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Einleitung und Fragestellung 1

1 Einleitung
1.1 Vorbemerkung

Fettleibigkeit ist in vielen Landern mit westlichem Lebensstil zum Massenphanomen
geworden. Die Ursachen dafur sind in der standigen Verfugbarkeit und veranderten
Zusammensetzung der Nahrung sowie in einer unzureichenden physischen Aktivitat
vieler Menschen zu suchen. Die Betroffenen leiden vermehrt unter
LZivilisationserkrankungen“ wie z.B. Diabetes mellitus Typ 2, Bluthochdruck und
Atherosklerose [1]. Dadurch wird deutlich, dass das Fettgewebe die Homd6ostase des
Organismus beeinflusst, und dass seine Vermehrung bei tibergewichtigen Menschen zu
Fehlregulationen und Krankheit fihren kann [2]. Dabei ist besonders interessant, dass
eine Interaktion zwischen Fettgewebe und Immunsystem zu bestehen scheint [3]. Ziel
dieser Arbeit ist es, das Zusammenspiel zwischen Fettzellen und Bestandteilen des
Immunsystems genauer zu untersuchen. Im Mittelpunkt der Arbeit stehen dabei vom

Fettgewebe produzierte Mediatoren, die Adipokine.
1.2 Adipositas, Inflammation und die Folgen

Die Zahl der Personen, die von Ubergewicht und Adipositas betroffen sind, ist weltweit
auf 1,1 Milliarden angestiegen. Dies stellt besonders in den westlichen
Industrienationen ein enormes sozialokonomisches und gesundheitliches Problem
dar [4]. Ubergewicht (body mass index, BMI =25 kg/m?) und Adipositas (BMI 230 kg/m?)
sind mit dem Auftreten von Bluthochdruck, Atherosklerose, Diabetes mellitus Typ 2 und
koronarer Herzkrankheit (KHK) assoziiert. Auch die Inzidenz maligner
Tumorerkrankungen ist bei den Betroffenen erhoht. So steigt das Risiko, an Krebs zu
erkranken, um ein Drittel an und die Wahrscheinlichkeit, an den Folgen einer KHK zu
versterben, liegt um 40% uUber der von Normalgewichtigen [1, 5]. Der genaue
pathophysiologische Zusammenhang zwischen einem UbermaR an Fettgewebe und
diesen Erkrankungen ist noch nicht eindeutig geklart. Durch die Entdeckung von
teilweise ausschlieBlich von Fettzellen produzierten Mediatoren und durch den
Nachweis von im Fettgewebe produzierten Zytokinen konnte eine mogliche Ursache fur

die Assoziation von Adipositas mit den genannten Erkrankungen identifiziert werden [6].

Adipositas wird heute als ein Zustand chronischer Entziindung angesehen, der durch
die Sekretion proinflammatorischer Zytokine durch Fettzellen, die Adipozyten, und

durch sekundar in das Fettgewebe eingewanderte Zellen verursacht wird [7]. Diese
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inflammatorische Reaktion ist durch eine erhdhte Plasmakonzentration spezifischer
Entzindungsparameter, wie des C-reaktiven Proteins (capsel reactive protein, CRP)
oder Interleukin (IL)-6, gekennzeichnet und wird fir die gesteigerte Pravalenz
bestimmter mit Adipositas assoziierter Erkrankungen verantwortlich gemacht [3, 8].
Mittlerweile wird das Fettgewebe somit nicht mehr als blo3es Energiespeicherorgan,
sondern auch als aktives endokrines Gewebe und als eine das Immunsystem

beeinflussende GrofRe betrachtet.
1.3 Aufbau des Fettgewebes

Rund ein Funftel des menschlichen Kdrpers besteht aus Fettgewebe, das in weil3es und
braunes Fettgewebe unterteilt wird. Braunes Fettgewebe, dessen Farbe durch die hohe
Ribosomenzahl bedingt ist, dient der Warmegeneration vor allem bei Neugeborenen, da
sie die Korpertemperatur noch nicht durch Zittern allein regulieren kbnnen. Das weil3e
Fettgewebe wird je nach Funktion und Lokalisation in Speicher-, Bau- und
Isolierfettgewebe unterteilt [9].

Die dominierende Zelle im Fettgewebe ist der Adipozyt, der sich lichtmikroskopisch als
runde, mit mehreren Fettvakuolen geflillte Zelle darstellt. Das Volumen der
Fettvakuolen ist abhangig vom Ernahrungszustand des Organismus, meist jedoch
nehmen sie den Grol3teil des Zytoplasmas ein, sodass der Zellkern exzentrisch gelagert
ist. Die Vorlauferzelle des Adipozyten ist der Praadipozyt, eine lichtmikroskopisch
spindelférmige, fibroblastendhnliche Zelle mit prominentem, rundem Zellkern.
Charakteristische Oberflachenantigene von Praadipozyten sind der
Praadipozytenfaktor-1 und das Adipozyten Enhancer Protein-1 [10]. Des Weiteren
finden sich im Fettgewebe sekundar eingewanderte Zellen wie z.B. Lymphozyten und
Makrophagen, aber auch Blutgefal3e und Fettgewebematrix [11]. Der anatomische

Aufbau des weil3en Fettgewebes ist schematisch in Abbildung 1 dargestellt.



Einleitung und Fragestellung 3

@@ @@ | Blutgefan
%©@ # 1 endotelzele
%@@ G
—— Glatte GefalBmuskelzelle
@ & @ ®é% @\> Adipozyten

Makrophage

Préaadipozyt

=000 L e

Abbildung 1 Schematischer Aufbau des weil3en Fettgewebes nach [11, 12]

1.4 Praadipozyten und Adipozyten: Immunologische Be  trachtung

Praadipozyten besitzen Eigenschaften, die sie immunologisch in die Nahe von
Makrophagen ricken lassen. So exprimieren sie teilweise das Makrophagen-typische
Oberflachenantigen  Monozyten/  Makrophagenmarker (MOMA)-2 und das
kostimulatorische Molekil CD80 (das auch als B7.1 bezeichnet wird). Die Expression
weiterer Makrophagen-typischer Oberflachenantigene auf Praadipozyten wurde
nachgewiesen [13]. Ein Zell-Zell-Kontakt zwischen Makrophagen und Praadipozyten
fuhrte in vitro zu einer Anderung des Phanotyps der Praadipozyten in Richtung von
Makrophagen [14].

Fur Praadipozyten und Adipozyten wurde die Expression und Funktionalitat von
Toll-like-Rezeptoren (TLR) gezeigt [15, 16]. TLR gehéren zu einer Familie von
Rezeptoren, die Pathogene anhand von charakteristischen Antigenmustern erkennen
(pattern recognition receptors, PRR) und die Aktivierung des angeborenen
Immunsystems  bewirken kdnnen. Sie sind typisch fiar Monozyten und
Makrophagen [17]. Weiterhin wurden die nucleotide oligomerization domain (NOD) 1
und 2, bei denen es sich um intrazellulare PRR handelt, bei Praadipozyten beschrieben
und gezeigt, dass sie an Pathogen-induzierter Zytokinproduktion bei diesen Zellen
beteiligt sind [18].
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Die immunologisch interessanten Eigenschaften von Praadipozyten und Adipozyten
erschopfen sich  nicht in der Expression von Makrophagen-typischen
Oberflachenantigenen und PRR. Es wurde nachgewiesen, dass Stimulation von
humanen Adipozyten in Kultur mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) die Expression
der Boten-Ribonukleinsaure (mMRNS) von IL-6, Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-a und IL-1
fordert [10]. Weiterhin konnte bei Praadipozyten- und Adipozytenkulturen Interferon
(IFN)y und IL-6 im Uberstand nachgewiesen werden [15, 19]. Diese Beobachtungen
weisen auf die Fahigkeit von Praadipozyten und Adipozyten hin, Zytokine produzieren
zu koénnen. Fur Praadipozyten wurde zusatzlich gezeigt, dass sie zu Phagozytose in der
Lage sind [14].

1.5 Mediatoren aus dem Fettgewebe

1.5.1 Leptin

Struktur und metabolische Funktion

Das 1994 entdeckte Adipokin Leptin ist ein Peptidhormon mit einer Groéf3e von 16 kDa,
das durch das obese (ob)-Gen codiert wird [20]. Es besitzt strukturelle Ahnlichkeit mit
IL-6 und bindet an den in mindestens funf Isoformen vorliegenden Leptin-Rezeptor [21].
Leptin wird hauptsachlich von Adipozyten produziert, wobei die Menge des im Blut
zirkulierenden Leptins direkt mit der Masse des weil3en Fettgewebes korreliert. Es
reguliert die Nahrungsaufnahme und metabolische Aktivitdt des Organismus u.a. durch
die Induktion des Appetit mindernd wirkenden Polypeptides Pro-Opiomelanocortin und
durch die Suppression von Neuropeptid Y und Orexin, die Appetit steigernde

Eigenschaften besitzen [22-24].
Funktion im Immunsystem

Im Bezug auf das Immunsystem ist Leptin das gegenwartig am besten charakterisierte
Adipokin. Der Leptin-Rezeptor wird von allen Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems exprimiert, wobei die Wirkung von Leptin Uber verschiedene
Signaltransduktionswege vermittelt wird [25]. Auf mononukleadre Zellen zeigt Leptin eine
proinflammatorische Wirkung im Sinne einer erh6hten Sekretion proinflammatorischer
Zytokine und einer vermehrten phagozytotischen Aktivitat [26, 27]. Auf Zellen des
adaptiven Immunsystems scheint Leptin einen permissiven proinflammatorischen

Einfluss zu haben. So fordert seine Gegenwart bei T-Zellen die Proliferation und
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Ausbildung proinflammatorischer Zytokinprofile, wenn diese gleichzeitig durch
kostimulatorische Molekule aktiviert werden [28].

Mause, denen die funktionelle lange Isoform des Leptin-Rezeptors fehlt (db/db), zeigen
eine Atrophie der Thymusrinde. Bei Tieren, die nicht in der Lage dazu sind, Leptin zu
produzieren (ob/ob), lasst sich neben einem extremen Ubergewicht auch eine erhéhte
Apoptoserate in der Thymusrinde und eine allgemeine Reduktion der Immunkompetenz
feststellen [29]. So konnte nachgewiesen werden, dass ob/ob-Mause im Vergleich zum
Wildtyp bakterielle Pneumonien schlechter tberleben [26]. Demgegentber verlauft eine
autoimmune Entzindung bei ob/ob- und db/db-Mausen milder [30]. Tabelle 1 zeigt eine
Zusammenfassung der durch Leptin-Defizienz vermittelten Modulation des

Immunsystems im Tiermodell.

Tabelle 1 Leptin-Defizienz vermittelte Modulation der Immunantwort im Tiermodell,
nach [31].

Funktion Modell Referenz

Protektion ConA induzierte Hepatitis [32]
Antigen-induzierte Arthritis [30]
Immunkomplex-Nephritis [33]
Autoimmunenzephalomyelitis [34]
Kolitis:
Clostridium difficile Toxin A [35]
Dextran-Sulfat Sulfonsaure [36]
Trinitrobenzen Sulfonsaure Transfer-Modell [37]

Erhohte Sensibilitat Endotoxin induzierter Schock [38]
Klebsiella pneumoniae-Pneumonie [26]
Zymosan-induzierte Arthritis [39]

Bei Menschen filhrt eine angeborene Leptin-Defizienz ebenso zu extremem
Ubergewicht und zu einer erhohten Anfalligkeit fir bakterielle Infektionen [40]. Die
Verabreichung von exogenem Leptin vermindert im Tiermodell die Apoptoserate von
T-Zellen in der Thymusrinde sowie deren Atrophie, und normalisiert bei Leptin-
defizienten Menschen die Zahl von T-Zellen [29, 40, 41].

