Insulinresistenz in muskelspezifischen PPARy Knock-out Miusen’ >

unterstreicht die Bedeutung bereits geringer Expression von PPARy im Muskel fiir die

Aufrechterhaltung der Glukosehomdostase.

Zytoplasma

Nukleus

- Protein
). L ™ DRIP 2
PPARy RXR I
mRNA
1 -
[ PPRE - el ]
5 / \ ¥
AGGTCANAGGTCA

Abbildung 1.1: Ligandenaktivierte Induktion PPARYy Ziel-Gene
1.11. PPARy-Liganden

Ein endogener Ligand mit hoher intrinsischer Aktivitit fir PPARy konnte noch nicht
identifiziert werden. Endogene Liganden mit schwacher Aktivitit sind Fettsduren und
Eicosanoide. Das Prostaglandinderivat 15-deoxy-D12,14--PGJ, (15d-PGJ,) ist ein mdglicher
natiirlicher Ligand, weist aber auch PPARy-unabhingige Effekte auf”>”’. Es wird weiterhin
angenommen, dass spezifische Genexpression durch entsprechende Konzentrationen von
Fettsduren liber PPARY reguliert wird. Eine kiirzlich verdffentlichte Studie ldsst vermuten,

dass transient wihrend der Adipogenese induzierte PPARy-Liganden beteiligt sein kénnten®®.

Die Liganden mit der bisher stirksten bekannten Affinitdt stellen die Thiazolidindione (TZDs)
dar, die bereits im Bereich nanomolarer Konzentrationen binden. Thre Entdeckung war durch
die Verbesserung der Insulinsensitivitit in Tier und Mensch’'® von groBer Bedeutung und

stellt einen wichtigen Durchbruch in der Behandlung des NIDDM dar.
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Die Substanzgruppe der Thiazolidindione (TZD) wurde bereits in den siebziger Jahren im
Rahmen der Entwicklung neuer Cholesterin-senkender Substanzen identifiziert und chemisch
definiert. Als Prototyp wurde Ende der siebziger Jahre Ciglitazon erstmals synthetisiert, auf
das im Verlauf der Weiterentwicklung die Substanzen Troglitazon, Rosiglitazon und
Pioglitazon folgten, welche als neue orale Antidiabetika zur Therapie des Typ 2 Diabetes
mellitus schlieBlich Marktreife erlangten. Troglitazon wurde im Mirz 2000 aufgrund eines
hohen Potentials fiir Lebertoxizitdt wieder vom Markt genommen. In Europa sind seit 2000
Rosiglitazon (Avandia®) und Pioglitazon (Actos®™) verfligbar. Hinweise fiir eine Lebertoxizitit
im Sinne eines Gruppeneffektes bestehen bei den neuen Substanzen bisher nicht. Allerdings
tritt bei allen TZDs eine Gewichtszunahme unter Therapie auf. Kiirzlich veroffentlichte
kardiovaskuldre Nebenwirkungen unter Rosiglitazon-Therapie wurden in mehreren Studien
untersucht (DREAM, ADOPT und RECORD'"'®). In einer intensiv diskutierten
Metaanalyse zeigte sich eine erhohte Rate an Myokardinfarkten unter Rosiglitazontherapie'®*.
Diese Ergebnisse sollten dazu veranlassen, auch in Zukunft den kardiovaskuldren
Sicherheitsaspekt von Rosiglitazon detailliert zu betrachten und in therapeutische

Entscheidungen einbezogen werden.

Es gibt Hinweise, dass die TZDs die Insulinwirkung via PPARy verbessern. AuBlerdem
besteht eine starke Korrelation zwischen den TZD-Effekten auf die Plasmaglukosesenkung in

105 :
. Interessanterweise verbessern auch

vivo und der Bindung und Aktivierung von PPARYy
neuere, nicht zur Klasse der TZDs gehdrende PPARy-Liganden die Insulinwirkung in vivo
und korrelieren mit der Bindung und Aktivierung von PPARy'®. Auch RXR-Liganden
konnen den PPARY/RXR-Komplex aktivieren. Sie vermdgen die Insulinsensitivitit in
adipésen Mdiusen wie auch in Kombination mit TZDs deren antidiabetische Aktivitit zu

steigern'”’

. Dies lédsst vermuten, dass der PPARY/RXR-Komplex das molekulare Ziel fiir die
Behandlung der Insulinresistenz darstellt.

Neben den Effekten durch die Aktivierung mittels TZDs miissen weitere Aspekte der PPARy-
Wirkung auf die Insulinsensitivierung beachtet werden. So veridndert ein Polymorphismus im
menschlichen PPARY-Gen (Prol2Ala) marginal die PPARy-Aktivitit und fiihrt dadurch zu
gesteigerter Insulinsensitivitit'®™ bzw. bei Individuen mit dominant negativen Allelen zu

109

reduzierter Insulinsensitivitit™ . Auch Maiuse mit mutationsbedingter, erhohter PPARy-

Aktivitit zeigen Schutz vor Adipositas-assoziierter Insulinresistenz''’. Allerdings besitzen

Miuse mit nur einem PPARy-Allel eine groBere Insulinsensitivitit als der Wildtyp''"™'"2.

16



Einleitung

Folglich scheint der optimale Aktivitétsbereich fiir PPARY, in dem die forderlichen Effekte

als insulinsensitivierender Transkriptionsfaktor beobachtet werden, sehr schmal zu sein' .

1.12. Das Fettgewebe als Ziel der insulinsensitivierenden Effekte von

Thiazolidindionen

TZDs verbessern sowohl im Muskel als auch der Leber die Insulinsensitivitit''*. Die Rolle
des Fettgewebes als endokrines Organ ebenso wie die starke Expression von PPARy in den
Adipozyten gibt allerdings Grund zu der Annahme, dass das Fettgewebe Hauptort der TZD-
Wirkung ist. In Einklang damit vermogen TZDs in Méusen mit schwerer Lipodystrophie die

Blutglukose nicht effektiv zu senken''

. Interessanterweise flihrt ein muskelspezifischer
PPARy-Knockout zu metabolischer Anomalitdt, obwohl PPARy nur sehr gering im Muskel
exprimiert wird”*''®. Nichtsdestotrotz kehren die TZDs letztlich die Insulinresistenz in den
beschriebenen muskelspezifischen PPARy-Knockout Méusen um''®. Obwohl weitere Gewebe
eine Rolle spielen konnen, deuten die jiingsten Verdffentlichungen dennoch auf das Fett als
Hauptgewebe fiir die TZD-Wirkung beziiglich der Insulinsensitivitit hin, was untern anderem

mit der Sekretion von adipozytéren Faktoren begriindet wird, die ihre Wirkung auf Muskel

und Leber ausiiben.

1.13. PPARy-Regulation adipozytirer Gene und Verbesserung der Insulinsensitivitit

Die Ergebnisse der aktuellen Forschung zeigen, dass die TZDs die Insulinsensitivitit im Fett
durch Modulation diverser adipozytdrer Gene und in der Folge durch die Regulation
endokriner Produkte beeinflussen. Polypeptide wie TNFa und IL-6, die als inflammatorische
Mediatoren an einer Insulinresistenz beteiligt sind, werden durch die TZD vermittelte PPARy-
Aktivierung herunterreguliert''’. Andererseits wird die Sekretion von Adipozytokinen wie
Adiponektin und Leptin auf einem fiir die Insulinantwort ausgeglichenem und adiquatem

118-121

Level gehalten Die genannten Adipozytokine sind die Hauptmediatoren der

Glukosehomdostase und der Insulinsensitivitit'**. Ein weiterer Haupteffekt der TZDs ist die

107123125 T7Ds leisten dies zum Teil

Reduktion von zirkulierenden freien Fettsduren (FFA)
durch eine Hochregulation adipozytirer Gene, die in die Aufnahme freier Fettsduren
involviert sind, wie die Lipoprotein Lipase und das fatty acid transport protein'*®!*’. Ebenso
sind Gene wie die Phosphoenolpyruvat Carboxykinase (PEPCK) und die Glycerol Kinase

(GyK)'** ¥ beteiligt, welche die freien Fettsduren im Adipozyten verwerten.
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Am Menschen wird der beschriebene Einfluss der PPARy-Aktivierung durch TZDs in Form
einer merklichen Verbesserung der Insulin- und Glukose-Parameter deutlich, da die
Insulinsensitivitit bei Typ 2 Diabetes-Patienten im gesamten Korper verbessert wird'?'™**.
Dabei scheint das Fett als Hauptexpressionsort von PPARy Mediator der Insulinsensitivierung

%5 Durch die Aufrechthaltung der intakten Funktion des weifen Fettgewebes schiitzt

Zu sein
PPARy nach Aktivierung durch TZDs zudem die Leber vor zu starker Akkumulation von
Lipiden und sichert dadurch die hepatische Insulinsensitivitit.

Die Rolle der Skelettmuskulatur im Rahmen der Insulinresistenz ist noch nicht geklart.
Vorherige Studien haben gezeigt, dass lipodystrophe oder fettlose Tiere Insulinresistenz und
Diabetes entwickeln, was vorwiegend ein Resultat von nicht ausgeglichener muskulérer

136,137 - .
" Dies konnte

Glukose disposal durch Lipidakkumulation und folgender Lipidtoxizitét ist
auf eine fehlende Regulation durch adipozytires PPARY zuriickzufiihren sein.

Somit spielt die PPARy-Aktivierung nicht nur eine der Rolle bei der Aufrechthaltung der
intakten Funktion des Fettgewebes. Vielmehr scheint PPARy protektiven Einfluss auf die
Insulinsensitivitdt und damit auf den damit verkniipften Glukose- und Lipidstoffwechsel

weiterer Gewebe zu haben.

1.14. Die Rolle von PPARY im inflammatorischen Prozess

PPARy ist im Fettgewebe stark exprimiert und reguliert nach seiner Aktivierung den
adipozytiren Phinotyp und Gene, die in den Fett- und Glukosestoffwechsel involviert sind.
PPARy-Aktivierung wird zusdtzlich mit positiven Effekten auf die Expression und Sekretion
einer Reihe von Faktoren assoziiert, zu denen Resistin, IL-6, TNFa, PAI-1 und MCP-1
gehoren''”. In Makrophagen wird die zweitstirkste Expression von PPARy gefunden'™,
dessen Aktivierung die Produktion von Inflammationsmediatoren unterdriickt wird"*’. Auch
scheint eine Aktivierung von PPARY positiven Einfluss auf die Funktion des Fettgewebes im
Lipid- und Glukosestoffwechsel zu haben, die durch Makrophagen im Rahmen von
Adipositas negativ beeinflusst sein kann'*’. Zudem wird angenommen, dass PPARy den
Prozess der Artherosklerose moduliert. Der Rezeptor wird bei atherosklerotischen Lesionen
exprimiert und hat dort direkte antiinflammatorische Effekte in Zellen der vaskuldren Wand
wie dem Endothelium, vaskuliren glatten Muskelzellen sowie Makrophagen'*'*'*,

AuBerdem vermag der aktivierte Rezeptor die Dysfunktion der Adipozyten zu verbessern und

scheint die Progression der Insulinresistenz zum Diabetes zu verhindern''’.
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Relativ wenig ist bisher iiber die Rolle von PPARYy in Lymphozyten bekannt. Uber die

Expression des Rezeptors'®

144;145

scheinen die Lymphozyten in verschiedene Immunreaktionen

einzugreifen

reguliert'*.