Insgesamt deuten die experimentellen Ergebnisse auf eine proinflammatorische Rolle

von Leptin bei der Regulation der Immunantwort hin [23, 30, 42].
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1.5.2 Adiponektin
Struktur und Funktion

Im Jahr 1995 wurde durch mehrere Arbeitsgruppen unabhéngig voneinander ein
ausschlief3lich vom Fettgewebe produziertes Adipokin beschrieben, das Adiponektin,
das ebenfalls als AdipoQ, Acrp30 und GBP28 bezeichnet wurde [43-45].

Adiponektin besteht aus 244 Aminosaureresten und besitzt eine Masse von 30 kDa,
wobei Sequenzahnlichkeiten sowohl zu Kollagen VIII und Kollagen X als auch zum
Komplementfaktor Clg vorhanden sind [43]. Im menschlichen Plasma liegt die
Adiponektin-Konzentration bei gesunden Individuen im Bereich von 2-17 pg/ml und ist
mit einem Anteil von 0,05% am Plasmaprotein der am hochsten im Blut konzentrierte
Mediator des Fettgewebes. Im Gegensatz zu anderen vom Fettgewebe produzierten
Mediatoren, deren Plasmakonzentration mit einer Erh6hung des BMI ansteigt, besteht

zwischen Adiponektin und dem BMI eine negative Korrelation [46].

Das Adiponektin-Monomer setzt sich aus einer C-terminalen globulédren Doméane (gAd),
mit einem Molekulargewicht von 16 kDa und einer N-terminalen fibrillaren Domane
zusammen. Es bestehen Homologien zum Komplementfaktor C1q und zu TNF-a [43,
47]. Das Adiponektin-Monomer wird auch als ,Adiponektin voller Lange® bezeichnet.
Rekombinant hergestellt kann sowohl gAd als auch das Adiponektin-Monomer

vorliegen [48, 49].

Adiponektin hat in vivo die Eigenschaft, sich in Oligomeren anzuordnen. Man
unterscheidet zwischen Trimeren mit niedrigem Molekulargewicht (low molecular
weight, LMW), Hexameren mit mittlerem Molekulargewicht (medium molecular weight,
MMW) und Multimeren mit hohem Molekulargewicht (high molecular weight, HMW)
(Abbildung 2). Den unterschiedlichen Oligomeren wird eine unterschiedliche Wirkung
und Rezeptoraffinitat zugeschrieben [50, 51]. Die Struktur des Trimers wird durch
intermolekulare Disulfidbricken zwischen den Monomeren hergestellt. Weitere
Aggregate werden aus diesen Trimeren ebenfalls tGber solche kovalenten Bindungen
stabilisiert [52]. Im Plasma liegt Adiponektin hauptsachlich in hexamerer und multimerer
Form vor, wobei die enzymatische Spaltung von héhermolekularem Adiponektin in gAd
auf zellularer Ebene nachgewiesen werden konnte [53, 54]. Die Bedeutung von gAd ist
noch nicht vollstandig geklart; es wird eine Funktion als biologisch aktive Form von
héhermolekularem Adiponektin diskutiert [55-58].
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Globulare N-terminale
Abbildung 2  Schematische Darstellung bekannter Adiponektin-Oligomere. Das
Adiponektin-Monomer (A) setzt sich aus einer globularen und einer N-terminalen
Domane zusammen und bildet ,Adiponektin voller Lange®. Im Plasma zirkuliert
Adiponektin in oligomeren Formen. Dargestellt sind das trimere LMW-Adiponektin (B),
das hexamere MMW-Adiponektin (C) und das mit 12 bis 18 Adiponektin-Monomeren
multimere HMW-Adiponektin (D) nach [59, 60].

Domane Domane

Rezeptoren

Bislang wurden zwei Isoformen des Adiponektin-Rezeptors (AdipoR) beschrieben,
AdipoR1 und AdipoR2 [61]. Beide Rezeptoren sind integrale Membranproteine mit
sieben Transmembrandomanen, intrazellularem N-Terminus und extrazellularem
C-Terminus. In ihrem Expressionsmuster und in ihrer Affinitat zu den unterschiedlichen
Adiponektin-Oligomeren unterscheiden sich die beiden Rezeptoren. Der AdipoR1 wird
u.a. in der Skelettmuskulatur exprimiert, besitzt eine hdhere Affinitat fir gAd als fur die
Adiponektin-Multimere und ist an der Regulation des zellularen Lipidmetabolismus
beteiligt. Der AdipoR2 wurde u.a. im Lebergewebe nachgewiesen und besitzt eine

grolRere Affinitat fur die Adiponektin-Multimere [59, 61]. Insulinresistenz und Diabetes
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mellitus Typ 2 sind sowohl im Tiermodell als auch beim Menschen mit einer

verminderten Expression der beiden Rezeptor-Isoformen assoziiert [62, 63].

Aktuell wird diskutiert, ob T-Cadherin, das auf Endothel- und glatten Muskelzellen

exprimiert wird, eine Rolle in der Adiponektin-vermittelten Signaltransduktion spielt [64].
Intrazellulare Signaltransduktionswege

Zentral far die von Adiponektin vermittelten intrazellularen Signale ist die
Adenosinmonophosphat (AMP)-aktivierte Proteinkinase (AMPK). Sie reguliert die
intrazellularen Konzentrationen von zyklischem AMP, wodurch u.a. die Aktivitat des
nuklearen Faktors-kB (NF-kB) gesteuert wird [59]. Dies kann, abhangig vom
biologischen Kontext, zu einer Aktivierung von NF-kB oder Hemmung eines
entztindlichen Prozesses fuhren. [65, 66]. In Muskel- und Lebergewebe kommt es durch
Adiponektin zu einer Aktivierung des Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptors
(PPAR)-a [59]. Die unterschiedlichen Adiponektin-Oligomere sind weiterhin dazu in der
Lage, verschiedene intrazellulare Signaltransduktionswege anzusteuern. So fuhrt
LMW-Adiponektin zu einer Phosphorylierung der AMPK, wobei MMW- und
HMW-Adiponektin dazu nicht in der Lage sind. Fur MMW- und HMW-Adiponektin,
jedoch nicht fir LMW-Adiponektin, wurde die Aktivierung des NF-kB nachgewiesen [67].

Metabolische Effekte

Adiponektin wird eine Rolle in der Aufrechterhaltung normoglykamischer Blutwerte und
als Insulin-Sensitizer zugesprochen [68]. Adiponektin-Knockout (KO) Mause zeigen
eine milde bis moderate Insulinresistenz, besonders wenn sie mit fettreicher Kost
ernahrt werden [69]. AuRerdem neigen diese Tiere bei salzreicher Nahrung zu
atherosklerotischen GefalRverdnderungen und Hypertension, wobei Adiponektin-Gabe

diese Veranderungen rickgangig macht [70-72].

Mause mit Nahrungs-induzierter Adipositas werden durch Adiponektin-Gabe vor
Insulinresistenz geschitzt bzw. zeigen eine verbesserte Glukosetoleranz und einen
Gewichtsverlust [73]. Die Glukoneogeneseaktivitat der Leber wird durch die Aktivierung
der Adiponektin-Rezeptoren inhibiert [59]. Weiterhin kommt es im Skelettmuskel in
Gegenwart von  Adiponektin  zu einer vermehrten Translokation des

Glukosetransporters 4 und zu einer verstarkten muskularen Fettsdureoxidation [57].
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Vaskulare Effekte

Eine entzindliche Endothelzellaktivierung, die zu einer luminalen Adh&sion und
Aktivierung von zirkulierenden Makrophagen fiuhrt, ist ein Bestandteil der Entstehung
von Atherosklerose. Fur Adiponektin wurde nachgewiesen, dass es die Expression von
Adhasionsmolektlen in Endothelzellen nach inflammatorischer Stimulation durch TNF-a
vermindert und damit der Makrophagenadh&sion entgegenwirkt [74, 75]. Weiterhin
wurde eine Inhibition von NF-kB nach TNF-a-vermittelter Endothelzellaktivierung durch
Adiponektin beobachtet [76]. Auch scheint Adiponektin in Abhangigkeit von seinem
Oligomerisierungsgrad endotheliale Wachstumsfaktoren zu binden und somit die
Weiterleitung proliferativer Reize an Endothelzellen zu inhibieren [77]. Es konnte
gezeigt werden, dass Adiponektin bei menschlichen Endothelzellen der Aorta zu
verminderter Nachweisbarkeit von IL-8-spezifischer mRNS fiihrt, wobei IL-8 eine
zentrale Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose zugeschrieben wird [78]. Auch
tragt Adiponektin zu einer Verminderung der Lipid-Konzentration in Schaumzellen
bei [79]. Die in vitro-Beobachtungen wurden in einem Mausmodell bestatigt, in dem die
Gabe von Adiponektin zu einer Verminderung der Bildung atherosklerotischer Lasionen
fuhrte und die mMRNS-Konzentration endothelialer Zelladhasionsmolekile senkte [80].
Insgesamt kann also von antiatheromatbésen Eigenschaften von Adiponektin
ausgegangen werden, wobei besonders die antiinflammatorischen Effekte von

Bedeutung sind.
Antikanzerogener Effekt

Eine Reihe von Tumorerkrankungen ist mit einem niedrigen Adiponektin-Spiegel
assoziiert [81]. Dabei wurde bislang ein antiproliferativer Effekt von Adiponektin auf
myeloische Vorlauferzellen nachgewiesen [82]. Es wird angenommen, dass die
antikanzerogene Wirkung durch die Aktivierung der AMPK vermittelt wird, wobei auch

Leptin und IL-6 eine Rolle zu spielen scheinen [83, 84].
Effekte in der Entzindung

Adiponektin weist in vitro eine Reihe antiinflammatorischer Eigenschaften auf. Bei
Makrophagen inhibiert eine Prainkubation mit Adiponektin die LPS-vermittelte
Produktion von TNF-a sowie IL-6 und induziert die Produktion von IL-10, einem anti-
inflammatorischen Zytokin [85]. Weiterhin wurde eine Suppression der Uber TLR

vermittelten NF-kB-Aktivierung bei murinen Makrophagen beobachtet [86]. Es konnte
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aber auch die Induktion proinflammatorischer Zytokine bei mononukleéaren Zellen durch
Adiponektin nachgewiesen werden [48]. Jedoch scheint sich die Auffassung
durchzusetzen, dass Adiponektin eine antiinflammatorische Wirkung auf diese Zellen
besitzt [48, 87, 88].

In vivo-Daten zur Auswirkung von Adiponektin auf Entzindungsreaktionen zeigen
unterschiedliche Ergebnisse. So wurde beschrieben, dass Adiponektin-KO-Mé&use in
einem Standardmodell intestinaler Inflammation vor der Induktion einer chemischen
Kolitis durch Dextran Natriumsulfat (DSS) oder Trinitrobenzensulfonsdure (TNBS)
geschitzt sind und exogene Zufuhr von Adiponektin diesen Schutz aufhob [89].
Ebenfalls wurde publiziert, dass nach Induktion einer chemischen Kolitis durch DSS die
Adiponektin-KO-Tiere eine starkere intestinale Inflammation zeigten und Administration
von Adiponektin protektiv wirkt. Bei einer durch TNBS induzierten chemischen Kaolitis
nahm  Adiponektin  diesmal keinen  Einfluss auf den  Verlauf der
Entzindungsreaktion [90].

Beim Menschen besteht eine inverse Korrelation zwischen den Plasmakonzentrationen
von Adiponektin und dem systemischen Entziindungsmarker CRP [91-94]. Die CRP-
Plasmakonzentration wird im klinischen Alltag quantifiziert, um das Ausmald und den
Verlauf von Entziindungsreaktionen einzuschatzen [95]. Neuere Studien identifizieren
erhohte CRP-Konzentrationen als maoglichen prognostischen Parameter fiir das
Auftreten von KHK und zur Einschéatzung der systemischen Inflammation bei Patienten
mit Metabolischem Syndrom [91, 96].

Die in vitro nachgewiesene Hemmung der Adiponektin-Produktion bei Adipozyten durch
die proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a ware eine mdgliche Erklarung fur
das Absinken der Adiponektin-Plasmakonzentration bei Personen mit erhdhtem
BMI [97, 98]. Im Rahmen einer chronischen Entziindungsreaktion bei Adipositas sind
IL-6 und TNF-a in erhohter Konzentration im Fettgewebe nachweisbar [99]. Somit
konnte es zu einem negativen Feedback durch die Unterdriickung der dort

stattfindenden Adiponektin-Produktion kommen [97].

Bei chronischen Erkrankungen, die nicht mit einer Erhdhung des BMI einhergehen, wie
z.B. rheumatoide Arthritis, systemischer Lupus erythematodes oder Diabetes mellitus
Typ 1, findet man im Plasma der Patienten erhthte Konzentrationen von

Adiponektin [100]. Dies ist nicht zwangslaufig mit einer proinflammatorischen Rolle
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dieses Adipokins gleichzusetzen, sondern kénnte auf der katabolen Stoffwechsellage,
die mit diesen Erkrankungen assoziiert ist, beruhen [101]. Bei Patienten mit Morbus
Crohn liegt Adiponektin im viszeralen Fettgewebe, das entziindeten Darmabschnitten

unmittelbar benachbart ist, in erhéhter Konzentration vor [102, 103].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass neben einer Reihe gesicherter
metabolischer Effekte von Adiponektin die Datenlage zu den immunologischen
Auswirkungen teilweise widersprichlich und die genaue Funktion von Adiponektin noch
ungeklart ist. Es gibt dabei sowohl Hinweise auf proinflammatorische als auch auf

antiinflammatorische Wirkungskomponenten dieses Adipokins (Abbildung 3).

Stoffwechselebene: Gluko-
neogenese
ﬁ Fettsaure- ﬁ Glukose-
oxidation toleranz
4
Adiponektin
aus Adipozyten des mesenterialen Fettgewebes
v
Zellulare Ebene: Zytokinproduktion
durch
Endotheliale Immunzellen: —
ﬂ Adhasions- IL-6
molekiile ~

Myeloische ﬁ ]
J L iferati IL-10 TNF-
Proliferation > a

Abbildung 3 Metabolische und immunologische Eigenschaften von Adiponektin
nach [59].
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1.5.3 Morbus Crohn: Entziindung und das mesenteriale Fettgewebe
Die Hypertrophie des mesenterialen Fettgewebes in der Nahe von erkrankten
Darmabschnitten ist ein bekanntes Phanomen bei Morbus Crohn-Patienten. Es stellt

sich die Frage, ob das Fettgewebe hierbei am Entziindungsprozess beteiligt ist [104].

Die Pravalenz des Morbus Crohn liegt in Deutschland bei 5,2 pro 100.000
Einwohner [105]. Symptome der Erkrankung sind Diarrhd, abdominelle Schmerzen,
Gewichtsverlust, Fieber und rektale Blutungen. Intestinale Manifestationen betreffen
haufig das terminale lleum, kdnnen aber im gesamten Verdauungstrakt auftreten und
bestehen in Strikturen, Fisteln und einem erhthten Krebsrisiko [106]. Histologisch ist
der Morbus Crohn durch eine transmurale Entzindung des Darmes, durch nicht-
verkasende Granulome in Verbindung mit einer Migration von Lymphozyten in die
entztiindeten Darmabschnitte und durch eine segmentale Ausbreitung, so genannte skip
lesions, gekennzeichnet [107]. Die Atiologie des Morbus Crohn ist noch nicht vollstandig
geklart. Jedoch deuten Forschungsergebnisse auf ein komplexes Zusammenspiel von

Faktoren auf verschiedenen Ebenen hin (Abbildung 4).

Wichtige Einflisse kommen aus der Umwelt. Auf eine Rolle luminaler Bakterien bei der
Entstehung und Aufrechterhaltung der Krankheit deutet eine Besserung der Symptome
nach therapeutischer Modulation der Darmflora hin. Jedoch wurde bislang kein
einzelnes Bakterium als Ausloser des Morbus Crohn identifiziert, sodass davon
ausgegangen wird, dass die Zusammensetzung der Darmflora entscheidend ist [108,
109].

Bei der Erndhrung besteht eine positive Korrelation zwischen einem erhéhten Anteil von
Fett in der Nahrung und dem Auftreten der Erkrankung. Ob einzelne
Nahrungsbestandteile Ursache des Morbus Crohn sind, oder ob sie eine bestehende

Entzindungsreaktion verstarken kénnen, ist offen [110].

Ein weiterer relevanter Umweltfaktor ist der Zigarettenkonsum. Raucher zeigen im
Vergleich zu Nichtrauchern eine erhohte Inzidenz und einen schwereren Verlauf des
Morbus Crohn. Auch ehemalige Raucher sind davon betroffen. Da Zigarettenrauch eine
grole Zahl unterschiedlicher Bestandteile enthalt, ist anzunehmen, dass
unterschiedliche Mechanismen fir die negativen Effekte des Rauchens beim Morbus
Crohn verantwortlich sind; u.a. wird eine Reduktion von antioxidativ wirkenden
Bestandteilen des Blutes diskutiert [111].
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Neben diesen von auf’en wirkenden Einflissen werden zunehmend genetische
Faktoren, die sowohl die mukosale Barrierefunktion als auch Bestandteile des
angeborenen und adaptiven Immunsystems betreffen, als Ursache fir die Entstehung
des Morbus Crohn angesehen. Die Darmepithelien von Morbus Crohn-Patienten zeigen
neben den bereits beschriebenen histologischen Veranderungen molekulargenetische
Auffalligkeiten. Es wurde eine verminderte Expression von Cadherinen, die zur Gruppe
der Zelladhasionsproteine gehoren, bei aktivem Morbus Crohn festgestellt [112]. Ein
Defekt der Barrierefunktion der intestinalen Mukosa, der die Fehlfunktion eines
Prostaglandinrezeptors bedingt, geht im Mausmodell mit einer erhdhten Induzierbarkeit
einer dem Morbus Crohn &hnlichen Kolitis einher [113]. Als weiteres Beispiel fur die
Rolle einer beeintrachtigten Funktionalitdt des Darmepithels in der Entstehung des
Morbus Crohn ist eine die Paneth’schen Kornerzellen betreffende Mutation des
ATG16L1-Gens zu nennen. Durch diese Mutation wird die Wirkung der antimikrobiellen
Granula dieser Zellen vermindert und eine erhohte Krankheitsinzidenz
beobachtet [114].

FUr eine Beteiligung des angeborenen Immunsystems bei der Entstehung des Morbus
Crohn spricht die homozygote Mutation des intrazellullaren PRR NOD 2, die mit einer
bis zu 40-fachen Erh6hung des Auftretens der Erkrankung vergesellschaftet ist [115].
Auch Fehlregulationen des adaptiven Immunsystems scheinen eine Rolle in der
Krankheitsentstehung zu spielen. Die Neutralisation des u.a. von T-Helfer (Th)1-Zellen
produzierten Zytokins IL-12 schitzt im Tiermodel vor experimentell induzierter
Kolitis [116]. Weiterhin scheint eine Storung der Signalkaskade des IL-23 zu einer
Fehlregulation von Thl7-Zellen und einer erhdhten Erkrankungswahrscheinlichkeit zu
fuhren [117].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Ursachen des Morbus Crohn
multifaktorieller Genese sind, wobei genetisch bedingte Fehlregulationen in den Fokus
der Forschung rickten. Es gibt weiterhin Hinweise, die auf eine Rolle von Adipokinen
beim Krankheitsbild des Morbus Crohn deuten, wie z.B. abnorme Leptin- und
Adiponektin-Konzentrationen  im  betroffenen  Gewebe oder in  dessen
Nachbarschaft [102, 103, 118]. Dabei konnte die Modulation des angeborenen und
adaptiven Immunsystems ein Aspekt des Wirkungsprofils von Adipokinen sein.
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Umweltfaktoren: Genetische Faktoren:
 Darmflora  mukosale Barrierefunktion
e Erndhrung * angeborenes Immunsystem
* Noxen (z.B. Nikotin) » adaptives Immunsystem
v v
Krankheitsbild des Morbus Crohn

Abbildung 4 Pathophysiologische Faktoren in der Entstehung des Morbus Crohn
nach [106]

1.6 Herleitung der Fragestellung

Bei Patienten, die an Morbus Crohn erkrankt sind, wird haufig eine Hypertrophie des
Fettgewebes in der Nachbarschaft entziindeter Darmabschnitte beobachtet, deren
Ursache noch ungeklart ist [119]. Im Rahmen der Entzindung kommt es durch die
eingeschréankte Barrierefunktion der intestinalen Mukosa zu einer Translokation von
Bakterien und somit zu einem direkten Kontakt zwischen bakteriellen Antigenen und
dem mesenterialen Fettgewebe [104]. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass sowohl
Praadipozyten als auch Adipozyten Eigenschaften aufweisen, die fiur zellulare
Bestandteile des Immunsystems charakteristisch sind. So zeigen Praadipozyten
phagozytotische Aktivitat und exprimieren TLR und NOD [14, 16, 18]. Adipozyten sind
Produzenten proinflammatorischer Zytokine, wie IL-6, TNF-a und Leptin [19, 120].

Um einen weiteren Einblick in die Rolle von Praadipozyten im Ablauf von
Entzindungsreaktionen zu gewinnen, sollte in dieser Arbeit ein Profil immunologisch
relevanter Oberflachenantigene von Praadipozyten erstellt und zusatzlich ermittelt
werden, ob Leptin-Kompetenz oder die Gegenwart von TLR-Liganden dieses
beeinflusst. In Anbetracht der nachgewiesenen Phagozytoseaktivitat von Praadipozyten
sollte auRerdem festgestellt werden, ob sie T-Zellen Antigen-spezifisch stimulieren

kdnnen.
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Neben der Sekretion von IL-6, TNF-a und einer Reihe weiterer Zytokine sind
Adipozyten die Produzenten des Adipokins Adiponektin. Die Rolle von Adiponektin in
Entzindungsreaktionen, auch im Zusammenhang mit dem Morbus Crohn, sind
Gegenstand der Forschung [100, 102, 103]. Dabei wurden die immunologischen
Eigenschaften von Adiponektin bisher hauptsachlich im Hinblick auf die

Zytokinproduktion von Makrophagen untersucht [85, 86].

In dieser Arbeit sollte der Fokus daher auf Wirkungen dieses Adipokins auf Th-Zellen
liegen. Dabei wurde zunéchst der Oligomerisierungsgrad von gAd sowie Adiponektin
bestimmt und die Funktionalitat des eingesetzten rekombinanten gAd in vitro Uberpruft.
Anschlielend wurde festgestellt, ob Th-Zellen Adiponektin-Rezeptoren exprimieren.
Daraufhin wurde der Einfluss von gAd auf die Zytokinproduktion, Polarisation und

Proliferation von CD4" Th-Zellen charakterisiert.

Zusammengefasst sollten mit Hilfe dieser Arbeit folgende Fragen beantwortet werden:

Welche immunologisch relevanten Oberflachenantigene besitzen
Praadipozyten? Spielen bei der Expression von Oberflachenantigenen Leptin-

Kompetenz oder die Gegenwart von TLR-Liganden eine Rolle?
- Konnen Praadipozyten CD4" Th-Zellen Antigen-spezifisch stimulieren?

- Welchen Oligomerisierungsgrad zeigt Adiponektin und das in dieser Arbeit

verwendete gAd? Besitzt es biologische Aktivitat?
- Exprimieren Th-Zellen Adiponektin-Rezeptoren?

- Beeinflusst gAd die Zytokinproduktion, Polarisation oder Proliferation von CD4"
Th-Zellen?
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Kits

5x first strand Puffer

5x Green GoTaq Flexi Puffer

Agua dest.