. Ebenso wird iiber PPARy die Apoptose dieser immunologischen Zellen

1.15. PPARy-aktivierende Angiotensin Typ 1 Rezeptorblocker

Angiotensin Typ 1 Rezeptorblocker (ARB) werden zur Behandlung von Bluthochdruck und
kardiovaskuliren Endorganschiden eingesetzt'’’. Die Wirkung beruht auf der Blockade des
ATi-Rezeptors, wodurch die durch Angiotensin II vermittelte starke Vasokonstriktion
verhindert wird""*'*¥,

Einige Mitglieder dieser Substanzklasse wurden als partielle PPARy-Agonisten

identifiziert'*

, die eine Insulinsensitivierung in insulinresistenten, adipdsen Maéusen
erreichen™’. Im Gegensatz zu den vollen Agonisten, den Glitazonen, ist keine begleitende
Gewichtszunahme zu beobachten. Diese Selektivitit der ARBs wird zuriickgefiihrt auf eine
spezifische Rekrutierung von nukledren Kofaktoren'*. Telmisartan wurde dabei als stirkster
PPARy-Agonist identifiziert'**'*°. Auf dieser Grundlage wurden in nachfolgenden klinischen

151-155

Studien die metabolischen Effekte von Telmisartan eingehend untersucht und zusétzlich

zur Insulinsensitivierung ein positiver Einfluss auf die Serum-Lipidspiegel gefunden'**'"’".

Neben ihrem Effekt auf das Renin Angiotensin System (RAS) entfalten die ARBs Wirkung
auf metabolische Prozesse. Das Fettgewebe weist als parakrines System ein lokales RAS
auf**!*° welches in Hinblick auf einen Typ 2 Diabetes mellitus durch Medikation mit ARBs
entsprechend positiv moduliert werden konnte®. Gleichzeitig erhofft man sich neue
Erkenntnisse iiber Behandlungsmoglichkeiten fiir Typ 2 Diabetes mellitus assoziierte

160-164

Folgeerkrankungen . Die zugrunde liegenden Mechanismen der PPARy-vermittelten

Insulinsensitivierung durch ARBs sind generell bisher nur unzureichend charakterisiert.

1.16. Zielsetzung

Die Verbreitung der Fettleibigkeit nimmt weltweit zu und damit verbunden auch die
Anfilligkeit fiir Insulinresistenz bis hin zum manifesten Diabetes mellitus. Die Regulation der
Differenzierung und des Metabolismus von Adipozyten durch PPARY scheint von grofer
Bedeutung zu sein. PPARy als moglicher Angriffspunkt in der Therapie der Adipositas-

assoziierten Insulinresistenz gewinnt damit zunehmend an Interesse. Besseres Verstindnis der
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biologischen Rolle der Regulierung der PPARy-Aktivitdt und der biologischen Signalwege,
iiber die PPARy Adipozyten und andere Gewebe reguliert, konnte ein Weg sein, um neue
Behandlungsstrategien zu entwickeln.

Da Adipositas chronisch durch subklinische Inflammation begleitet wird, welche zudem mit
der Entstehung einer Insulinresistenz und einen Diabetes mellitus assoziiert wird, gewinnt die
Aufklarung der zugrunde liegenden Prozesse an Bedeutung. Hier scheinen lokale
Entziindungsprozesse im Fettgewebe im Mittelpunkt der Pathogenese zu stehen. Die
Bedeutung von Makrophagen bei diesen Prozessen wurde kiirzlich beschrieben, dahingegen
ist die Funktion von Fettgewebs-Lymphozyten noch ungekliart. PPARy stellt hier eine
wesentliche Schnittstelle zwischen Fettgewebe-Makrophagen-und Lymphozyten dar.

Ein gute Moglichkeit, die Pathogenese dieser verkniipften Erkrankungen zu beschreiben, stellt
das Tiermodell, speziell das bereits etablierte Adipositasmodell mit ménnlichen C57BL/6J
Miusen dar®. Denn die Komplexitit und Verkniipfung der entstehenden der Inflammation,
Fettleibigkeit und Adipositas kann nicht mehr mit einfachen Zellmodellen beschrieben

werden.

Die Hypothese dieser Arbeit ist, dass durch gezielte pharmakologische PPARy-Regulierung
der Entstehung einer chronischen Inflammation in einem die Adipositas imitierenden,
induzierten Hochfettmodell entgegengewirkt werden kann. Unklar ist auch, welche der
genannten Dysfunktionen zeitlich zuerst auftritt und damit die anderen zu fordern vermag.

Die Ziele dieser Arbeit werden damit wie folgt formuliert:

1. Nachweis einer Beteiligung inflammatorischer Zellen insbesondere von

Makrophagen/ Lymphozyten an Entstehungsprozessen der IR durch Fettleibigkeit.

2. Beschreibung des zeitlichen Verlaufs der Entstehung von IR und der Bedeutung

inflammatorischer Zellen.
3. Aufklidrung der Fihigkeit von TZDs und PPARy-aktivierenden ARBs, einer

Inflammation und  Insulinresistenz  im  induzierten  Adipositasmodell

entgegenzuwirken.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Laborgerite
ABI Prism® 7000, Sequence Detection

System

Zentrifuge Mikro 22R
pH-Meter pH211

Eppendorf Zentrifuge P 2810
Mikroskop Leica DM LB2
Beckmann Spektralphotometer DU®530
MyCycler, iCycler

Mx 3000 P

Brutschrank HERA cell 150
Feinwaage

Sterilbank Herasafe
Zellkulturartikel BD
NMR-Gerdt Minispec MQ10
Glucometer

Microm HM 325

Shandon Citadel 1000

Einbettstation Microm EC 350-1 und -2

2.1.2. Chemikalien

Zitronensaure
KCl

Tris HCI1
Mg?"

dNTP

SYBR Green |
DMSO
Tween20

Applied Biosystems, Darmstadt

Hettich, Hanau

Hanna Instruments, Kehl am Rhein
Eppendorf, Hamburg

Leica Camera AG, Solms
Beckmann, Miinchen

BioRad GmbH, Miinchen
Stratagene, Amsterdam Zuidoost
Heraeus Instruments, Hanau
Sartorius, Gottingen

Heraeus Instruments, Hanau
Falcon, Heidelberg

Bruker, Karlsruhe

Bayer, Leverkusen

Microm, Walldorf

Thermo Electronic Corp., Pirdus,
Griechenland

Microm, Walldorf

Sigma, Taufkirchen
Roth GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Roth GmbH, Karlsruhe
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ROX

Ethanol 100%
Xylol
Paraffin [
Paraffin 11
Isopropanol
Chloroform
Héamalaun

TRIzol® Reagent

2.1.3. Puffer und Losungen

Zitronensiurepuffer
pH 6
Zitronensaure - H,O

Aqua dest.

SYBR® Green I
House Mix

H,0, Ultra Pure
KCL2.5M
Tris-HCI, 1M
Mg**-solution, 1M
dATP, 100 mM
dCTP, 100 mM
dGTP, 100 mM
dTTP, 100 mM
SYBR® Green I
DMSO
Tween20
ROX-Solution

Finale Konzentration

50 mM

10 mM

6.5 mM

0.2 mM

0.2 mM

0.2 mM

0.2 mM
0.01 % (v/v)
2 % (v/v)
0.005 % (v/v)
1 % (v/v)

Sigma, Taufkirchen

J.T Baker, Deventer, NL
J.T Baker, Deventer, NL
Microm, Walldorf
Microm, Walldorf

J.T Baker, Deventer, NL
J.T Baker, Deventer, NL
Merck KGaA, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

2,1g
Ad 1000 ml

Fiir 10 ml

8,50 ml
400 pl
200 pl
130 pul
40 pl
40 pl
40 pl
40 pl
2 ul
400 pl
1 ul
200 pl
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2.1.4. Antikorper Immunhistochemie

Rat Anti Human/ Mouse CD3
Rat Anti Mouse MCP-1

Rat Anti Mouse F4/80
Polyclonal Rabbit Anti-Rat
Rat Anti Mouse Mac-3
Immunoglobuline/HRP

2.1.5. Materialien Tiermodell

Insulin Novolin
Glukose

Niedrig Fett Didt
Hoch Fett Diét

2.1.6. Tiere

maénnliche C57BL/6J Mause

2.2. Methoden

2.2.1. Tierversuche

AbD Serotec, Diisseldorf
R&D Systems, Wiesbaden
AbD Serotec, Disseldorf
Dako GmbH, Hamburg

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg

Novo Nordisk Pharma GmbH, Mainz
Merck, Darmstadt

Altromin GmbH, Lage

Research Diets, New Brunswick, NJ, USA

Harlan Winkelmann GmbH, Borchen

Es wurden minnliche C57BL/6J Méuse (Alter 4-6 Wochen, n=180 Tiere) fiir den Versuch
verwendet. Zur Grundcharakterisierung wurde eine randomisierte Subgruppe (n=10) zunédchst
metabolisch charakterisiert. Der metabolischen Phénotypisierung, welche die Analysen der
Gewichte, eine NMR (Nuclear Magnetic Resonance)-Messung zur Bestimmung der
Korperanteile an Muskel, Fett und freiem Wasser sowie eine Punktion retrobulbérer Gefil3e
zur Blutentnahme umfasste, folgten ein Insulin- sowie ein intraperitonealer
Glukosetoleranztest (ITT & ipGTT). AnschlieBend wurde diese erste Subgruppe zur
Organentnahme zwecks basaler Genexpressionanalyse getdtet. Ein Teil der Organproben

wurden zur histologischen Analyse der Zellmorphologie herangezogen. Im Fettgewebe wurde
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das AusmaBl der Fettgewebsinflammation einschlieflich Zytokinexpression und
Lymphozyten- sowie Makrophagen-Akkumulation analysiert.

Die Tiere der tibrigen Subgruppen wurden fiir die Zeit des Tiermodells mit einer fettreichen
Didt (60% des Energiegehaltes aus Fetten, Altromin, Lage, n=90 Tier) paarweise gefiittert.
Nach 5 und 10 Wochen wurden sequentiell die Hochfettdidtgruppen (Unbehandelt (Vehikel),
Rosiglitazon 10mg/kg/d, Telmisartan 3mg/kg/d, randomisiert n=10 Tiere/Gruppe)
metabolisch phénotypisiert und anschlieBend die Organe entnommen.

Eine Normaldidtgruppe von n=10 Tieren erhielt Niedrigfettfutter (10% des Energiegehaltes
aus Fetten, Altromin, Lage, n=10 Tiere) und wurde als Kontrollgruppe tiber die gesamte
Versuchsdauer mitgefiihrt, wobei Korpergewicht und Nahrungsaufnahme dokumentiert
wurden. Nach 10 Wochen wurde diese Gruppe ebenfalls metabolisch charakterisiert und

anschlieBend zur Organentnahme getotet.