Agarose

Ammoniumpersulfat

Amphotericin B

Bromphenolblau

cDNS Synthesis System
Chemolumineszenz-Substrat A und B

Desoxyribonukleinséure (DNS)-Leiter, 100 bp
DNase |

Desoxyribonukleosidtriphosphat (ANTP)
Dithiothreitol

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Flagellin

Fotales Kalberserum (FCS)
Glycerin

Glycin

Go Tag-Polymerase, 5 U/ml
HsPO,4

HCI

lonomycin

KCI

KH,PO4

KHCO3;

L-Glutamin

LPS (ultra pure)

Magnetisch-aktivierte Zellauftrennung (MACS)
Release

B-Mercaptoethanol
Methanol

MgCl, (25 mM)
Mitomycin C

Qiagen (Hilden)

Promega (Mannheim)
Fresenius Kabi (Bad Homburg)
Carl Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Minchen)
Biochrom (Berlin)
Sigma-Aldrich

Invitrogen (Karlsruhe)

GE Healthcare Europe
(Minchen)

Invitrogen
Qiagen

Carl Roth
Carl Roth
Sigma-Aldrich

InvivoGen (Toulouse,
Frankreich)

Linaris (Wertheim-Betingen)
Merck KGaA (Darmstadt)
Carl Roth

Promega

Merck KGaA

Carl Roth

Sigma-Aldrich

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

PAA Laboratories (Pasching)
Sigma-Aldrich

Miltenyi Biotec (Bergisch
Gladbach)

Sigma-Aldrich

Mallinckrodt Baker (Griesheim)
Promega

Sigma-Aldrich
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Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transkriptase

Monensin

Na;HPO,

NacCl

Natriumdodecylsulfat (SDS)
NH,CI

Opt EIA Substrat A

Opt EIA Substrat B
OVAs323.339-Peptid

Paraformaldehyd
Penicillin/ Streptomycin
Phorbol 12-Myristat 13-Acetat

Platinum SYBR-Green Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) Super-Mix
Rinderserumalbumin (BSA)
RNaseOUT
RNeasy Mini Kit

- Ribonukleinase (RNase)-/

Desoxyribonukleinase (DNase)-freies
Wasser

- RNeasy Lysis Puffer

- RNeasy Mini Spin-Saule

- RPE-Puffer

- RW1-Puffer
Acrylamid, 30% (Rotiphorese Gel A)
Bisacrylamid, 2% (Rotiphorese Gel B)
Saponin

Streptavidin/ Fluorescein Isothiozyanat (FITC)-

Konjugat

Tetramethylbenzidin
Tetramethylethylendiamin
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)-Base
TRIS-EDTA-Acetat-Puffer, 50x konzentriert

Trypsin-EDTA (0,05%-0,02% in Phosphat-
gepufferter Kochsalzlésung [PBS])

Tween 20
Wasserstoffperoxid (H2O,)
Zymosan

Invitrogen

Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

BD Biosciences (Heidelberg)
BD Biosciences

Institut fUr Biochemie der
Humboldt-Universitat (Berlin)

Carl Roth

PAA Laboratories
Sigma-Aldrich
Invitrogen

PAA Laboratories
Qiagen
Qiagen

Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Dako (Hamburg)

BD Biosciences
BioRad (Minchen)
Carl Roth
Genaxxon (Ulm)
PAA Laboratories

Carl Roth
BD Biosciences
InvivoGen
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2.1.2 Material und Geréate

Brutschrank Heracell 150

Detektionseinheit fur Enzymgekoppelten
Immunadsorptionstest (ELISA): Opsys MR

Detektor fur Flussigkeitsszintillation

Durchflusszytometer FACSCanto mit
Auswertesoftware

Durchlichtmikroskop

Entwickler X-omat 5000 RA Prozessor
Feinwaage Scout Il

Halterung und Magnet fur MACS
Realtime-PCR-System Lightcycler
MACS Zellauftrennungssaule LS
MACS Zelltrennungsfilter

Mini-Gel Elektrophoresekammer
Mini-Trans Blot Elektrophoresekammer
Polyvinylidenfluorid-Membran
Sofortbildkamera DS 34

Stromquelle PowerPac Basic
Thermocycler T3000
Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten

Zellsiebe

Zentrifuge 5810R

2.1.3 Tiere und Zelllinien

Die Organentnahme aus Mausen zu wissenschaftlichen Zwecken wurde vom
Landesamt fir Gesundheit und Soziales Berlin (Tétungsanzeige T0186/03) bewilligt.
Zur Organentnahme wurden die Mause durch zervikale Dislokation getotet. Zellen aus
transgenen Tieren wurden in der gentechnischen Anlage der Medizinischen Klinik |
(Aktenzeichen VC 112-5907 /1.0.0-21/91) bearbeitet. Die verwendeten Mause und

Zelllinien sind in Tabelle 2 aufgefihrt.

Heraeus (Hanau)

Dynex Technologies (Chantilly,
VA, USA)

LKB Wallac (Turku, Finnland)
BD Biosciences

Kriss (Hamburg)

Kodak (Rochester, USA)
Ohaus (Pine Brook, USA)
Miltenyi Biotec

Roche (Mannheim)
Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec

BioRad

BioRad

Millipore (Schwalbach)
Polaroid (Waltham, USA)
BioRad

Biometra (Gottingen)
Sarstedt (NUmbrecht)
Nunc (Roskilde, Danemark)
BD Biosciences
Eppendorf
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Tabelle 2 Ubersicht tiber die fur die Experimente verwendeten Mause und Zelllinien.

Mausestamm/ Zelllinie Bezeichnung Herkunft Referenz

Wildtyp C57Bl6/J Harlan Winkelmann [16]
(Borchen)

Wildtyp C57BLKS/J Harlan Winkelmann [16]

Wildtyp BALB/c Harlan Winkelmann [121]

db/db BKS.Cg- Harlan Winkelmann [16]

m+/+Lpr®/J

ob/ob B6.V-Lep®/J Harlan Winkelmann [16]

DO11.10 mit transgenem, DO11.10 Deutsches Rheuma- [122]

OVAz323-339-Peptid-spezifischem Forschungszentrum

T-Zell-Rezeptor (TZR) Berlin (DRFZ)

Praadipozytenzelllinie 3T3L1 American Type Cultur Collection-
Nr.: CL-173

2.1.4 Medien

- Dulbecco’s Modified Eagle Medium PAA Laboratories

(DMEM)/ Ham'’s F12

- Roswell Park Memorial Institute
(RPMI)1640

Praadipozyten-Volimedium (PVM) 500 ml DMEM/ Ham’s F12
10% FCS
2 mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
250 ng/ml Amphotericin B

3T3L1-Medium DMEM 4,6 g/l Glukose
2 mM Glutamin
10% FCS
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
250 ng/ml Amphotericin B

T-Zell-Medium (TZM) RPMI 1640
10% FCS
2 mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
50 uM B-Mercaptoethanol



Material und Methoden

20

2.1.5 Puffer und Lésungen
PBS

PBS/ Tween (0,05%)

PBS/ BSA als Zellauftrennungs-und
Durchflusszytometrie-Puffer sowie
Probenverdinner

Erythrozyten-Lysepuffer

10x Elektrophorese-Laufpuffer

TRIS-Puffer

TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer

DNS-Ladepuffer

Losungs-Puffer (fur Western Blot)

0,2 g/l KCI

0,2 g/l KH,PO4
8,0 g/l NaCl

1,15 g/l NazHPO,

PBS
0,05% Tween 20

PBS 1x
5 g/l BSA

8,9 g/l NH.CI
1 g/l KHCO,
38 mg/l EDTA

144 g/l Glycin
30 g/l TRIS-Base
10 g/l SDS

18,3 g/l TRIS-Base
pH: 6,7 (eingestellt mit H3POy)

4,9 g/l TRIS-Base
370 mg/l EDTA
1,2 g/l Acetat

1x TAE-Puffer
30% Glycerin
0,25% Bromphenolblau

181,5 g TRIS-Base
240 ml 1 M HCI
500 ml A dest.
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Proben-Puffer (flir Western Blot) 5,0 ml Aqua dest.
2,0 ml Lésungs-Puffer
1,0 ml 20% SDS
1,5 ml Glycerin
1 Spatelspitze Bromphenolblau

Blotting-Puffer 3,03 g/l TRIS-Base
14,4 g/l Glycin
200 ml Methanol
800 ml Agua dest.

Untergel 41,63 ml 30% Acrylamid
8,97 ml 2% Bisacrylamid

Obergel 16,5 ml 30% Acrylamid
2,5 ml 2% Bisacrylamid

Trenngel 5,2 ml Untergel
2,0 ml Lésungs-Puffer
3,0 ml Aqua dest.
0,1 ml SDS
225 pul Ammoniumpersulfat
10 pl Tetramethylethylendiamin

Sammelgel 600 ul Obergel
250 ul TRIS-Puffer
25 ul SDS
1,5 ml Aqua dest.
75 ul Ammoniumpersulfat
25 ul Tetramethylethylendiamin

2.1.6 Zytokine

Folgende Zytokine wurden verwendet: IL-4, IL-6, IL-12, IL-23,
Makrophagenkolonie-stimulierender Faktor (M-CSF), transforming growth factor
(TGF)-B, human (alle R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt) und gAd (Biomol,
Hamburg). Soweit nicht anderweitig gekennzeichnet, handelt es sich hierbei um in

E. coli rekombinant hergestellte murine Zytokine.
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2.1.7 Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest

Tabelle 3 Ubersicht tiber die zum Antigennachweis verwendeten ELISA-Kits.

Antigen Bezeichnung Nachweisgrenze (pg/ml) Herstel ler
TNF-a Opt EIA Maus TNF-a 16 BD Biosciences
IFNy Opt EIA Maus IFNy 31 BD Biosciences
IL-6 Maus IL-6 EIA Set 16 BD Biosciences
Adiponektin Maus Adiponektin 30 R&D Systems
2.1.8 Primer

Mit dem Programm Primer 3 (Version 0.4.0, Howard Hughes Medical Institute, Chavy
Chase, MD; USA) wurden Primer definiert, die fir das zu untersuchende Gen spezifisch
waren. Mit dem Programm BLAST (National Institute of Biotechnology Information)
wurde die Genspezifitat der ermittelten Primer Uberprift und diese anschliel3end durch
die Firma TIB MOLBIOL (Berlin) synthetisiert (Tabelle 4).

Tabelle 4 Ubersicht der verwendeten Primer.

. . . C o Lange des
Primer Richtung Primersequenz (5" — 3) Amplifikates (bp)
forward CTT CTACTg CTC CCC
ACA gC
AdipoR1 J 196
reverse gAC AAA gCC CTC AgC gAT
Ag
forward gCC CAg CTT AgA gAC ACC
T
AdipoR2 J 175
reverse gCCTTC CCACACCTT
ACA AA
Glycerinaldehyd- forward ACC ACA gTC CAT gCC
3-Phosphat- ATC AC 452
Dehydrogenase o\ erse TCC ACC ACC CTg TTg CTg

(GAPDH) A
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2.1.9 Antikorper

Tabelle 5 Ubersicht der verwendeten Antikorper. Herkunft der Isotypen: Armenischer
Hamster (Ar.H.), Hase (Rb), Maus (M), Ratte (R), Ziege (G).