_, Normaldidt (n=10) > 10 Wochen
10% Energiegehalt = Fett Phénotypisierung
Organentnahme
C57/BL6-
Méiuse  __|
(n=80, Hochfettdiit, 60% Energiegehalt = Fett
4-6 Wochen)
Unbehandelt (n=20)
»
Rosiglitazon 10 mg/kg/d (n=20)
Telmisartan 3 mg/kg/d (n=20)

Woche 0 Woche 5 Woche 10
Phénotypisierung Phénotypisierung Phinotypisierung
Organentnahme Organentnahme Organentnahme
n=10 jen=10 jen=10

Abb. 2.1: Aufbau des Tiermodells

Um statistisch gesicherte Aussagen beziiglich der Parameter der Insulinsensitivitidt und der
Fettgewebsentziindung treffen zu konnen, waren in diesem diédt-induzierten, adipOsen

Mausmodell eine Tierzahl von mindestens 10 pro Versuchgruppe/Behandlungsgruppe
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notwendig'®'%. Die einzelnen Gruppen und der Versuchsaufbau sind aus Abbildung 1
ersichtlich. Die Dosierungen von Rosiglitazon und Telmisartan sind der Literatur

167;168

entnommen . Die Substanzen wurden oral iliber Schlundsonde im 24 h-Rhythmus

verabreicht.

2.2.2. Metabolische Phinotypisierung

AnschlieBend an eine nédchtliche Fastenperiode wurden mittels NMR-Messung die
Korperanteile Muskel, Fett und freies Wasser bestimmt.

Zur metabolischen Charakterisierung wurde ein Glukosetoleranztest durchgefiihrt, wozu den
Tieren nach néchtlicher Niichternphase und initialer Blutentnahme (Zeitpunkt 0) 1 g/kg
Glukose intraperitonal verabreicht wurde. Jeweils nach 15, 30, 60, 90 und 120 min wurde
tiber Punktion der Schwanzvene Blut zur Blutglukosebestimmung entnommen. Hierfiir
musste das Tier nicht narkotisiert werden. In der jeweils darauffolgenden Woche wurde der
Insulintoleranztest zur direkten Bestimmung der Insulinsensitivitit durchgefiihrt. Hierfiir
wurde 0,25 U/kg Insulin intraperitoneal appliziert und nach 0, 15, 30, 60 und 120 min Blut
aus dem Schwanz zur Glukosebestimmung gewonnen. Abschlieend wurden die Tiere zur

Organentnahme getdtet.

2.2.3. Bestimmung der Korperzusammensetzung

Zur Bestimmung der Korperzusammensetzung wurde mittels Nuclear Magnetic Resonance
(NMR)-Messung der Anteil an Muskel und Fett in den Méusen bestimmt. Hierzu wurden die
Tiere einzeln im NMR-Gerdt Bruker’s Minispec MQI10 arretiert und die

Korperzusammensetzung wéhrend der 30sekiindigen Messung bestimmt.

2.2.4. Immunhistochemie

Nach Entnahme von Fettgewebsproben wurden diese anschlieBend in 10%ige Formalinlosung
iiberfiihrt und 24 h bei RT inkubiert. Es folgt die Dehydrierung der Proben nach folgendem
Zeit-Losungsmittel-Profil:
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Losungsmittel Zeit in Stunden [h]
70% Ethanol 1

96% Ethanol 2

3-100% Ethanol 2

Aceton 0,5

Paraffin I 2

Paraffin I1 2

Das so paraffinisierte Fettgewebe wurde nach Aushértung in Einbettkassetten als 3 um diinne
Schnitte auf Superforst-Plus-Objekttrager iiber 12 h im Brutschrank bei 60°C fixiert. Es folgte
die immunbhistologische Aufarbeitung beginnend mit der Entparaffinisierung nach folgendem

Zeit-Losungsmittel-Profil:

Losungsmittel Zeit in Minuten [min]
2- Xylol 10

100% Ethanol 5

96% Ethanol 3

70% Ethanol 1

50% Ethanol 1

Zur Antigenfreilegung wurden die Schnitte im Citratpuffer bei pH 6 10 min im Dampftopf
erhitzt, danach fiir 10 min in PBS abgekiihlt. Es folgte die Blockierung mit Peroxidase
Blockierungsreagenz fiir 8 min, danach mit Avidin und Biotin Blockierungsreagenz fiir je
15 min. Die Schnitte wurden zwischen den einzelnen Schritten jeweils 3x2 min in PBS
gewaschen. SchlieBlich folgte die Inkubation mit Primérantikdrpern fiir 90 min bei RT bzw.
12 h bei 4°C. Nach einem weiteren Waschschritt von 3x2 min wurde der Sekundirantikdrper
mit dem priméren iiber 30 min bei RT gekoppelt. Nach einem weiteren Waschschritt wurde
der Horseradish Peroxidase (HRP)-gelabelte Zweitantikérper mit 3-Amino-9-Ethylcarbazol
(AEC)-Chromogen-Reagenz entwickelt. Der Peroxidase wird bei dieser Farbreaktion
Wasserstoffperoxid als Substrat angeboten, gefolgt von der Gegenfirbung fiir 15 sec mit
Hémalaun und Konservierung durch Aquatex unter Deckglas konserviert. Anschlieend

wurden die Farbungen unter dem Lichtmikroskop qualitativ ausgewertet.
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2.2.5. Gewebehomogenisierung und RNA-Isolation

Die Homogenisierung der Gewebe erfolgte mittels 0,5 ml PeqLab®-Losung pro Probe, die
jeweils 2 min mit einem Homogenisator zerkleinert wurde. Einer Inkubationszeit von 5 min
bei RT folgte die Zugabe von 100 pl Chloroform. Der Ansatz wurde 15 s geschwenkt und
weitere 10 min inkubiert. Der Zentrifugation bei 12.000 x g und 4°C iiber 5 min schloss sich
die Uberfiihrung der oberen Phase in 250 pl Isopropanol an. Nach 15 sekiindigem Schwenken
wurde fiir weitere 10 min inkubiert, danach 10 min bei 12.000 x g und 4°C zentrifugiert.
Anschlieend wurde die Isopropanolphase abgenommen, das Pellet zweimal mit Ethanol 75%

gewaschen und nach fiinfminiitigem Trocknen bei 37°C in RNase-freiem Wasser gel0st.

2.2.6. RNA- & DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der isolierten RNA wurde durch Messung der Optischen Dichte (optical
density = OD) bei 260 nm und 280 nm Wellenldnge in einem UV-Spektrophotometer
bestimmt. Die Absorption bei 260 nm entsprach der Gesamtmenge der Nukleinsduren (RNA,
DNA) in der Probe. Zusitzlich wurde die Absorption bei 280 nm gemessen, was dem
Absorptionsmaximum der Proteine entsprach. Durch Bestimmung des Quotienten der
Absorptionswerte bei 260 nm und 280 nm lieB sich die Reinheit der Proben ermitteln. Eine
reine RNA-Losung sollte einen Wert von >1,8 aufweisen.

Vor der Messung wurde die Probe verdiinnt, woraus sich der Verdiinnungsfaktor (VF) ergab,
welcher in die Konzentrationsberechnung Eingang fand. Diese erfolgte mit der nachstehenden

Formel:

¢ =A260 - 40 - VF [ug/ml]

A260 Absorption bei 260 nm

40 RNA-spezifischer Faktor, eine Losung, die 40 pg/ml doppelstringige RNA
enthélt, besitzt bei Verwendung einer 1 cm dicken Quarzkiivette eine OD von 1

50 DNA-spezifischer Faktor, eine Ldsung, die 50 pg/ml doppelstringige RNA
enthilt, besitzt bei Verwendung einer 1 cm dicken Quarzkiivette eine OD von 1

VF Verdiinnungsfaktor

Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80°C bis zur weiteren Prozessierung.

27



Material und Methoden

2.2.7. cDNA-Synthese

Um die Expression spezifischer RNA quantifizieren zu konnen, bedarf es der Umschreibung
in DNA. Das Prinzip dieser Umwandlung ist die reverse Transkription (RT). Die durch diesen
Prozess entstehende DNA wird als cDNA bezeichnet, da sie komplementir zur RNA-Sequenz
ist.

Fiir eine nachfolgende real-time PCR wurden einheitliche Mengen cDNA je Probe verwendet,

so dass sich ein typischer RT-Ansatz wie folgt zusammensetzte:

Eingesetzte Menge

RNA I pg
Random-Hexamer-Primer (500ng/ ul) 1wl
Ultra-Pure-Water ad 10 pl
M-MLV-Puffer 5 ul Sfach
dNTPs (10 mM) 1,25 ul
-Inhibitor (40 U/ul) 0,75 ul
M-MLV Reverse Transkriptase (200 U/ul) 1wl
Ultra-Pure-Water ad 25 ul

Die RT verléduft nach folgendem Temperaturprotokoll:
Thermal-Zeit-Profil

Inkubation von RNA und Random-Hexamer-Primer 5 min bei 70°C

Reverse Transkription 60 min bei 37°C

Kiihlung bis zur Probenentnahme 4°C

Nach erfolgter RT wird der Ansatz auf 10 ng/ul revers-transkribierte RNA verdiinnt.
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2.2.8. Polymerase-Kettenreaktion

Real-time-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruht auf einem Zyklus, welcher sich in drei Schritte
unterteilt. Der initialen Denaturierung zur Trennung der DNA-Stringe folgt der
Annealingschritt zur Hybridisierung der Primer an die single-stranded DNA (ssDNA). Im
dritten Schritt, der Elongation, werden die Primer durch eine DNA-Polymerase verldngert, so
dass die DNA im Anschluss wieder doppelstriangig vorliegt. Durch mehrfache Wiederholung
dieses Zyklus kommt es schlieBlich zu einer exponentiellen Vermehrung der DNA-Menge.
Zur Quantifizierung wurde die TagMan®- und SYBR® Green I-Systeme eingesetzt. Dabei
werden in die vermehrte DNA-Menge ssDNA-Fragmenten, an die ein Fluorochrom gekoppelt
ist, eingebaut und so eine Quantifizierung moglich.

Die fiir die real-time RT-PCR verwendete Sonden- und Primersequenzen sind im Folgenden
aufgelistet. Assays on demand (AoD) sind vorgefertigte Primer-Sonden-Gemische, deren

Sequenzen durch die herstellende Firma nicht preisgegeben werden.

Primer bzw. Sonde Sequenz Assay ID

18 S forward ACCTGGTTGATCCTGCCAGTAG

18 S reverse TTAATGAGCCATTCGCAGTTTC

MPC-1 AoD MmO00441242 ml
F4/80 AoD Mm00802529 m1l
SDF-1a AoD Mm00445552 ml
CD3y AoD MmO00438095 ml

Das Temperaturprofil ist fiir alle durchgefiihrten PCRs resp. Assays On Demand der Firma
Applied Biosystems identisch. An zwei Vorinkubationsschritte von 2 min bei 50°C und 10
min bei 95°C, die unter anderem der Aktivierung der Tag-Polymerase dienen, schlieen sich
40 Zyklen mit 15 sekiindigen Denaturierungsschritten bei 95°C und einminiitigen
Inkubationsphasen bei 60°C fiir Annealing und Elongation an.
Das optimierte Thermalprofil auf Grundlage der SYBR® Green I-Detektion startet mit 5 min
bei 95°C. Es schlieBen sich 40 und mehr Zyklen an, bestehend aus jeweils 15 sekiindigen
Denaturierungsschritten bei 95°C sowie 30 sekiindigen Inkubationsphasen bei 60°C und 72°C
fir Annealing und Elongation an. Jeder Zyklus wird durch die Fluoreszenzmessung
abgeschlossen. Den Schluss bildet ein Temperaturgradient beginnend bei 50 °C bis 95°C, mit
29
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Hilfe dessen eine Dissoziationskurve aufgenommen wird, die der Uberpriifung der

Amplifikation dient.

Prinzip der Quantifizierung

Bei der Quantifizierung der isolierten RNA mittels real-time PCR wird die Kinetik der PCR-
Reaktion genutzt. Dabei wird das nach jedem Zyklus gemessene Fluoreszenzsignal gegen die
Zykluszahl aufgetragen. Anhand dieser Darstellung wird zunéchst die Hintergrundaktivitit
bestimmt und ein Schwellenwert (Threshold) festgelegt. Dies geschieht durch Ausnutzung der
Kinetik der PCR-Reaktion, da in den frithen PCR-Zyklen eine weitgehende exponentielle
Vermehrung der DNA-Fragmente stattfindet. Der Zyklus, bei dem die Fluoreszenzsignale
einer Probe so stark sind, dass sie diese Schwelle erreichen, wird als CT-Wert (Cycle of
Threshold) bezeichnet und bietet die Grundlage der weiteren Quantifizierung. Die Wahl des
Schwellenwerts sollte dabei so erfolgen, dass die CT-Werte jeweils im Bereich der

exponentiellen Zunahme des PCR-Produktes liegen.
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Abb. 2.2: Halblogarithmische Darstellung einer real-time Quantifizierung
Die TagMan®- als auch die SYBR® Green I-PCR liefert in der oben beschriebenen

Durchfiihrung die CT-Werte zu den einzelnen Proben. Anhand dieser Werte ist es moglich,

relative Aussagen liber die Transkripte der gemessenen Gene zu treffen.
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2.2.9. Graphische Auswertung

Die graphische Auswertung der metabolischen Daten erfolgte durch das Programm Imagel

Version 1.38.

2.2.10. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms SPSS Version 14.0. Die Daten
wurden je nach Einflussvariablen mit Hilfe von t-Test bzw. ANOVA (post-hoc Bonferoni) auf
Signifikanz tiberpriift. Ein p-Wert<0.05 wurde als statistisch signifikant definiert. Die Daten

sind als Mittelwerte = SEM prisentiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Hochfett-induzierte Adipositas und Fettgewebsinflammation

3.1.1. Korpergewicht

Wie aus Abbildung 3.1 zu ersehen ist, erreichte das Korpergewicht der HFD-Tiere nach vier
Wochen auf Hochfettdiit einen signifikanten Unterschied zur LFD-Gruppe. Die Signifikanz
dieser Differenz wurde iiber den restlichen Zeitraum beibehalten und die HFD-Tiere
erreichten bei Abschluss der Untersuchung nach 10 Wochen ein Korpergewicht von

durchschnittlich 30,4 +2,2 g, die LFD-Gruppe 26,4 £0,7 g (p<0,05).

—X— Niedrigfettdiat
—&— Hochfettdiét

Korpergewicht [ g]
[\
NN
1
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Abb. 3.1.1.: Kdrpergewichtsentwicklung £SEM auf Normal- und Hochfettdidt. (* p<0,05
HFD-Gruppe)

Man kann also schlussfolgern, dass durch die verfiitterte Hochfettdidt die Zunahme des

Korpergewichtes gegeniiber der Normaldiét beschleunigt wurde.
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3.1.2. Korperzusammensetzung

Die Bestimmung der Korperzusammensetzung erfolgte, um den Einfluss der Hochfettdiét auf

die Anteile von Fett bzw. Muskelmasse zu untersuchen.

Die Verteilung in den Kontrolltieren blieb iiber den beobachteten Zeitraum konstant bei
23,5% =£3,3 Fettanteil bzw. 76,5% +5,6 Muskelanteil. Die Vermessung der Hochfettgruppe
ergab eine ab Woche 5 signifikante Zunahme der Fettmasse (Abb. 3.1.2), die bis Woche 10
auf 32,1% +£5 zunahm (p<0,05). Die Muskelmasse nahm entsprechend auf 67,9% +5,0 ab,

erreicht jedoch zu keinem Zeitpunkt Signifikanz.
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Abb. 3.1.2: Entwicklung des Fettmassenanteils £SEM auf Normal- und Hochfettdidt
(* p<0,05).

Die Messdaten der Korperzusammensetzung zeigen also, dass durch die Hochfettdidt die

anteilige Zunahme des Fettgewebes gegeniiber der Normaldiét signifikant verstarkt wurde.
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3.1.3. Metabolische Charakterisierung
3.1.3.1. Glukosetoleranz

Die Bestimmung der Glukosespiegel nach Glukosegabe wurde durchgefiihrt, um den Einfluss

der Hochfettdidt auf die Glukoseintoleranz (GIT) zu untersuchen.

Mittels ipGTT wurde die Verdnderung der GIT gegeniiber den Normaldiét-Tieren ermittelt,
fiir die der ipGTT keine Verdnderung in der GIT iiber den beobachteten Zeitraum ergab. Die
unbehandelte HFD-Gruppe wurde bereits nach Woche 5 glukoseintolerant. Dieser Anstieg
wurde durch die Berechnung der AUC aus den gemessenen ipGTT-Kurven deutlich, was sich
durch einen signifikanten Anstieg des relativen Wertes auf 162% +13 (p<0,01 vs. Woche 0)
zeigte (Abb. 3.1.3.1.2). Nach 10 Wochen stieg die relative GIT auf 174% 46 (p<0,01 vs.
Woche 0) an.
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Abb. 3.1.3.1.1: Entwicklung der Glukoseintoleranz nach 5 Wochen auf HFD.
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Abb. 3.1.3.1.2: Entwicklung der Glukoseintoleranz zwischen 0 und 10 Wochen auf HFD.

Die Daten dieses Abschnitts zeigen, dass durch die HFD bereits nach 5 Wochen eine

Glukoseintoleranz induziert wurde.

3.1.3.2. Insulinsensitivitat

Die Bestimmung der Glukosespiegel nach Insulingabe erfolgte, um den Einfluss der

Hochfettdidt auf die Insulinsensitivitit zu untersuchen.

Die relative Insulinsensitivitdt der Normaldiét-Tiere blieb iiber den gesamten Zeitraum auf
nahezu unveridndertem Niveau.

Fiir die HFD-Gruppe wurde eine signifikante Abnahme der Sensitivitit gegeniiber den LFD-
Tieren bereits nach Woche 5 auf 85% +10 (p<0,05) beobachtet, die bis Woche 10 bis auf 70%
+7 absank (p<0,01).
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Abb. 3.1.3.2.1: Entwicklung der Insulinresistenz nach 5 Wochen auf HFD.
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Abb. 3.1.3.2.2: Entwicklung der Insulinresistenz zwischen 0 und 10 Wochen auf HFD.

Zusammenfassend konnte in diesem Abschnitt gezeigt werden, dass durch die HFD bereits

nach 5 Wochen die Insulintoleranz signifikant gesenkt wurde.
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3.1.4. Immunhistochemische Analyse der Fettgewebsinflammation

Mit immunhistologischen Férbungen wurden qualitativ die Expression pro-inflammatorischer
Zytokine und die Infiltration inflammatorischer Zellen im Fettgewebe in Korrelation zur

Hochfettdiat untersucht.

3.1.3.3. MAC-3

Bei der immunhistologischen Detektion von MAC-3 konnte erst in Woche 10 eine
Ansiedlung von Makrophagen gefunden werden, wéhrend von Woche null bis fiinf keine

Infiltration zu beobachten war.

A. S - B
MAC3 ~  Week5  IgG / . Week5:
€ D.’ E
MAC3 Week 10. MAC3 Week 10 IgG Week 10

Abb. 3.1.3.3: Immunhistochemische Farbung mit MAC-3-Antikdrper. Die detektierten
Antigene zeigen rote Farbung im epididymales Fett in Woche 10 auf HFD (C; D: hohe
Auflosung). B und E sind Negativkontrollen.

3.1.3.4. CD3

Bei der immunhistologischen Detektion von CD3 im Fettgewebe konnte in Woche 0 keine
Ansiedlung von T-Lymphozyten gefunden werden, widhrend ab Woche fiinf auf HFD

Infiltration zu beobachten war. Die Einwanderung der T-Lymphozyten stieg bis Woche 10 an.
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Abb. 3.1.3.4: Immunhistochemische Farbung mit CD3-Antikdrper. Die detektierten Antigene
zeigen rote Farbung im epididymales Fett in Woche 5 auf HFD (A; B: hohe Auflosung). C

und D sind Negativkontrollen.

3.1.5. RNA-Expressionsanalyse im Fettgewebe

Um den Einfluss der Didt und Gewichtszunahme auf den Status der Inflammation im
Fettgewebe in Korrelation zur Hochfettdidt zu untersuchen, wurden die Inflammations-
Marker MCP-1, F4/80, CD3 sowie das Chemoattractant SDF-1a quantifiziert. Dazu wurden
den nach 0, 5 und 10 Wochen getdteten Tieren Fettgewebsproben entnommen und zur
Quantifizierung mittels real time PCR aufbereitet. Zur einheitlichen Auswertung des
Expressionsmusters wurde der Mittelwert der Nullkontrollwerte gleich 1 gesetzt und die

Mittelwerte der HFD-Gruppe als ein relatives Vielfaches dieses Ausgangswertes dargestellt.

3.1.5.1. MCP-1
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Das Chemokin MCP-1 erreichte in der HFD-Gruppe ein Minimum der relativen Expression
von 0,32 0,1 in Woche 5, gefolgt von einem Anstieg auf das 4,4fache +0,2 des

Ausgangswertes in Woche 10. Damit stieg die Expression im beobachteten Zeitraum

signifikant an (p<0,01).
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Abb. 3.1.5.1: Relative MCP-1-mRNA-Expression im epididymalen Fettgewebe auf HFD
zwischen Woche 0 und 10 (* p<0,05).

Es konnte gezeigt werden, dass die mRNA Expression eines wesentlichen Chemokins der

Makrophagen-Infiltration unter Hochfettdidt ab Woche 10 signifikant anstieg.

3.1.5.2. F4/80

Fiir die relative Expression des Makrophagenmarkers F4/80 wurde bei den HFD-Tieren ein
Absinken bis Woche 5 auf 0,4 +£0,1 beobachtet, dem ein Anstieg der Expression auf das
signifikant 5,2fache +0,2 (p<0,05) folgte.
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Abb. 3.1.5.2: F4/80-mRNA-Expression im epididymalen Fettgewebe auf HFD zwischen
Woche 0 und 10 (* p<0,05).

3.1.5.3. SDF-1a

Das T-Zell spezifische Chemoattractant SDF-1a wurde quantifiziert, um ein zusitzlichen
Parameter der Lymphozytenmigration in einem frithen Stadium analysieren.
Fiir die relative Expression von SDF1-a wurde bei den HFD-Tieren ein Anstieg bis Woche 5
auf das 2,6fache +0,1 beobachtet, dem eine nach 10 Wochen signifikante Expression auf das
3,2fache £0,1 (p<0,05) folgte.
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Abb. 3.1.5.3: SDF1-0-mRNA-Expression im epididymalen Fettgewebe auf HFD zwischen
Woche 0 und 10 (* p<0,05).
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3.1.5.4. CD3y

Zur Quantifizierung der immunhistochemisch detektierten Fettgewebs-Lymphozyten, wurde
im epididymalen Fettgewebe die mRNA Expression von CD3y vermessen.