Antigen Klon Markierung Isotyp Herkunft
Zellcharakterisierung
CD11b M1/70 Phycoerythrin R. Immuglobulin BD Biosciences
(PE) (lg)G2b, k
CD11c M1/70.15 PE R. 1gG2b Caltag Laboratories
(Karlsruhe)
CD80 (B7-1) 16-10A1 PE Ar. H. 1gG2b, k BD Biosciences
CD86 (B7-2) 3H1721 FITC R. 1gG2a USBiological
(Swampscott, USA)
F4/80 BM8 PE R. 1gG2a, k eBioscience (San
Diego, USA)
IgG2a FITC R. 1gG2a Caltag Laboratories
IgG2a PE R. 1gG2a Caltag Laboratories
MOMA-2 FITC R. 1gG2b Serotec (Dusseldorf)
Haupthistokompa- 3H2711 FITC M. IgM USBiological
tibilitatskomplex (MHC) Il
OVA;»3.339-Peptid-spezifischer KJ1 26.1 biotinyliert DRFZ
TZR
T-Zell-1solation
CD4 GK1.5 FITC R. 1gG2a, k BD Biosciences
CD62L (L-Selectin) MEL-14 PE R. 1gG2a, k BD Biosciences
CD90.1 (Thy-1.1) OX-7 PE M. 1gG1, K BD Biosciences
Intrazellulare Zytokinfarbung
IFNy XMG1.2 Allophycocyanin  R. 1gG1, k BD Biosciences
IL-17 TC11-18H10 PE R. 1gG1, K BD Biosciences
IL-4 11B11 PE R. 1gG1 BD Biosciences
T-Zell-Stimulation
CD28 37.51 Ar.H. IgG1, | Max-Planck Institut fur
Infektionsbiologie
CD3 145-2C11 Ar.H. 1gG1, K DRFZ
T-Zell-Polarisation
IFNy AN18.17.24 R. 1gG DRFZ
IL-12 C17.8 R. 1gG DRFz
IL-4 11B11 G. 1gG2b, K DRFz
Western Blot
Acrp30 A-13 G. IgG Santa Cruz
Biotechnology
(Heidelberg)
Ziege-lg Meerrettich- Rb. 19G Dako
peroxidase
(HRP)
MACS

FITC micro beads
CD62L micro beads
CD90 micro beads

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
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2.2 Methoden

2.2.1 Durchflusszytometrie

Prinzip

Die Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting, FACS) bietet die
Moglichkeit, Zellen anhand ihrer Grol3e, Granularitdt und ihres Antigenmusters zu
charakterisieren und quantifizieren. Hierbei trifft ein Laserstrahl auf die zu
untersuchende Zelle, wobei Zelleigenschaften den Laserstrahl streuen. Dabei fihrt die
ZellgroRe zu einer Veranderung des Vorwartsstreulichtes (forward scatter) und die

Zellgranularitat verandert das Seitwartsstreulicht (sideward scatter).

Durch die Laser werden gleichzeitig Fluoreszenzfarbstoffe zur Emission von
Lichtquanten angeregt. Fluoreszenz-markierte spezifische Antikérper binden an
definierte Antigene auf und in der Zelle. Verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe, aber auch
eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat, die zur Anzahl der gebundenen Antikérper
und somit des spezifischen Antigens proportional sind, werden von Photodetektoren

erkannt.
Vorbereitung von Zellen

Zellen wurden aus ihren Kulturbedingungen abgelést, mit Phosphat-gepufferter
Kochsalzldsung/ Rinderserumalbumin (PBS/ BSA) bei 400 g fir 7 min gewaschen und
der Uberstand verworfen. Durch Resuspension in Volumina von 50 pl bis 200 pl
PBS/ BSA wurden Einzelzellsuspensionen erstellt. Diese wurden mit fluoreszierenden
FACS-Antikdrpern unter Lichtausschluss inkubiert und anschlieBend in PBS/ BSA bei
400g fur 3 min gewaschen. Die Uberstande wurden verworfen und die
durchflusszytometrische Analyse der in 200 ul PBS/BSA aufgenommenen Zellen
(maximal 1,5 x 10° Praadipozyten bzw. 1 x 10* Th-Zellen) erfolgte innerhalb von zwei

Stunden nach dem Féarben.
Durchfiihrung der Durchflusszytometrie und Datenausw ertung

Zur Analyse der Zellen wurde ein FACSCanto mit Auswertesoftware FACSDiva
verwendet. Fur die Datenauswertung wurden das Programm FlowJo (Tree Star Inc.,
Version 8.2.1) eingesetzt. Die Expression von Oberflachenantigenen auf Zellen wurde
mit Hilfe von fluoreszierenden Antikorpern bestimmt und die durchschnittliche
Fluoreszenzintensitat (mean fluorescence intensity, MFI) zum Vergleich der Starke der

Expression verwendet. Der Anteil der Zytokin-produzierenden Zellen wurde bestimmt.
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2.2.2 Zellisolation und Zellkultur
Kulturbedingungen

Die Zellkultur erfolgte bei 37<C, 95% Luftfeuchtigk eit und 6% CO, im Brutschrank.
Praadipozyten

Eingesetzt wurde die Zelllinie 3T3L1, sowie im Labor in Kultur etablierte murine
Praadipozyten, die urspriinglich aus mesenterialem Fettgewebe von C57BI6/J-
(Wildtyp), von ob/ob- und von db/db-Tieren isoliert worden waren [16].

Je 1,5 x 10° Zellen wurden in Zellkulturflaschen in je 6 ml PVM (bei der 3T3L1-Zelllinie

wurde 3T3-Medium verwendet) angesetzt und im Brutschrank inkubiert.

Um die Zellen vor der Durchflusszytometrie aus der Kultur abzulbsen, wurde das
Medium dekantiert, der Zellrasen mit PBS gespllt und anschlieBend mit 1 ml
Trypsin-EDTA fur 10-15 min im Brutschrank inkubiert. Nach mikroskopischer Kontrolle
der Ablésung der Zellen wurden sie in 10 ml PBS/ BSA aufgenommen, bei 400 g fur
7 min gewaschen und auf Konzentrationen von 2 x 10* bis 1,5 x 10° Zellen in 200 pl
PBS/ BSA eingestellt.

Naive CD4" Th-Zellen

Zellisolation

Naive CD4" Th-Zellen sind durch die Oberflaichenmarker CD4 und CD62L
charakterisiert. Durch Inkubation einer heterogenen T-Zellsuspension mit CD4- und
CD62L-spezifischen Antikérpern, die mit magnetisierbaren Nanopartikeln (micro beads)
konjugiert sind, konnen die so markierten naiven CD4" Th-Zellen mit Hilfe eines

Magneten isoliert werden.

Aus murinen Milzen und Lymphknoten wurde durch Passage durch ein Zellsieb (70 um)
eine Einzelzellsuspension erstellt. Diese Einzelzellsuspension wurde zweimal mit
RPMI 1640 gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen fir 3 min mit dem

Erythrozyten-Lysepuffer inkubiert und anschlieBend mit PBS/ BSA zweimal gewaschen.

Die so gewonnene, heterogene Zellsuspensionen wurde mit einem FITC-markiertem
CD4-spezifischen Antikdrper fur 15 min auf Eis inkubiert. Nach einem Waschschritt mit
PBS/ BSA wurde die Zellsuspension anschlielend 12 min bei 6C mit einem FITC-
spezifischen Antikodrper inkubiert, der mit micro beads konjugiert war.
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Danach wurde die Zellsuspension auf eine MACS-Saule aufgetragen. Durch einen, die
Saule umschlieRenden, Magneten wurde ein magnetisches Feld erzeugt, das die
markierten Zellen in der Saule hielt, wahrend die unmarkierten Zellen ungehindert die
Saule passieren konnten. So konnte eine CD4-Positiv- und eine CD4-Negativfraktion
gewonnen werden. Zur Ablosung der micro beads von den Zellen wurde die CD4-
Positivfraktion anschlieRend mit MACS Release fur 25 min bei 6 inkubiert und
gewaschen. Durch das Auftragen der Zellsuspension auf eine MACS-Saule konnten die

nun geldsten micro beads in der Saule zuriickgehalten werden.

Die CD4-Positiviraktion wurde anschlieRend fur 12 min bei 6C mit einem CD62L-
spezifischen Antikdrper inkubiert, der mit micro beads konjugiert war. Durch erneute
magnetisch-aktivierte Zellauftrennung mittels MACS-S&ule konnte eine naive CD4'-
Zellfraktion gewonnen werden. Die Reinheit der erhaltenen Zellfraktionen wurde
durchflusszytometrisch Uberpruft. Exemplarisch fur die durchgefuhrten Aufreinigungen
ist Abbildung 5. Fiir die Experimente mit naiven CD4" Th-Zellen war ein Anteil von mehr

als 97% dieser Zellen an der gesamten Zellsuspension Bedingung.
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Abbildung 5 Anreicherung von naiven, CD4" Th-Zellen durch MACS. Eine aus der Milz
und aus Lymphknoten gewonnene Zellpopulation ist in ungefarbtem Zustand in (A)
abgebildet. Dargestellt ist Zellpopulation anschlieRend im Lymphozyten-Gate mit CD4
und CD62L-Doppelfarbung vor der Zellauftrennung (B), nach CD4-spezifischer (C) und
CD62L-spezifischer (D) magnetisch-aktivierter Zellauftrennung. Um die in (D) gezeigte
Zellhomogenitat zu erreichen, wurden zwei konsekutive MACS-Aufreinigungen
durchgefuhrt.
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Antigen-prasentierende Zellen

Zellisolation

Zu den Antigen-prasentierenden Zellen (APZ) werden u.a. dendritische Zellen, B-
Lymphozyten, Makrophagen und Monozyten gezahlt. Diese wurden aus
Zellsuspensionen, die aus Milz und Lymphknoten gewonnen wurden, isoliert. Um zu
verhindern, dass T-Zellen aus diesen Organen mit in Kultur gelangen, mussten diese
zuvor depletiert werden. Da T-Zellen u.a. CD90 (auch Thymozyten-
Differenzierungsantigen 1, Thyl, genannt) exprimieren, kbnnen sie aus
Zellsuspensionen mit Hilfe CD90-spezifischer Antikorper, die mit micro beads konjugiert

sind durch die magnetisch-aktivierte Zellauftrennung entfernt werden.

Dazu wurde eine isolierte und aufgereinigte Milz- und Lymphknotenzellsuspension fir
12 min bei 6T mit einem CD90-spezifischen Antikérp er, der mit micro beads konjugiert
war, inkubiert. Nach anschlieBendem Waschen wurde die Zellsuspension durch MACS
in eine CD90-Positiv- und eine CD90-Negativfraktion aufgetrennt. Die Negativfraktion
wurde nach durchflusszytometrischer Uberprifung der Depletion als APZ

weiterverwendet.

Um eine Proliferation dieser zur Antigenprasentation eingesetzten Zellen in den
Kulturen zu unterbinden, wurden sie mit Mitomycin C behandelt. Mitomycin C verhindert
durch kovalente Bindungen der beiden DNS-Stradnge eine DNS-Neusynthese und somit
die Zellteilung und Proliferation.

Hierzu wurden die APZ in 10 ml TZM aufgenommen und mit 1 mg Mitomycin C fur
30 min im Brutschrank inkubiert. Daraufhin wurden sie mehrfach mit TZM gewaschen

und zur Antigenprasentation eingesetzt.

Generierung von Makrophagen zur Antigenprasentation in vitro

Die Vorlauferzellen von Monozyten und Makrophagen finden sich im Knochenmark. Sie
zeichnen sich unter anderem dadurch aus, dass sie nicht an Kunststoffoberflachen
adharieren. Unter Einfluss von M-CSF differenzieren die Vorlauferzellen in Monozyten/
Makrophagen.

Die Hinterlaufe von BALB/c-Mausen wurden prapariert und das Knochenmark mit
3T3-Medium ausgespdult. Durch wiederholtes Resuspendieren mit der Pipette wurde
eine Einzelzellsuspension erstellt und diese mehrfach mit 3T3-Medium gewaschen.
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Die Knochenmarkszellen wurden in einer Konzentration von 5 x 10%ml in 3T3-Medium
mit 10 ng/ml M-CSF lber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am folgenden Tag wurden die
nicht adhéarierten Zellen (Vorlauferzellen von Monozyten/ Makrophagen) nach sanftem
Resuspendieren in eine Zellkulturschale (Durchmesser: 10 cm) dberfihrt und in
3T3-Medium mit 10 ng/ml M-CSF eine Woche lang im Brutschrank inkubiert. Jewelils die
Halfte des Mediums wurde an Tag 3 und Tag 6 durch frisches 3T3-Medium mit 10 ng/ml
M-CSF ersetzt.