In der HFD-Gruppe wurde eine Zunahme der Expression des Lymphozytenmarkers CD3y auf
das 4,3fache 1,3 in Woche 5 gemessen, der in Woche 10 ein weiterer Anstieg auf das

6,8fache £1,2 folgte. Nach 10 Wochen war die Expression signifikant erhoht (p<0,05).
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Abb. 3.1.5.4: CD3y-mRNA-Expression im epididymalen Fettgewebe auf HFD zwischen
Woche 0 und 10 (* p<0,05).

3.2. Pharmakologische PPARy-Aktivierung und Fettgewebsinflammation

3.2.1. Korpergewicht

Nach 10 Wochen auf Hochfettdidt wog ein Tier der Rosiglitazon-Gruppe durchschnittlich
27,2 1,2 g. Der relative Gewichtsunterschied zwischen der mit Rosiglitazon behandelten und
der HFD Gruppe betrug nach 5 Wochen 2,1 +0,8 %, war ab Woche 6 signifikant
unterschiedlich und nahm bis Woche 10 auf 10,5 £1,1 % zu (p<0,05, in Abbildung 3.2.1 nicht
dargestellt). Der Gewichtsunterschied zwischen der mit Telmisartan behandelten und der
HFD Gruppe war bereits ab Woche 3 signifikant unterschiedlich (p<0,01) und vergroBerte
sich von Woche 5 mit 8,8 £ 1,1 % auf 19,5 + 1,0 % in Woche 10.
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Abb. 3.2.1.: Korpergewichtsentwicklung +SEM auf HFD sowie auf HFD plus Rosiglitazon-
bzw. Telmisartan-Behandlung (* p<0,05, ** p<0,01).

Zusammenfassend konnte in diesem Abschnitt gezeigt werden, dass durch die zusétzlich zur
HFD verabreichte Medikation von Rosiglitazon bzw. Telmisartan in einer geringeren

Gewichtszunahme der Tiere resultierte.

3.2.2. Korperzusammensetzung

Die Bestimmung der Korperzusammensetzung erfolgte, um den Einfluss der Hochfettdiét plus

Medikationen auf die Anteile von Fett zu untersuchen.

Im Gegensatz zur HFD-Gruppe wurde bei der mit Rosiglitazon behandelten HFD-Gruppe
nach 10 Wochen ein geringerer Anstieg des Fettanteils gefunden (Abb. 3.2.2). Hier nahm der
zur HFD-Gruppe relative Fettanteil (bezogen auf die Gesamtkorpermasse) nach 5 Wochen um
4,4 % +£0,7 zu, lag nach 10 Wochen jedoch um 8,0% =+1,3 niedriger (p<0,05). Diese
Unterschiede sind wahrscheinlich durch das Pair-Feeding Protokoll erkldrbar und weisen
daraufhin, dass die sonst zu beobachtende Gewichtszunahme unter Glitazontherapie

wesentlich auch durch Unterschiede in der Futteraufnahme (Hyperphagie) bedingt ist.
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Die Fettmasse der mit Telmisartan behandelten Tiere iiberschritt zu keinem Zeitpunkt die der
unbehandelten HFD-Gruppe und lag nach 5 Wochen um 5,8% +0,8, nach 10 Wochen 22,3%
+1,1 (p<0,05) unter dem Fettmassenanteil der HFD-Gruppe.
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Abb. 3.2.2: Entwicklung des Fettmassenanteils £SEM relativ zur HFD-Gruppe. Relativer
Fettanteil nach 5 bzw. 10 Wochen auf HFD sowie auf HFD plus Rosiglitazon- bzw.
Telmisartan-Medikation (* p<0,05).

Man kann also schlussfolgern, dass sowohl die Rosiglitazon- als auch die Telmisartan-
Medikation in einem signifikant verringerten Zuwachs des Fettgewebsanteil gegeniiber der

HFD nach 10 Wochen resultierte.

3.2.3. Metabolische Charakterisierung

Die Bestimmung der Glukosespiegel nach Glukose- bzw. Insulingabe diente der
Untersuchung, welchen Einfluss die Hochfettdidt plus Medikationen auf den

Glukosemetabolismus hat.
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3.2.3.1. Glukosetoleranz

Mittels ipGTT wurde die Verdnderung der GIT der HFD-Gruppen untersucht. Die
unbehandelte HFD-Gruppe wurde bereits nach Woche 5 signifikant glukoseintolerant (p<0,01
vs. Woche 0). Dieser Zustand wurde nach 10 Wochen beibehalten (p<0,01 vs. Woche 0).
Verglichen damit (HFD = 100 %) konnte die Rosiglitazon-Medikation die beschriebene GIT
nach 5 Wochen um etwa 15% +1,4 (p<0,01) und nach 10 Wochen um 17% =+1,7 (p<0,01)
verbessern (Abb. 3.2.3.1).

Im Vergleich zur unbehandelten HFD konnte die Telmisartan-Medikation nach 5 Wochen die
GIT signifikant verbessern 16% +2,3 (p<0,01). Nach 10 Wochen war die GIT durch
Telmisartan-Behandlung ebenfalls signifikant, jedoch weniger stark verbessert (6% =+1,7,

p<0,05).
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Abb. 3.2.3.1: Entwicklung der Glukoseintoleranz relativ zur HFD-Gruppe nach 5 bzw. 10
Wochen auf HFD sowie auf HFD plus Rosiglitazon bzw. Telmisartan-Medikation (** p<0,01,
* p<0,05 vs. HFD). Intraperitoneale Gabe von 1g Glukose pro kg Korpergewicht.
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Zusammenfassend konnte in diesem Abschnitt gezeigt werden, dass durch die HFD bereits
nach 5 Wochen eine Glukoseintoleranz induziert wurde. Diese konnte durch die Medikation

mit Rosiglitazon bzw. Telmisartan zum Teil signifikant abgeschwécht werden.

3.2.3.2. Insulinsensitivitit

Die Bestimmung der Glukosespiegel nach Insulingabe erfolgte, um den Einfluss der

Hochfettdidt plus Medikationen auf die Insulinsensitivitdt zu untersuchen.

Fiir die HFD-Gruppe wurde eine signifikante Abnahme der Sensitivitit gegeniiber den LFD-
Tieren bereits nach Woche 5 auf 85% +10 (p<0,05) beobachtet, die bis Woche 10 bis auf 70%
+7 absank (p<0,01).

Relativ dazu (HFD = 100 %) konnte durch Medikation mit Rosiglitazon die GIT nach 5
Wochen um 15% £2,7 (* p<0,05), nach 10 Wochen um 55% +4,5 verbessern(** p<0,01).
Absolut wurde keine signifikante Abnahme der Insulinsensitivitit {iber den beobachteten
Zeitraum beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Relativ zur unbehandelten HFD-Gruppe verbesserte die Telmisartan-Medikation die GIT nach
5 Wochen um 15% =£6,8. Nach 10 Wochen wurde eine Verbesserung von 58% =£3,5 erreicht
(** p<0,01).
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Abb. 3.2.3.2: Entwicklung der Insulinsensitivitét relativ zur HFD-Gruppe nach 5 bzw. 10
Wochen auf HFD sowie HFD plus Rosiglitazon bzw. Telmisartan-Medikation (** p<0,01,
* p<0,05 vs. Woche 0). Gabe von 0,25 U Insulin pro kg Korpergewicht.

Insofern kann man also schlussfolgern, dass die durch HFD bereits nach 5 Wochen signifikant
verringerte Insulintoleranz durch die Medikation mit Rosiglitazon bzw. Telmisartan sowohl

nach 5 als auch nach 10 Wochen zum Teil signifikant verbessert werden konnte.

3.2.4. RNA-Expressionsanalyse im Fettgewebe

Um den Einfluss der Medikation auf den Status der Inflammation im Fettgewebe in
Korrelation zur Hochfettdidt zu untersuchen, wurden die Inflammations-Marker MCP-1,
F4/80, CD3 sowie das Chemoattractant SDF-1a quantifiziert. Dazu wurden den nach 0, 5 und
10 Wochen getdteten Tieren Fettgewebsproben entnommen und zur Quantifizierung mittels
real time PCR aufbereitet. Zur einheitlichen Auswertung des Expressionsmusters wurde der
Mittelwert der HFD-Gruppe gleich 1 gesetzt und die Mittelwerte der anderen Gruppen als ein

relatives Vielfaches dieses Vergleichswertes dargestellt.
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3.24.1. MCP-1

Der Makrophagenmarker MCP-1 erreichte in der unbehandelten HFD-Gruppe einen Anstieg
auf das 4,4 fache +0,2 in Woche 10. Damit stieg die Expression im beobachteten Zeitraum
signifikant an (p<0,01).

Die Expression von MCP-1 sank in der Rosiglitazon-Gruppe nach 10 Wochen auf das
0,4fache +0,2 der HFD-Gruppe ab. Nach 10 Wochen war der Anstieg von MCP-1 signifikant
gegeniiber der HFD-Gruppe (p<0,01).

In der Telmisartan-Gruppe sank die Expression von MCP-1 nach 10 Wochen auf das 0,01
fache 0,003 (p<0,01 vs. HFD-Gruppe) ab.
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Abb. 3.2.4.1: MCP-1-mRNA-Expression im epididymalen Fettgewebe relativ zur
unbehandelten HFD-Gruppe nach 10 Wochen auf HFD sowie auf HFD plus Rosiglitazon
bzw. Telmisartan-Medikation (** p<0,01).

3.2.4.2. F4/80

Fiir die relative Expression des Makrophagenmarkers F4/80 wurde bei den unbehandelten
HFD-Tieren ein Anstieg der Expression auf das signifikant 5,2 fache £0,2 (p<0,05) gemessen.
In der Rosiglitazon-Gruppe nahm relativ zur HFD-Gruppe die Expression von F4/80 nach 10
Wochen auf das 0,15 fache +0,04 ab. Der Expressionsunterschied war statistisch signifikant

(p<0,01).
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Die Expression von F4/80 fiel in der Telmisartan-Gruppe relativ zur HFD-Gruppe nach 10
Wochen auf 0,02fache +0,01 ab (p<0,01).
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Abb. 3.2.4.2: F4/80-mRNA-Expression im epididymalen Fettgewebe relativ zur
unbehandelten HFD-Gruppe nach 10 Wochen auf HFD sowie auf HFD plus Rosiglitazon-
bzw. Telmisartan-Medikation (** p<0,01).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Makrophagen-Infiltration auf Hochfettdit
in Woche 10 durch Medikation mit Rosiglitazon deutlich gesenkt bzw. durch Telmisartan

génzlich unterdriickt werden konnte.

3.2.4.3. SDF-1a

Das Chemoattractant SDF-1a wurde quantifiziert, um die Infiltration der Lymphozyten in
einem frithen Stadium zu analysieren.

Fiir die relative Expression von SDFI1-a wurde bei den unbehandelten HFD-Tieren ein
Anstieg bis Woche 5 auf das 2,6fache +0,1 beobachtet, dem eine nach 10 Wochen
signifikante Expression auf das 3,2fache +0,1 (p<0,05) folgte.

Die Expression von SDF1-a sank relativ zur unbehandelten HFD-Gruppe in den Rosiglitazon-
Tieren nach 5 Wochen auf das 0,28fache +0,16 ab und erreichte nach 10 Wochen das
0,29fache +0,2. Zu beiden Zeitpunkten war die Auspragung von SDF1-a gegeniiber den
unbehandelten HFD-Tieren signifikant erniedrigt (p<<0,01).
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In der Telmisartan-Gruppe sank die Expression von SDF1-a sank relativ zur unbehandelten
HFD-Gruppe nach 5 Wochen auf das 0,16fache +0,05 und nahm nach 10 Wochen auf das
0,09fache +0,4 ab. Zu beiden Zeitpunkten war die Expression von SDF1-a gegeniiber den
Kontrolltieren signifikant erniedrigt (p<0,01).
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Abb. 3.2.43: SDFl-a-mRNA-Expression im epididymalen Fettgewebe relativ zur
unbehandelten HFD-Gruppe nach 5 bzw. 10 Wochen auf HFD sowie HFD plus Rosiglitazon-
bzw. Telmisartan-Medikation (** p<0,01).

3.2.4.4. CD3y

Zur Quantifizierung der immunhistochemische detektieren Fettgewebs-Lymphozyten, wurde
im Folgenden die mRNA Expression im epididymalen Fettgewebe vermessen.

In der wunbehandelten HFD-Gruppe wurde eine Zunahme der Expression des
Lymphozytenmarkers CD3y auf das 4,3fache +1,3 in Woche 5 gemessen, der in Woche 10 ein
weiterer Anstieg auf das 6,8fache +1,2 folgte. Nach 10 Wochen war die Expression
signifikant erhoht (p<0,05).

In der Rosiglitazon-Gruppe sank die Expression von CD3y relativ zur unbehandelten HFD-
Gruppe nach 5 Wochen auf das 0,22fache £0,22 und nahm nach 10 Wochen auf das 0,27fache
+0,16 ab. Der Expressionsunterschiede war nach 10 Wochen signifikant (p<0,05).
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Die Expression von CD3y nahm in der Telmisartan-Gruppe relativ zur unbehandelten HFD-
Gruppe nach 5 Wochen auf das 0,08fache +0,04 ab und erreichte nach 10 Wochen ein
Minimum von 0,01fach +0,01. Der Unterschied war nach 5 und 10 Wochen signifikant
(p<0,05).
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Abb. 3.2.44: CD3y-mRNA-Expression im epididymalen Fettgewebe relativ zur
unbehandelten HFD-Gruppe nach 5 bzw. 10 Wochen auf HFD sowie HFD plus Rosiglitazon-
bzw. Telmisartan-Medikation (* p<0,05).

Man kann also schlussfolgern, dass sowohl Rosiglitazon als auch Telmisartan die

Lymphozytenmenge und deren chemotaktisches Zytokin in frithen Stadien der didt-

induzierten Insulinresistenz zu senken scheinen.
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4. Diskussion

In den vergangenen 10 bis 20 Jahren ist insbesondere in den industrialisierten Léndern eine
deutliche Zunahme der Adipositas-Privalenz zu verzeichnen'”. Die damit assoziierte
Insulinresistenz (IR) kann zur Manifestation eines Typ 2 Diabetes Mellitus fiithren, der
wiederum mit der Adipositas korreliert ist. Da sowohl im Fettgewebe adiposer Patienten als
auch im Status eines manifesten Typ 2 Diabetes mellitus Zeichen einer subklinischen,
chronischen Inflammation nachgewiesen werden konnen, ist die Untersuchung der
Pathogenese beider Krankheiten erstrebenswert, um Moglichkeiten der medikamentdsen
Einflussnahme zu charakterisieren.

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, den Einfluss der pro-inflammatorischen
Makrophagen und T-Lymphozyten auf die frithe Entwicklung von Insulinresistenz im
Hochfettdidt-induzierten Adipositasmodell zu untersuchen. Zudem sollte der Einfluss von
Rosiglitazon und Telmisartan auf die Inflammation und Entwicklung der Insulinresistenz als
mogliche pharmakologische Intervention gepriift werden.

Frithere Arbeiten richteten den Blick bisher hauptséichlich auf die Rolle der Makrophagen in
der Entwicklung der Inflammation des Fettgewebes und die damit verbundene Entstehung der
IR. Mittlerweile ist bekannt, dass bei normaler Funktion der Adipozyten konstant eine geringe
Anzahl an Makrophagen rekrutiert werden’®'®, die jedoch keinen proinflammatorischen
Einfluss ausiiben. Sie werden auch als residente M2-Klasse definiert. Wird jedoch durch
Hochfettdidt eine positive Energiebilanz mit folgender Adipositas induziert, kommt es zur
Einwanderung weiterer so genannter M1-Makrophagen, die durch ein zu den bereits
vorhandenen Makrophagen verindertes Genexpressionsmuster gekennzeichnet sind™®. In der
vorliegenden Arbeit zeigten sowohl die immunhistochemischen Férbungen als auch die
quantitative RT-PCR Analyse nach fiinf Wochen HFD nur eine geringe Anzahl detektierbarer
Makrophagen. Es handelte sich dabei wahrscheinlich um Makrophagen der Klasse M2, da die
gemessene Expression von MCP-1 erst nach zehn Wochen signifikant anstieg. MCP-1 ist als
Ligand des so genannten C-C chemokine receptor 2 (CCR2) fiir die Rekrutierung weiterer
inflammatorisch agierender Makrophagen im Fettgewebe notwendig''”'"!, wird im
inflammatorischen Milieu von Adipozyten sowie von M1-Makrophagen sezerniert und wurde
bisher als einer der Hauptmediatoren der Inflammation angesehen. Der nach zehn Wochen
HFD zu beobachtende Anstieg detektierbarer Makrophagen ist somit wahrscheinlich auf die
Infiltration von Makrophagen der MI1-Klasse zuriickzufiihren, welche verstirkt Gene

9

exprimieren, die der zelluldren Adhdsion und Migration dienen'®. Fiir die zu diesem
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Komplex zdhlenden Gene CCR2, Interleukin 6 (IL-6) und inducible nitric oxide synthase
(INOS) wurde bereits in mehreren Studien gezeigt, dass sie zur Inflammation im Fettgewebe
beitragen®™ "2 Letztlich aktiviert der direkte Zellkontakt zum Adipozyten den

140 .
. Diese

Makrophagen und fiihrt zur Beeinflussung der Insulinsensitivitit der Fettzellen
Verbindung zur Insulinwirkung konnte anhand von CCR2-Knockout-Méusen demonstriert
werden, die durch das Fehlen des MCP-1-Rezeptors neben geringerer Makrophagen-
Infiltration auch eine Expressionsreduktion inflammatorischer Gene aufwiesen.
Interessanterweise waren diese Tiere teilweise vor der Entwicklung einer HFD-induzierten
Insulinresistenz geschiitzt'”'. In diesem Zusammenhang wird eine wichtige Rolle fiir
Makrophagen postuliert. Der allerdings nicht vollstindige Schutz vor einer HFD-induzierten
Insulinresistenz legt die Beteiligung weiterer inflammatorischer Zellen nahe.

Die Rolle der Makrophagen wihrend der HFD-induzierten Adipositas wurde ebenfalls von
Xu et al. im gleichen Mausmodell beschrieben®. Die Autoren argumentieren, dass das
Auftreten der Hyperinsulindmie in den Diit-induzierten Adipositas-Mausen die Initiierung der
Insulinresistenz darstellt und dass dieses Stadium eng mit der Hochregulierung
chemotaktischer Marker der Makrophagen-Infiltration im Fettgewebe verkniipft ist. In der
vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass C57BL/6J-Méuse bereits nach fiinf Wochen
HFD insulinresistent sind. Dieses metabolische Charakteristikum ist deutlich frither zu
beobachten als der Anstieg des Serum-Insulins, den Xu et al. nach elf Wochen HFD
beschrieben. Unsere Daten sind konform mit kiirzlich verdffentlichten Ergebnissen, die im
gleichen Mausmodell eine frithe Initiierung der IR durch HFD bestitigen'”>. Die bereits zuvor
beschriebene®, spite Regulierung der Makrophagenmarker im Fettgewebe ist
iibereinstimmend mit unseren Ergebnissen. Zusammenfassend wird eine deutliche Diskrepanz
zwischen der Makrophageninfiltration und der Initiierung der IR im Fettgewebe der Méuse
deutlich, was darauf hindeutet, dass Makrophagen mdglicherweise nicht in die friihe

Pathogenese der Adipositas-induzierten IR involviert sind.

4.1. Einfluss infiltrierender T-Lymphozyten

Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene frilhe Anwesenheit von T-Lymphozyten im
viszeralen Fett zum Zeitpunkt der manifesten IR (sieche Abb. 3.1.3.4) postuliert, dass diese
Zellen an der Initiierung der IR im Fettgewebe beteiligt sein kdnnten. Diese Konstellation
konnte der inflammatorischen Antwort der GefiBwand wéihrend der Atherogenese
entsprechen, in deren Verlauf die friihzeitige Lymphozyten-Rekrutierung und Aktivierung

einen entscheidenden Schritt zur Lasionsentwicklung darstellt. Frithere Studien haben bereits
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die Anwesenheit von CD3" T-Lymphozyten in humanem Fettgewebe sowie eine hohe Anzahl
von T-Zellen im viszeralen Fett didt-induzierter, insulinresistenter Méuse nachgewiesen®. In
der vorliegenden Arbeit zeigten sowohl immunhistochemische Féarbungen als auch
quantitative RT-PCR Analysen bereits nach fiinf Wochen HFD die Anwesenheit von CD3"
Lymphozyten im viszeralen Fettgewebe (siche Abb. 3.1.3.4), was darauf schlieBen lésst, dass
T-Lymphozyten frith wahrend der Krankheitsentstehung in das Fettgeweben einwandern. Die
Rekrutierung von T-Zellen an Orte der Inflammation wird normalerweise durch Chemokine
vermittelt, die durch Endothel- oder Stromazellen sowie Makrophagen freigesetzt werden. In
Praadipozyten und Adipozyten wurde in mehreren Studien eine Regulation der Expression
von T-Zell-spezifischen Chemokinen wie regulated on activation, normal T cell expressed
and secreted (RANTES), MCP-1 oder interferon-gamma-inducible protein 10 (IP-10)
beobachtet **!'"*!7 Interessanterweise scheint RANTES, ein chemotaktisches Zytokin fiir T-
Zellen'”, wihrend der Adipozytendifferenzierung hochreguliert zu werden, wihrend die
Expression anderer Chemokine wie MCP-1 im Verlaufe der Zeit verringert wird. Zusétzlich
konnte in der vorliegenden Arbeit die mRNA-Expression von Stromal-derived factor-1 (SDF-
1), das ebenfalls die Rekrutierung von Lymphozyten induziert, detektiert werden. Die
Expression von SDF-1 im Fettgewebe war bereits parallel zur Rekrutierung von CD3" T-
Lymphozyten nach fiinf Wochen signifikant erh6ht. Bei der Fettgewebsinflammation werden
moglicherweise die T-Lymphozyten durch die Freisetzung priaadipozytirer Chemokine wie
SDF-1 rekrutiert. Somit wére der durch die Hochfettdidt beeinflusste Praadipozyt der
wesentliche zelluldre Stimulator der T-Zellrekrutierung ins Fettgewebe.