An Tag 7 wurden die nun adharenten Zellen mit Hilfe von kaltem PBS von der
Zellkulturschale abgeldst, in eine 48 Well-Platte tiberfithrt (2,5 x 10° Zellen/Well) und in
3T3-Medium tber Nacht im Brutschrank inkubiert.

Um die Differenzierung zu Monozyten/ Makrophagen zu kontrollieren, wurde die
Expression der Makrophagenmarker F4/80 und MOMA-2 durchflusszytometrisch
Uberpruft (Abbildung 6).

1 >1% I ] 95%
®
q—
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MOMA-2 ——
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Abbildung 6 Kontrolle der Makrophagenreifung. Naive Knochenmarkszellen wurden
nach 7-tdgiger Kultur mit M-CSF (10 ng/ml) auf die Makrophagen-spezifischen
Oberflachenantigene F4/80 und MOMA-2 durchflusszytometrisch untersucht (B), die
Negativkontrolle erfolgte durch ungefarbte Zellen (A). Die Abbildung ist reprasentativ fur
2 durchgefiuihrte Experimente.
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In-vitro-Stimulation naiver CD4 * Th-Zellen

Antigen-unabh&ngige Stimulation durch CD3 und CD28-  Antikdrper

Die Oberflachenantigene CD3 und CD28 konnen eine Aktivierung von T-Zellen
vermitteln. In vitro kommt es durch die Inkubation von naiven T-Zellen in einer zuvor mit
CD3- und CD28-spezifischen Antikorpern beschichteten Kulturplatte zu einer

Antigen-unabhéangigen Aktivierung und Differenzierung dieser Zellen.

Zellkulturplatten (24 oder 96 Wells) wurden mit je 10 pug/ml CD3- und
CD28-spezifischen Antikdrpern tUber Nacht bei 6T inkubiert, wodurch es zu einer
Adsorption der Antikdrper an die Kunststoffunterlage kam. Im Anschluss wurden die
Kulturplatten dreimal unter sterilen Bedingungen mit PBS gewaschen und die naiven

CD4" Th-Zellen in Konzentrationen von 5 x 10°/ml bis 1 x 10%/ml aufgebracht.

Antigen-spezifische Stimulation mit Antigen-prasent ilerenden Zellen

Die T-Zellen aus DO11.10-Méausen exprimieren einen transgenen,
OVA3,3.339-Peptid-spezifischen TZR. Zur Antigen-spezifischen Stimulation wurden sie
zusammen mit OVAgzz3330-Peptid entweder in Gegenwart professioneller APZ oder in

Gegenwart von Praadipozyten kultiviert.

Die naiven CD4" Th-Zellen und professionelle, Mitomycin C behandelte APZ wurden im
Verhdltnis 2:1 eingesetzt. Anschlieend wurde der Kultur OVAs23339-Peptid (10 uM)

zugegeben.

Um Antigenprasentation durch Praadipozyten zu untersuchen, wurden naive CD4" Th-
Zellen mit Praadipozyten aus C57BLKS/J- und db/db-Mausen kultiviert. Die
Praadipozyten wurden 48 h zuvor auf eine 48-Well-Platte (5 x 10%/Well) in PVM
aufgebracht. Nach 24 h wurde auf TZM umgestellt. Mit den naiven CD4" Th-Zellen
(1 x 10%Well) wurde OVAsp3.330-Peptid (10 uM) in die Wells gegeben.

Die Auswertung der Zellproliferation erfolgte an Tag 3 nach Kulturbeginn der Th-Zellen,

die der Zytokinproduktion an Tag 7 mittels Durchflusszytometrie.

Polarisation

Die Zellen wurden nach Isolation und Aufreinigung in TZM Kkultiviert. Th-Zellen sollten
entweder unter nicht-polarisierenden Bedingungen (ThO) oder unter polarisierenden
Bedingungen (Thl, Th2, Th17) kultiviert werden. Dafir wurden die in Tabelle 6
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aufgefihrten Zytokine und Antikdrper flr Kulturen von einer Dauer von drei bzw. sieben
Tagen eingesetzt.

Tabelle 6 Ubersicht der der Kulturzuséatze der jeweiligen T-Zell-Polarisationsprotokolle

Polarisation Zytokine Antikorper
ThO (ohne) (ohne)
Thl 20 ng/ml IL-12 10 pg/ml anti-IL-4
Th2 10 ng/ml IL-4 10 pg/ml anti-IFNy
10 pg/ml anti-1L-12
Thl7 20 ng/ml IL-6, 10 pg/ml anti-IFNy
10 ng/ml IL-23, 10 pg/ml anti-IL-4

10 ng/ml TGF-

Mittels durchflusszytometrischem Nachweis der jeweiligen intrazellular angefarbten
Kennzytokine (ThO: IL-4 und IFNy, Thl: IFNy, Th2: IL-4, Th17: IL-17) wurde der

Polarisationserfolg am Kulturende kontrolliert.

Dabei lag bei unter ThO-Bedingungen kultivierten CD4" Th-Zellen der Anteil der
IL-4*-Zellen im Durchschnitt bei 5% und der Anteil IFNy'-Zellen bei 7%. Unter
Thi-Bedingungen lag der Anteil IFNy'-Zellen bei 30% und der Anteil IL-4*-Zellen unter
1%. Unter Th2-Bedingungen lag der Anteil IL-4"-Zellen bei 5% und der Anteil
IFNy*-Zellen unter 1%. Unter Th17-Bedingungen waren rund 7% der Zellen positiv fir
IL-17 (Abbildung 7). Dies stimmte mit den in der Literatur publizierten Polarisationsraten
Uberein [28, 123, 124].
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Abbildung 7 Polarisation von naiven CD4" Th-Zellen. Nach Kultur unter
polarisierenden Bedingungen wurden die Th-Zellen stimuliert, fixiert und die
intrazellularen Zytokine angeféarbt. Anschliel3end erfolgte die durchflusszytometrische
Auswertung. Dargestellt sind exemplarische Kulturbeispiele fur nicht-polarisierte (ThO0),
Thl-, Th2- und Thl7-polarisierte T-Zell-Kulturen.
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Nachweis der Proliferation

Zellmarkierung mit Carboxy Fluorescein Succinimidyl Ester

Carboxyfluorescein-Succinimidylester (CFSE) diffundiert durch die Zellmembran und
verteilt sich gleichmaldig im Zytoplasma. Durch Esterasen des Zytoplasmas wird die
Acetat-Gruppe abgespalten, wodurch CFSE die Zellmembran nicht mehr passieren
kann und zu fluoreszieren beginnt. Bei der Teilung der Zelle verteilt sich das
aufgenommene CFSE gleichmal3ig und die Fluoreszenzintensitdt nimmt in den
Tochterzellen proportional zur Anzahl der Teilungen ab, was durchflusszytometrisch
erfasst werden kann. In der Abbildung 8 ist dies beispielhaft fir 7 Versuchsansatze

dargestellt.

Tag O Tag 3

# Ereignisse
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Abbildung 8 Proliferationsmessung mit Hilfe einer CFSE-Farbung. Nach
CFSE-Farbung an Tag 0 besal die Zellpopulation einen homogenen MFI. An Tag 3
hatte der MFI proportional zu den stattgefundenen Zellteilungen abgenommen.

Zur Markierung mit CFSE wurden naive CD4" Th-Zellen in PBS gewaschen und auf
1-2 x 107 Zellen/ml in PBS eingestellt. Nach Zugabe von CFSE (0,93 pg/ml) wurden sie
3 min im Brutschrank inkubiert und danach dreifach mit TZM gewaschen. Daraufhin
wurden die Zellen auf einer mit CD3- und CD28-spezifischen Antikérpern beschichteten
48-Well-Platte im Brutschrank kultiviert. Nach 72 h erfolgte die Messung der

Fluoreszenzintensitat der Kulturansatze mittels Durchflusszytometrie.
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[*H]-Thymidineinbau

Wahrend einer Zellteilung vermehrt sich die DNS-Menge der Einzellzellen und damit
einer Zellpopulation. Fur die Neusynthese der DNS werden Nukleoside, u.a. Thymidin,
bendtigt. Durch Zugabe von Thymidin, das mit dem B-Strahler Tritium [°H] markiert ist,
wird dieses radioaktive Molekil stéchiometrisch in die zellulare DNS eingebaut. Durch
Umwandlung der Strahlung in messbare Szintillationen kann die Radioaktivitat in
Kulturen bestimmt werden. Die radioaktiven Zerfalle innerhalb eines definierten
Zeitraumes sind proportional zur Menge des in den Zellen angereicherten
[*H]-Thymidins und damit ein MaR fiir die DNS-Neusynthese oder Proliferation von
Zellen [125].

Naive CD4" Th-Zellen wurden auf einer mit CD3- und CD28-spezifischen Antikérpern
beschichteten 96-Well-Platten in einer Konzentration von 5 x 10* Zellen/Well in 200 pl

TZM gegeben und im Brutschrank vorinkubiert.

Nach 54 h wurde [*H]-Thymidin mit einer Aktivitat von 0,5 pCi/Well zur Kultur gegeben
und weitere 18 h inkubiert. Dann wurden die Kulturansatze tber Nacht bei -80C
gelagert, aufgetaut und zur Messung die hochmolekulare DNS auf Glasfaserfilter fixiert,
mehrfach gewaschen und mit einem Aromaten-freien Szintillationscocktalil
aufgenommen. Alle Proben wurden in einem Detektionsgerat fur 1 min

gemessen (cpm).

2.2.3 Nachweis der Zytokinproduktion
Nachweis von Zytokinen im Kulturiiberstand

Zytokinkonzentrationen im Zelluberstand wurde mittels ELISA bestimmt. Dabei bindet
zunachst ein Antikdper an eine Kunststoffunterlage. AnschlieBend wird die zu
untersuchende Probe hinzugegeben. Befindet darin das spezifische Antigen, wird es
von dem fixierten Antikdrper gebunden. Ein sekundarer Antikdrper, der mit einem
Enzym gekoppelt ist, wird zugegeben und bindet an andere Epitope des gleichen
Antigens. Nach Zugabe des Enzymsubstrats kann die daraus resultierende

Farbreaktion zur Konzentrationsbestimmung des gesuchten Antigens genutzt werden.

Eine 96-Well-Platte wurde mit dem Zytokin-spezifischen Antikérper in der vom
Hersteller vorgegebenen Konzentration (verdinnt in Phosphat- [pH: 6,5] bzw.
Carbonatpuffer [pH: 9,5], Volumen: 100 ul/Well) zur Adsorption bei 6T fir 12 h

inkubiert. Die folgenden Schritte fanden bei Raumtemperatur statt, wobei zwischen den
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einzelnen Inkubationen jeweils mehrfach mit PBS/ Tween gewaschen und die
Flissigkeit aus den Wells mdglichst vollstandig entfernt wurde.

Nach 1h Inkubation mit Probenverdinner zur Blockierung unspezifischer
Proteinbindungsstellen wurde mit dem zu untersuchenden Uberstand in austitrierter
Verdunnung inkubiert. Es wurden jeweils Doppelwertbestimmungen durchgefihrt. Nach
2 h wurde der HRP-konjugierte sekundare Antikorper hinzu gegeben (Volumen: 100 pl)
und fur 1 h inkubiert.

Danach wurde das Peroxidasesubstrat (Verhaltnis Wasserstoffperoxid zu
Tetramethylbenzidin 1:2, Volumen 100 ul/Well) hinzugeben und die Farbreaktion mit
50 pl Schwefelsdure (1 M) gestoppt. Die Messung der optischen Dichte erfolgte im
Vergleich zur Standardkurve innerhalb von 30 min bei Wellenlangen von 450 nm und

einer Korrektur des Plattenhintergrundes bei 630 nm.
Durchflusszytometrischer Nachweis intrazellularer Z ytokine

Um Zytokine intrazellular nachweisen zu konnen, wurde die Durchflusszytometrie
eingesetzt. Dabei wird mit Hilfe von fluoreszierenden, nach intrazellular transferierten
Antikdrpern das jeweilige Zytokin markiert. AnschlieRend lasst sich anhand der
Fluoreszenzintensitat feststellen, ob und von wie vielen Zellen das gesuchte Zytokin
produziert wird. Da fur die Anfarbung ein méglichst hoher intrazellularer Zytokinspiegel
erreicht werden soll, werden die Zellen am Kulturende dazu angeregt, Zytokine zu

produzieren, ohne diese zu sezernieren [126].