Die Bedeutung des T-Lymphozyten im Fettgewebe hingegen ist bisher nur unvollstindig
untersucht. Jiingste Ergebnisse lassen auf eine Inhibierung der Differenzierung vom Pri- zum
Adipozyten durch aktivierte T-Zellen schlieBen®’. Ein solcher Mechanismus kénnte zu
ektopischer Triglycerid-Disposition in der Leber und im Skelettmuskel beitragen und dadurch
die IR in diesen Organen vorantreiben. Die vorliegende wie auch die Arbeit von Wu et al.
konnte die Interaktion zwischen Prdadipozyten und T-Lymphozyten als wichtige zellulédre
Schnittstelle wihrend der Entwicklung von Adipositas-induzierter IR identifizieren. Die
Anwesenheit der fettgewebsstindigen T-Lymphozyten konnte die Anzahl der Prdadipozyten
erhohen, die wiederum die Rekrutierung weiterer T-Lymphozyten mittels der Induktion von
SDF-1 Produktion verstarken.

Neben der direkten Regulation der Adipozytenfunktion konnen T-Lymphoyzten auch die
Funktion von Fettgewebsmakrophagen beeinflussen. Im Falle von TH1-Lymphozyten kommt

es im Laufe der Entziindung zur Produktion und Sekretion von IFNy. Das Cytokin [FNy
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induziert im Makrophagen dann eine pro-inflammatorische M1-Antwort, so dass die
Anwesenheit der T-Lymphozyten im Fettgewebe nicht nur die quantitativen Unterschiede der
Makrophagen zu beeinflussen vermag, sondern vielmehr auch funktionelle Unterschiede

induziert'”’

. Um die pathophysiologischen Interaktionen zwischen den fettgewebsstéindigen
T-Lymphozyten und Makrophagen zu charakterisieren, bedarf es weiterer Studien.

Diesbeziiglich werden derzeitig in Ulm in der Arbeitsgruppe von Prof. Nikolaus Marx (in
Kooperation mit Berlin) weiterfilhrende Tierexperimente durchgefiihrt. Es werden
unterschiedliche Knock-out Tiere mit einer Hochfettdiit behandelt und metabolisch
phénotypisiert. Hierfiir wurden im Einzelnen folgende Stdmme gewihlt: Die B6.129S7-
Rag"™™°™/J Maus, die weder reife T- (CD8- und CD4-negativ) noch B-Lymphozyten
produziert. Desweiteren die B6.129P2-Terb™™°™/J Maus, welche eine Depletion fiir CD4-
und CD8-positve Lymphozyten aufweist. Als drittes Modell wird ferner die B6.129-
H2dIAbl-Ea/J] Maus gewihlt, der ausschlieBlich die CD4-positiven Lymphozyten fehlen.

Durch diese Arbeiten wird die pathogenetische Funktion der unterschiedlichen T-

Zellpopulation bei der didt-induzierten Insulinresistenz weiter aufgeklart.

Zusammengefasst konnte durch die vorliegende Studie die frithe Infiltration von
Lymphozyten ins Fettgewebe wihrend der Entwicklung der IR im Mausmodell mit HFD-
induzierter Adipositas demonstriert werden. Die Assoziation von frither T-Lymphozyten-
Einwanderung ins Fettgewebe und die parallele Initiierung von IR in Didt-induzierter
Adipositas ldsst auf eine wichtige pathophysiologische Rolle dieses Zelltyps bei der
Ausbildung HFD-vermittelter IR schlieBen. Ein Einfluss der T-Lymphozyten auf die
Rekrutierung und die Funktion von Makrophagen scheint eine weitere Einflussgrof3e auf die

inflammatorisch vermittelte IR zu sein.
4.2. Einfluss von PPARy-Agonisten auf die inflammatorisch vermittelte IR

Neben der essentiellen Funktion in der Adipozyten-Differenzierung®**'” erfiillt PPARy
weitere wichtige Rollen unter anderem bei Entzlindungsprozessen. Aktiviert durch Liganden
vermittelt PPARy im Fettgewebe stark anti-inflammatorische Wirkungen. Hierbei standen
zunichst die Wirkungen von PPARY auf Adipozyten im Vordergrund. Der Rezeptor vermag
die Expression inflammatorischer Gene durch seinen Einfluss auf die Adipozyten-
Morphologie verdndern, was durch verminderte Sekretion inflammatorischer Marker durch
kleinere Adipozyten im Gegensatz zu groBen Fettzellen deutlich wird'”. In anderen Studien

konnte durch die Behandlung von adipdsen Ratten mit Troglitazon die GréBe der Adipozyten

54



Diskussion

drastisch verringert werden, was mit einer Reduktion des Expressionsspiegel
inflammatorischer Marker wie TNFa einherging'®’.

Zusitzlich zu den Effekten auf Adipozyten werden immer mehr direkte Wirkungen von
PPARy auf inflammatorische Zellen im Fettgewebe beschrieben.

Nach seiner Aktivierung vermag der Rezeptor die Makrophagen-Infiltration zu inhibieren und
dadurch die Expression inflammatorischer Gene zu reduzieren, sowie die Expression von
Makrophagenmarkern wie F4/80 zu senken®. Insbesondere zihlt dazu die Senkung der
MCP 1- sowie TNFoa-Expression, die mit IR assoziiert sind'"%"#1182 - Die  Sekretion
inflammatorischer Adipokine stammt hauptsichlich aus der so genannten Stroma-Vaskular-
Fraktion des Fettgewebes®'’2. Makrophagen stellen einen wesentlichen Bestandteil dieser
Fraktion im Fettgewebe dar. Die anti-inflammatorische Rolle von PPARy im Makrophagen,
lasst somit vermuten, dass die beobachtete Reduktion der Fettgewebsentziindung durch
PPARYy Aktivatoren wesentlich auch iiber die Effekte auf fettgewebsstindige Makrophagen
vermittelt wird. Es ist bekannt, dass PPARy durch Eingreifen in den NFkB-Signalweg die
Entziindung in aktivierten Makrophagen reduziert'*.

In der vorliegenden Arbeit zeigten die mit Rosiglitazon behandelten HFD-Tiere nach fiinf
Wochen keinen Anstieg der SDF-la- bzw. CD3-Expression. Es kann daher davon
ausgegangen werden kann, dass der PPARy-Agonist die Ausschiittung von SDF-1a und die
damit verbundene Rekrutierung von T-Lymphozyten in der Entstehung der Adipositas stark
zu reduzieren oder sogar zu verhindern vermag. Auch eine Inhibierung der T-Lymphozyten-
Aktivierung ist denkbar, was in einer verringerten Expression und Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine der T-Lymphozyten resultieren wiirde. Der Einfluss auf die
Expression und Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine der T-Lymphozyten umfasst unter
anderem die Inhibierung der Ausschiittung von IL-2, IL-4, IFNy sowie TNFo durch die
PPARy-Aktivatoren Rosi-, Pio- und Ciglitazon'*""*®. Die bei der Vehikel-Gruppe auf HFD
beobachtete Infiltration von Makrophagen nach zehn Wochen war im Fettgewebe der
Rosiglitazon-Tiere stark reduziert. Die vermessenen Makrophagenmarker waren nicht erhoht
(F4/80), bzw. erreichten keinen signifikant erhohten Spiegel an MCP-1. In bisherigen
Arbeiten konnten Effekte von PPARy-Liganden (Rosiglitazon und Pioglitazon) auf CD4-
positive T-Lymphozyten nachgewiesen werden'®’. PPARy-Aktivierung fiihrt in diesen Zellen
z.B. zur deutlichen Senkung von IFNy, was wie o.g. zur Makrophagenaktivierung beitragt.
Man koénnte daher schlussfolgern, dass PPARy-Aktivierung iiber die Beeinflussung von CD**
T-Lymphozyten zur Reduktion inflammatorischer Prozesse in Fettgewebsmakrophagen fiihrt

und dies zur Verbesserung der Insulinsensitivitit durch diese Substanzen beitrigt.
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Die vorliegende Studie zeigt des Weiteren, dass Telmisartan das Vorhandensein von CD3" T-
Lymphozyten ins Fettgewebe der HFD-Tiere stark verringert. Dies kdnnte unter anderem
durch die Inhibierung der Expression von SDF-1a erklirt werden, da dieser Marker durch die
Hochfettdidt nach fiinf und zehn Wochen in der mit Telmisartan behandelten Gruppe nicht
hochreguliert ist.

Da die beschriebenen Effekte sowohl durch die Behandlung mit Rosiglitazon als auch mit
Telmisartan zu beobachteten waren und beide Substanzen eine Aktivierung von PPARy
bewirken, liegt es nahe, dass die beobachtete Wirkung auf die T-Lymphozyten-Rekrutierung
iiber Liganden-PPARY Bindung vermittelt wird. Die bereits genannten Arbeiten von Marx N.
und Kollegen unterstiitzen diese Annahme. Gleichfalls konnte eine Reduktion von MCP-1 als
Chemoattractant fiir Makrophagen sowie deren Marker F4/80 gemessen werden. Auch dieser
Effekt ist einerseits auf die verminderte T-Lymphozyten-Infiltration und die damit verringerte
Schaffung des oben beschriebenen inflammatorischen Milieus zuriickzufiihren. Andererseits
kann eine PPARy-Aktivierung durch Rosiglitazon oder Telmisartan direkt in den Adipozyten
und residenten Makrophagen eine verminderte MCP-1-Ausschiittung bedingen und die damit
verbundene Rekrutierung pro-inflammatorischer Makrophagen.

Telmisartan ist ein potenter Antagonist am Angiotensin Typl Rezeptor und fiihrt tiber diese
Effekte zur Blutdrucksenkung und kardiovaskuldrer Protektion. Bei dem bekannten
bimodalen Wirkmechanismus von Telmisartan mit ATI1-Blockade und selektiver PPARy
Modulation, stellt sich die Frage, wie bedeutsam ist die AT1-Blockade fiir die beobachteten
Effekte von Telmisartan in der vorliegenden Studie. Walcher und Kollegen konnte zeigen,
dass Telmisartan unter bereits bestehender AT1-Blockade mittels Eprosartan eine Blockade
der T-Zellaktivierung induzieren kann'®. Dieser inhibitorische Effekt wird jedoch durch den
Einsatz von siRNA gegen PPARY aufgehoben. Diese Arbeiten weisen daraufhin, dass die
AT1-Blockade fiir Telmisartan-vermittelte Effekte in T-Lymphozyten nur eine untergeordnete

Rolle spielt und im Vordergrund der Wirkungen die PPARy-Aktivierung steht.

Konsistent zu bereits verdffentlichten Arbeiten verbesserte die Behandlung der HFD-Tiere
mit dem Glitazon oder Telmisartan sowohl die Insulinsensitivitit, als auch die
Glukosetoleranz in dem vorliegenden Model'”’. Die zeitliche Abfolge der metabolischen
Wirkungen der Substanzen und der Blockade der T-Zellinfiltration impliziert, dass die
Inhibierung der Lymphozyteninfiltration durch Glitazone oder Telmisartan zu einer Substanz-
vermittelten Insulinsensitivierung beitrdgt. Zukiinftige Studien in T-Zell-defizienten

Tiermodellen unter Behandlung mit PPARy Aktivatoren werden dies bestitigen miissen.
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4.3. Relevanz des Tiermodells

Es ist wichtig zu betonen, dass die beschriebenen Beobachtungen im Mausmodell Diit-
induzierter Fettleibigkeit gemacht wurden und dass die gefundenen Ergebnisse unter
Umstidnden nicht in gleicher Form im Menschen gefunden werden konnen. Nager- und
humane Makrophagen differieren in ihrem Aktivierungs- und Funktionsprofil' ™"
Allerdings zeigen wiederum Fettgewebsmakrophagen aus Menschen und Médusen dhnliche
Expressionsmuster fiir viele inflammatorische Marker®'7#"!.  Ahnlich differenzierte
Expressions- und Funktionsprofile sind fiir murine und humane T-Lymphozyten denkbar.
Unsere Kooperationspartner konnten bestétigen, dass die Ergebnisse im Tiermodell auch im
humanen Fettgewebe beobachtet werden konnen, und dass Telmisartan dort vergleichbare
Wirkungen vermittelt. Aus diesem Grund ist die Maus ein wichtiges Modell, um die Biologie
von Fettgewebsmakrophagen bzw. Lymphozyten zu erforschen und neue Hypothesen zu

erheben, welche dann im Menschen bestiarkt werden konnen.
4.4. Nutzen/Risiko-Profil von Rosiglitazon & Telmisartan

TZDs als volle Agonisten verbessern die Insulinsensitivitit, die Glukosetoleranz und das
Lipidprofil in Patienten mit Typ-2-Diabetes. Andererseits umfassen die fiir die
Thiazolidindionderviate =~ beschriebenen  unerwiinschten =~ Nebenwirkungen  neben
Fliissigkeitsretention, Kopfschmerzen und einer Zunahme von Infektionen der oberen
Luftwege besonders eine Gewichtszunahme'**"'**.

Die induzierte Zunahme an Fettgewebe ist die moglicherweise unvermeidbare Folge des
starken Aktivierungsgrades von PPARy durch TZDs und kommt vorwiegend in subkutanen
Fettdepots vor. Noch unklar bleiben bisher jedoch die langfristigen Auswirkungen dieser
Gewichtszunahme (bspw. 6 kg in ~34 Wochen (PROactive Studie) unter Pioglitazon-

Therapie'”

) auf die ohnehin meist libergewichtigen/adipdsen Patienten mit Typ-2-Diabetes.
Die Gewichtszunahme ist am ehesten auf die verbesserte Insulinwirkung zuriickzufiihren.
Dementsprechend wurde in der PROACTIVE Studie trotz Gewichtszunahme eine Abnahme
der kardiovaskuldren Ereignisse verzeichnet. Die Gewichtszunahme unter Glitazonen lasst
sich also nicht in ein erhohtes kardiovaskuldres Risiko libersetzen. Sie muss jedoch im
Therapieverlauf  beobachtet werden, da eine zunehmende Glitazon-vermittelte
Fliissigkeitsretention ebenfalls dazu beitragen kann. Die kiirzlich verdffentlichte Metaanalyse

von Nissen et al. untersuchte das Herzinfarktrisiko und das Risiko fiir todliche

kardiovaskuldre Erkrankungen wunter Rosiglitazon-Therapie. Die in die Analyse
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eingeschlossenen 42 Studien mit mehr als 28.000 Patienten (Rosiglitazon-Gruppe: n=15.560;
Kontroll-Gruppe: n=12.283; Mindeststudiendauer 24 Wochen) ergaben zusammengenommen
ein signifikant um 43 % erhohtes Risiko fiir Herzinfarkt unter Rosiglitazon-Therapie und ein
nicht signifikant erhdhtes Risiko fiir kardiovaskuldren Tod, bei insgesamt niedrigen
Ereignisraten: 86 Myokardinfarkte bei 15.560 Patienten in der Rosiglitazon-Gruppe und 72
Infarkte bei 12283 Kontrollpatienten. Bei der Interpretation der Metaanalyse miissen
allerdings die Limitationen der Publikation beriicksichtigt werden wie die zumeist sehr kurze
Studiendauer und die Tatsache, dass keine der eingeschlossenen Studien darauf ausgelegt
waren, kardiovaskuldre Endpunkte zu untersuchen. AuBBerdem lag die Ergebnisrate fiir das
Auftreten von Myokardinfarkten in beiden Gruppen unter 0,6 % und ist somit als niedrig
einzustufen. In den groflen prospektiv und randomisiert angelegten Studien DREAM und
ADOPT, die in die Metaanalyse eingeschlossen wurden, waren die Unterschiede in den
Ereignisraten fiir Myokardinfarkt und kardiovaskuldren Tod statistisch nicht zwischen den
Gruppen signifikant und stehen somit im Gegensatz zur Metaanalyse'*®'*’. Auch eine im Juni
2007 veroffentlichte Interimsanalyse der RECORD-Studie, in der 4447 Patienten randomisiert
mit Rosiglitazon vs. Sulfonylharnstoff plus Metformin behandelt wurden, zeigte kein
statistisch erhohtes Risiko fiir Herzinfarkt oder kardiovaskuldren Tod unter Rosiglitazon-
Therapie'”. Zusammenfassend sollten die Ergebnisse der Studien jedoch dazu veranlassen,

auch in Zukunft den kardiovaskuldren Sicherheitsaspekt von TZDs detailliert zu betrachten.

4.5. Telmisartan und SPPARMSs

Fortschritte im Verstdndnis der Pharmakologie von PPARY kénnten durch die Entdeckung der

Sartane als Liganden des nuklediren Rezeptors erzielt werden'*’

. Diese Substanzgruppe weist
an Nebenwirkungen selten Reizhusten und Angioddeme auf, ansonsten sind die
Nebenwirkungen von Sartane vergleichbar mit Placebo. Trotz PPARy-Aktivierung zdhlt
Gewichtszunahme interessanterweise bei den ARBs nicht zu den Nebenwirkungen wie bei
den Glitazonen. Diese auch im vorliegenden Tiermodell beobachtete Limitierung der
Korpergewichtszunahme der HFD-Tiere wurde bereits in mehreren Studien beschrieben'**2%.
Wir konnten Telmisartan als sog. selektiven PPARy Modulator charakterisieren. Diese
Substanzen unterscheiden sich von vollen PPARy Agonisten, da sie nur einen Teil der durch
die vollen Agonisten wie die TZDs hervorgerufenen Effekte aktivieren und Zelltyp-spezifisch

149;150;201

agieren . Wie im Falle von Telmisartan und Irbesartan wird die PPARy-Cofaktor-

Bindung selektiv reguliert und dadurch die Genexpression spezifisch induziert. Wie volle
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Agonisten greifen auch die SPPARMs in den Lipid-Metabolismus der Adipozyten und
induzieren dort ein weitaus weniger adipogenes Genprogramm als Glitazone. Ein positiver
Effekt der selektiven PPARy-Aktivierung wurde in der vorliegenden wie auch anderen
Arbeiten durch den positiven Einfluss auf das Korpergewicht und metabolische Parameter wie

hSGISEIS320 oty einer eher moderaten

die Glukosetoleranz und Insulinsensitivitdt deutlic
PPARy-Aktivierung durch die SPPARMs zeigen diese Substanzen eine potente
antidiabetische Wirkung im Tiermodell**'?*. Allerdings existieren bisher fiir keinen der
erwdhnten Modulatoren Daten zur Wirkung auf die metabolischen Parameter in Patienten mit
Typ-2-Diabetes. Der ideale therapeutische Ansatz wére die Verbesserung der
Insulinsensitivitit, ohne eine Gewichtszunahme der Patienten zu induzieren.

Neben dem potentiellen Gebrauch bestimmter ATI1-Antagonisten zur Pridvention und
Behandlung des Typ-2-Diabetes und des metabolischen Syndroms hat die Entdeckung der
PPARy-aktivierenden Eigenschaften dieser Substanzen eine Reihe von Implikationen fiir die
Entwicklung einer neuen Generation von Substanzen. Krankheiten, die eine dysregulierte
Aktivitit des RAS und von PPARy einschlieBen, wéren fiir eine Anwendung dieser
Substanzen prédestiniert. Die fiir die AT1-Rezeptorblockade beschriebene Inhibierung der
renalen Na'-Retention konnte als Grundlage fiir die Entwicklung neuer PPARy-Modulatoren
ohne Nebenwirkungen wie Fliissigkeitsretention, periphere Odeme, und Herzinsuffizienz wie
beim Einsatz von TZDs dienen. Autfbauend auf den Leitstrukturen der derzeit erhéltlichen
ATI1-Antagonisten konnten folglich neue Substanzen mit potenten PPARy-modulierenden

Eigenschaften entwickelt werden.
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5. Zusammenfassung

In der Entstehung der HFD-induzierten IR-Entwicklung und des daran ankniipfenden Typ-2-
Diabetes spielen inflammatorische Vorgénge eine bedeutende Rolle. In der vorliegenden
Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass im zeitlichen Verlauf der IR-Pathogenese
zuerst T-Lymphozyten das Fettgewebe infiltrieren um dann die nachfolgende Makrophagen-
Rekrutierung zu vermitteln. Bereits zum Zeitpunkt der T-Lymphozyten-Prisenz besteht eine
signifikant verschlechtere Glukosetoleranz und Insulinsensitivitét, was auf einen Einfluss der
T-Lymphozyten nahe legt.

Durch die Medikation mit den PPARfy-aktivierenden Substanzen Rosiglitazon und
Telmisartan konnten die beobachteten Effekte auf das inflammatorische Milieu und die
Insulin- bzw. Glukosehomgostase verbessert werden. Die anti-inflammatorischen sowie
insulinsentivierenden Effekte der PPARy-Aktivierung im Fettgewebe scheinen wesentlich
auch tiiber die Effekte auf T-Lymphozyten und Makrophagen vermittelt zu sein. Zusétzlich
spielt die Regulation der Adipozytenfunktion eine zentrale Rolle bei der pharmakologischen
Aktivierung von PPARY im Fettgewebe.

Insgesamt konnte somit PPARy als Bindeglied zwischen Fettgewebsinflammation,
Adipozyten und Insulinresistenz charakterisiert werden. Diese Ergebnisse unterstiitzen die
herausragende Bedeutung dieses Rezeptors als pharmakologisches Zielmolekiil fiir zukiinftige

Therapie kardio-metabolischer Erkrankungen.
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Summary

Inflammatory processes play a significant role during the origin of HFD-induced IR-
development and the following type 2 diabetes. In the present work it could be demonstrated
for the first time that during the IR pathology primarily T-lymphocytes infiltrate the adipose
tissue to mediate the subsequent macrophage recruitment. Already at the time point of the T-
lymphocyte presence exists significantly declined glucose tolerance and insulin sensitivity
which suggests an influence of the T-lymphocytes. By medication of the PPARY activating
agents Rosiglitazone and Telmisartan the observed effects on the inflammatory milieu and the
insulin respective glucose homoeostasis could be improved. The anti inflammatory and
insulin sensitisation effect of the PPARy activation inside the adipose tissue seem to be
mediated also importantly by effects on T-lymphocytes and macrophages. Furthermore, the
regulation of the adipocyte function plays a central role in the pharmacological activation of
PPARYy in the adipose tissue.

Summarising, PPARy could be characterised as a connection between adipose tissue
inflammation, adipocytes and insulin resistance. These results support the major impact of
this receptor as pharmacological target molecule for future therapy of cardio-metabolic

diseases.
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