Zur Anregung der Zytokinproduktion wurden die Th-Zellen am Kulturende mit dem
Proteinkinase C-Aktivator Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (100 ng/ml) und lonomycin
(1 pg/ml), einem Zytokinproduktionsinduktor, fir 2 h im Brutschrank inkubiert. Um eine
intrazellulare Anreicherung der Zytokine zu erzielen, wurden die Zellen danach fir 2 h
mit 3 UM Monensin, das den intrazellularen Proteintransport inhibiert, im Brutschrank

inkubiert.

Anschliel3end wurden die Th-Zellen resuspendiert, mit PBS gewaschen und in 150 pl
4%igem Paraformaldehyd fur 10 min bei 37C fixiert. Danach erfolgten zwei
Waschschritte mit PBS/ BSA.

Zur intrazellularen Anfarbung wurden die Fluoreszenz-markierten Antikorper in
PBS/ BSA mit 0,5% Saponin eingesetzt, wodurch sich die Membranpermeabilitdt der

Zelle erhoéht und den Antikérpern das Eindringen ermdglicht wird. Um bei Antigen-
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spezifischer Stimulation spater in der Durchflusszytometrie
OVA3,3.339-Peptid-spezifische  Th-Zellen  von den  morphologisch  &hnlichen
professionellen APZ unterscheiden zu kénnen, wurde in diesem Fall zusatzlich mit
einem OVAgj,3.339-Peptidrezeptor-spezifischen  biotinylierten  Antikorper (KJ1.26.1)
inkubiert.

Nach 25 min Inkubation unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur wurden die Proben
einmal in PBS/ BSA mit 0,5% Saponin und zweimal mit PBS/ BSA gewaschen. Wurde
der biotinylierte Antikorper zur Th-Zellmarkierung bei Antigen-spezifischer Stimulation
eingesetzt, erfolge die Kennzeichnung der Th-Zellen Uber Zugabe eines Streptavidin-
FITC-Konjugates. Anschlie3end wurde mit PBS/ BSA gewaschen und das Zytokinprofil

der Einzelzellen durchflusszytometrisch bestimmit.

2.2.4 Nachweis Adiponektin-Rezeptor-spezifischer mMR NS
Die Expression von AdipoR1 und AdipoR2 wurde auf transkriptionaler Ebene durch
spezifische mRNS nachgewiesen.

RNS-Praparation

Zur RNS-Praparation wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in
RNeasy Lysis-Puffer lysiert. Dabei wurden 350 pl Puffer fir bis zu 1x 10’ Zellen
verwendet. AnschlieBend wurden die lysierten Zellen in diesem Puffer bei -80C

gelagert.

Nach dem Auftauen wurden dem Zelllysat 350 pl 70%iges Ethanol hinzugefugt und zur
Homogenisierung mehrmals resuspendiert. Das gesamte Volumen (700 ul) wurde dann
auf eine Saule gegeben und bei 8000 g fur 15 s zentrifugiert. Dadurch wurde spezifisch

RNS an der Saule angereichert. Der Durchlauf wurde verworfen.

Zur weiteren Aufreinigung der an der Saule prazipitierten RNS wurde mit 700 pl RW1-
Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde mit DNase | 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert, erneut mit RWJ1-Puffer und danach zweimal mit 500 ul RPE-Puffer
gewaschen und bei 8000 g fir 15s zentrifugiert. Der Durchlauf wurde jeweils
verworfen. Zur Trocknung der Membran wurde anschlie3end bei 10.000 g fir 2 min

zentrifugiert.

Die RNS wurde von der Saule mit 25 pul RNase-freiem Aqua dest. (Zentrifugation bei
8.000 g fur 1 min) eluiert.
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Reverse Transkription

Da bei der PCR DNS-abhéngige Polymerase verwendet werden, wird die RNS mit Hilfe
des Enzyms Reverse Transkriptase in komplementdre DNS (cDNS) umgeschrieben.
Die cDNS bildet mit der mMRNS einen Doppelstrang, der stabiler als mRNS ist. Je
Messung wurden 2 ul der praparierten RNS eingesetzt. Zum Abbau kontaminierender
chromosomaler DNS wurden die RNS-Proben mit DNasel fur 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert und die Reaktion anschlieend mit 2 mM EDTA bei 65T
gestoppt. Nach 10 min wurde den RNS-Proben Oligonukleotide,
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTP) und steriles Wasser zugegeben und fir 5 min bei
65T inkubiert. Nach Abkuhlung auf 4C erfolgte die Zugabe von 5x first strand Puffer,
Dithiothreitol und RNaseOUT. Anschlie3end wurde fur 2 min bei 37<C inkubiert, dann
die Reverse Transkriptase des Moloney Murine Leukemia Virus hinzugefugt und fur
50 min bei 37T inkubiert. Die Reaktion wurde durch ein Erhitzen auf 70C fur 15 min

beendet. Die gewonnene cDNS wurde bei 4T gelagert.
Amplifikation der cDNS durch Standard-PCR

Mit Hilfe der PCR lassen sich DNS-Sequenzen in vitro vervielfaltigen. Dabei wird unter
Einsatz einer thermostabilen DNS-Polymerase (Go Taqg-Polymerase), Primern und
dNTPs ein Stiick DNS so stark vervielfaltigt, dass es uber eine Gelelektrophorese und
Anfarbung mit dem DNS-interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid bei Wellenlangen
um 300 nm nachgewiesen werden kann [127]. Zur Vorbereitung einer Probe fur die

PCR wurden die in Tabelle 7 beschriebenen Substanzen zusammengefihrt.

Tabelle 7 Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes zur cDNS-Amplifikation durch
die Standard-PCR

Reagenz Volumen (ul)
cDNS aus reverser Transkription 2,5

RNase/ DNase freies A dest. 13,4

Primer forward, 50 pM 1,0

Primer reverse, 50 uM 1,0

5x Green GoTaq Flexi Buffer 10,0

MgCl,, 25 mM 1,0

dNTPs, 10 pM 1,0

Go Tag-Polymerase, 5 U/ml 0,2

Gesamtvolumen 25,0
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Die Amplifikation der cDNS erfolgte im Thermocyler. Begonnen wurde mit einem 5 min
Schritt bei 95T, gefolgt von 30 Zyklen mit einer D enaturierungstemperatur von 94<C flr
1 min, einer Primerhybridisierung bei 60C fur 1 min und einer Verlangerungsphase bei
72 fur 1,5 min. Der finale Schritt im Anschluss a n die 30 Amplifikationszyklen dauerte
10 min bei 72<C.

Gelelektrophorese

Die Auftrennung der cDNS erfolgte in einem 2%igen Agarosegel. Dazu wurden 4 g
Agarose in 200 ml TAE-Elektrophoresepuffer in der Mikrowelle zum Kochen gebracht.
Nach kurzem Abkuhlen wurde es in die Gelwanne gegossen und konnte 45 min lang

aushéarten.

Nach Entfernung des Kammes wurde das Gel in die Elektrophoresekammer gelegt und
mit TAE-Elektrophoresepuffer Uberschichtet. Darauf erfolgte das Auftragen der
amplifizierten PCR-Produkte und des Ladepuffers in die Geltaschen (20 pl/Tasche).
Zusammen mit den PCR-Produkten wurde als Vergleich ein DNS-GroélRenstandard
(100 bis 1500 bp) und eine Negativkontrolle einer mit Aqua dest. amplifizierten Probe
aufgetragen. Daraufhin wurde das elektrische Feld mit einer Spannung von 100 Volt fur
45 min angelegt. Durch Wanderung im elektrischen Feld in Richtung Anode wurden die

PCR-Produkte so ihrem Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt.
Gelfarbung

Es folgte eine 15 mindtige Farbung in  0,02%igem Ethidiumbromid in
TAE-Elektrophoresepuffer. Durch Auflegen des Gels auf eine ultraviolette Lichtquelle
wurde das in die DNS-Strange eingelagerte Ethidiumbromid sichtbar gemacht und

fotografiert.
Realtime -Polymerase Kettenreaktion

Die Realtime-PCR ermoglicht die semiquantitative Erfassung der cDNS-Konzentration
eines gewahlten Gens einer Probe. Dazu wird vor dem Beginn der Amplifikation ein
Cyanin-Fluoreszenzfarbstoff (SYBR-Green), der in die doppelstrangige DNS interkaliert,
im Uberschuss zu den Proben gegeben. Kommt es im Laufe der Amplifikation zu einer
Synthese doppelstrangiger cDNS, kann das SYBR-Green darin binden. Der Komplex
aus SYBR-Green und PCR-Produkt beginnt, griines Licht zu emittieren. Die
Fluoreszenzintensitat der Probe steigt proportional zur Konzentration doppelstrangiger

PCR-Produkte an. Die Kinetik der Fluoreszenzzunahme lasst Rickschlisse auf die
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Ausgangskonzentration der vom Zielgen abgelesenen mRNS zu. Zur Vorbereitung
einer Probe fir die Realtime-PCR wurden die in Tabelle 8 beschriebenen Substanzen

zusammengefuhrt.

Tabelle 8 Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes zur cDNS-Amplifikation durch
die Realtime-PCR.

Reagenz Volumen (ul)
cDNS aus reverser Transkription 3,0

RNase/ DNase freies A dest. 6,5

Primer forward (50 puM) 1,0

Primer reverse (50 puM) 1,0

Platinum SYBR-Green gPCR Super-Mix 12,5

BSA (Img/ml) 1,0
Gesamtvolumen 25,0

Das Gesamtvolumen eines Reaktionsansatzes wurde in eine Glaskapillare Uberfihrt,
diese kurz anzentrifugiert und anschlieRend mit Hilfe der Realtime-PCR amplifiziert
sowie quantifiziert. Begonnen wurde mit einem 2 min Denaturierungsschritt bei 95<C.
Danach folgten 45 Zyklen mit einer Denaturierungstemperatur von 94< fir 5 s, einer
Primerhybridisierung bei 60C (AdipoR1 bzw. AdipoR2) oder 62T (GAPDH), gefolgt
von einer Verlangerungsphase von 10 s. Die Ergebnisse fiir den AdipoR1 bzw. AdipoR2
wurden gegeniber der Expression des konstitutiv exprimierten (housekeeping) Gens
GAPDH normalisiert, um die unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen der cDNS der
Proben zu beriicksichtigen. AnschlielRend wurden die Ergebnisse fur den AdipoR1 bzw.
AdipoR2 im Vergleich zu einer Standardkurve, die aus einem mRNS-Pool aller Proben

erstellt wurde, ausgewertet.

2.2.5 Proteinnachweis durch  Western Blot
Bei der Western Blot-Analyse werden Proteine nach gelelektrophoretischer Auftrennung
auf eine Membran Ubertragen und mit Antikérpern angefarbt. Dadurch ist es maoglich,

einzelne Proteine nachzuweisen [128].

Die Auftrennung der Proteine wird nach der Methode von Laemmli mittels
nicht-reduzierender, denaturierender Gelelektrophorese durchgefihrt [129]. Da Proteine
uneinheitliche elektrische Ladungen besitzen und diese die Gelelektrophorese
beeinflussen kénnten, wird ihnen SDS zugesetzt. SDS lagert sich proportional zu ihrer

GroR3e an Proteine an und verleiht ihnen eine einheitliche negative elektrische Ladung.
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Dadurch wird eine gerichtete Bewegung im elektrischen Feld ermoglicht, die im
Wesentlichen vom Molekulargewicht der Proteine abhéangig ist.

Nach der Auftrennung werden die Proteine elektrophoretisch auf eine stark
Protein-bindende Membran transferiert. Nun kénnen sie durch spezifische Antikdrper

naher charakterisiert und Gber Chemolumineszenz sichtbar gemacht werden.
Proteinauftrennung

Zuerst wurde aus Sammel- und Trenngel ein Tragermedium erstellt. Die Proben wurden
nach Zusatz von Probenpuffer in einem Volumen von 20 pul zusammen mit einem
Molekulargewichtsstandard auf das Gel aufgetragen und fir 60 min bei 200V
elektrophoretisch aufgetrennt. Als Laufpuffer diente Elektrophorese-Laufpuffer.

Transfer auf Polyvinylidenfluorid-Membran ( blotting )

Die Membran wurde 1 min in Methanol vorbehandelt, mit Wasser gespilt und
anschlielend mit den weiteren Blot-Materialien (Gel, Schaumstofffiltern, Filterpapier) in
Blotting-Puffer 10 min equilibriert. Danach wurde der Blot in folgender Reihenfolge
zusammengesetzt: Schaumstofffilter, Filterpapier, Membran, Gel, Filterpapier,
Schaumstofffilter. AnschlieRend wurde der Blot in die Blot-Kammer gestellt, mit
Transferpuffer aufgefillt und bei 4C fir 1 h ein senkrecht zum Blot stehendes
elektrisches Feld mit einer Stromstarke von 250 mA angelegt. Durch die Bewegung der
elektrisch negativ geladenen Proteine im elektrischen Feld zur Anode wurden sie vom
Gel auf die Membran transferiert. Um freie Proteinbindungsstellen der Membran zu
blockieren, wurde sie anschlieBend 1h in PBS mit 5% Magermilchpulver bei

Raumtemperatur geschiittelt.
Bindung spezifischer Antikrper

Nach funfmaligem Waschen mit PBS/ Tween fir jeweils 10 min wurde die Membran
Uber Nacht mit dem ersten Antigen-spezifischen Antikorper inkubiert. Dabei wurde der
Antikdrper in PBS mit 1% Magermilchpulver verdiinnt. Danach wurde erneut mehrmals
mit PBS/ Tween gewaschen. Der zweite, HRP-konjugierte Spezies-Antikdrper wurde in
PBS/ Tween verdinnt und anschlieRend die Membran 1 h bei Raumtemperatur auf
einem Schuttler inkubiert. Danach wurde die Membran erneut mehrmals mit

PBS/ Tween gewaschen.
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Visualisierung der Proteinbanden

Die Membran wurde mit einem 1:2 Gemisch aus Chemolumineszenz-Substrat A und B
vollstandig bedeckt und 1 min lang inkubiert. Durch Peroxidase und Wasserstoffperoxid
kommt es hierbei zu einer Oxidation von Luminol. Dadurch beginnt Luminol Licht zu
emittieren. Da die HRP Proteinbanden-spezifisch auf der Membran fixiert war, kam es
Zu einer Banden-spezifischen Lumineszenz. Um die Lumineszenz sichtbar zu machen,
wurde der Blot in eine Folie eingeschlagen und in der Dunkelkammer zusammen mit
dem Ro&ntgenfilm in eine Fotokassette mit Verstarkerfolie eingelegt. Nach 1-2 min
Belichtung wurde der Film entwickelt. Nach der Entwicklung wurde der Film
eingescannt und die Schwérze der Banden im Vergleich zur Kontrolle bewertet.

Statistik

Die Ergebnisse sind als arithmetisches Mittel angegeben. Die Streuung wurde als
Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean, SEM) berechnet. Zur
Ermittlung einer statistischen Signifikanz wurde bei zwei Vergleichsgruppen der
zweiseitige Student-t-Test durchgefuhrt. Bei mehren Vergleichsgruppen wurde der
nicht-parametrische Anova-Test verwendet. Statistische Signifikanz wurde bei p-Werten
von <0,05 angenommen. Alle statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe der
Software GraphPad Prism (Version 4.00, GraphPad Software, La Jolla, USA)
vorgenommen. Die grafische Darstellung erfolgte mittels der Programme Excel (Edition
2003) und PowerPoint (Edition 2003) (beide: Microsoft, Redmond, USA).
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3 Ergebnisse
3.1 Immunologische Aktivitdt von Praadipozyten

3.1.1 Charakterisierung tber Oberflachenantigene

Aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe war bekannt, dass Praadipozyten funktionelle TLR
exprimieren  [16]. Aullerdem wurde (gezeigt, dass Prdadipozyten das
Oberflachenantigen MOMA-2 aufweisen und eine phagozytotische Aktivitat gegenuber
Mikroorganismen und Partikeln besitzen [14]. Im Folgenden sollte sowohl die
Expression von Makrophagenmarkern und kostimulatorischen Molekulen als auch eine

eventuelle Antigenprasentation durch Praadipozyten untersucht werden.

Auf Praadipozyten aus C57BI6/J-, ob/ob- und db/db-Mausen, sowie auf Praadipozyten
der Zelllinie 3T3L1, wurde nach 72 h Kultur die Expression der Oberflachenantigene
MOMA-2, CD80, CD86, MHC Il, CD11b und CD11c durchflusszytometrisch untersucht.
Diese Antigene sind typische Marker flir Monozyten/ Makrophagen und dendritische
Zellen. Dabei lag die Expression von CD86, MHC Il, CD11b und CD11c bei allen

Praadipozyten unter der Nachweisgrenze (Daten nicht gezeigt).

Die Oberflachenmarker MOMA-2 und CD80 konnten auf allen Praadipozyten
nachgewiesen werden, wobei ab einem AMFI von >0,8 von einer Prasenz des Antigens
auf der Zelloberflache ausgegangen wurde (Tabelle 9). Die Expression von MOMA-2
war bei ob/ob- und db/db-Préaadipozyten signifikant héher als bei Wildtyp- und bei
3T3L1-Praadipozyten. Bei der Expression von CD80 lagen keine signifikanten
Unterschiede zwischen Wildtyp- und Leptin-defizienten Praadipozyten vor (Tabelle 9
und Abbildung 9).

Tabelle 9 Oberflachenexpression von MOMA-2 und CD80 auf unstimulierten
Praadipozyten, Werte nach Bereinigung durch Kontrolle (AMFI). Mittelwerte £ SEM.

Praadipozyten MOMA-2 ( AMFI) CD80 (AMFI)

3T3L1 0,89 + 0,23 (n=8) 2,43 + 1,04 (n=6)
C57BI6/J 1,71 + 0,54 (n=10) 5,17 + 1,87 (n=8)
ob/ob 5,63 + 1,47 (n=10) 4,85 + 1,28 (n=7)

db/db 3,54 + 0,27 (n=5) 4,30 £ 0,09 (n=3)
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Um festzustellen, ob die TLR-Liganden LPS, Zymosan oder Flagellin die Expression
von MOMA-2 oder CD80 modulieren, wurden Praadipozyten in Gegenwart dieser
Substanzen kultiviert und ihr Oberflachenantigenprofil anschlie3end
durchflusszytometrisch ausgewertet. Dabei veranderte sich die Expression der
untersuchten Oberflachenantigene nicht signifikant im Vergleich zu der unstimulierten
Kontrollgruppe (Abbildung 9).

() 18]

MOMA-2 (AMFI)

[

3T3L1 C57/Bl6 ob/ob db/db

(B) 16

CD80 (AMFI)
(0]

3T3L1 C57/BI6 ob/ob db/db

[ unstimuliert B 10 pg/ml Zymosan
B 1 pg/ml LPS [] 10 ng/ml Flagellin

Abbildung 9 Nachweis von MOMA-2 und CD80 bei Praadipozyten unter verschiedenen
Stimulationsbedingungen. Dargestellt ist die AMFI der Oberflachenantigene MOMA-2
(A) und CD80 (B) bei 3T3L1-, C57BI6/J-, ob/ob- und db/db-Praadipozyten 72 h nach
Kulturbeginn. Ergebnisse unter nicht-stimulierenden Bedingungen und in Gegenwart
von 1 pug/ml LPS, 10 pg/ml Zymosan oder 10 ng/ml Flagellin. Mittelwerte £ SEM, n:
siehe Tabelle 9; *p<0,05; **p<0,01. Fiur die statistische Auswertung wurde der Anova-
Test angewandt.
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3.1.2 Antigen-spezifische Stimulation von CD4 * Th-Zellen
Da Praadipozyten durch Phagozytose Antigene aufnehmen kdnnen, sollte untersucht
werden, ob sie auch dazu in der Lage sind, diese Antigen-spezifischen CD4" Th-Zellen

Zu préasentieren.

Naive CD4" OVAs»3.330-Peptid-spezifische DO11.10 Th-Zellen wurden zusammen mit
C57BI6/J- oder db/db-Praadipozyten in Gegenwart von OVAgzzz339-Peptid (10 pM)
kultiviert. Parallel wurden Kulturen angelegt, bei denen an Stelle der Praadipozyten
professionelle APZ aus Milz und Lymphknoten zur Antigenprdsentation eingesetzt

wurden. Nach 7 Tagen erfolgte die durchflusszytometrische Auswertung.

In der Kokultur von Th-Zellen mit professionellen APZ kam es zu einer Proliferation der
Th-Zellen. Dabei wurden Zellen durchflusszytometrisch nachgewiesen, die ihrer Grol3e
und Granularitdt nach vitalen Th-Zellen entsprachen. In den Kulturen, bei denen
Praadipozyten an Stelle von professionellen APZ eingesetzt wurden, konnten
durchflusszytometrisch keine lebenden Th-Zellen festgestellt werden. Wegen ihrer
geringen Gré3e konnten weiterhin bei allen Versuchsanséatzen Zelltrimmer festgestellt
werden. Diese Zelltrimmer stellten bei den mit Praadipozyten inkubierten

Versuchsanséatzen den tberwiegenden Teil der Signale dar (Abbildung 10).

Praadipozyten
C57BI6/J db/db

APZ
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Abbildung 10 Kokultur von Préadipozyten und Th-Zellen. Durchflusszytometrische
Analyse OVAgzz3.339-Peptid-spezifischer Th-Zellen nach 7-tagiger Kokultur von db/db-
und C57BI6/J-Praadipozyten in Gegenwart von 10 uM OVAszz3-339-Peptid. Als Kontrolle
wurden die Th-Zellen mit professionellen APZ in Gegenwart von 10 uM
OVAs323-339-Peptid inkubiert. Im dargestellten Gate wurden vitale Th-Zellen erwartet. Die
Abbildung ist repréasentativ fir zwei Versuchsreihen.
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3.1.3 Produktion von Adiponektin durch Praadipozyte n und Adipozyten

Auf Grund des Nachweises von Makrophagen-typischen Oberflachenantigenen auf
Praadipozyten sollte trotz der fehlenden Fahigkeit, Antigene in vitro zu prasentieren, die
immunologische Relevanz dieser Zellen weiter untersucht werden. Hierbei war das
Adipokin Adiponektin von besonderem Interesse, da es immunologisch relevante
Eigenschaften besitzen konnte [100]. Daher sollte seine Produktion durch
Praadipozyten und Adipozyten in vitro charakterisiert werden.

Dazu wurden C57BI6/J-, 3T3L1- und ob/ob-Prdadipozyten 72 h kultiviert und
anschlieBend die Konzentration von Adiponektin mittels ELISA aus dem
Kulturiberstand bestimmt. Dabei konnte Adiponektin nur in &aulRerst geringer
Konzentration im Uberstand von Praadipozyten nachgewiesen werden. Dabei wurde
kein Unterschied zwischen den Versuchsansatzen der Praadipozyten in Abhangigkeit
der Zellinie oder Leptin-Kompetenz  festgestellt und sie  deswegen
zusammengefasst (0,13 + 0,04 pg/ml, n =36). Im Vergleich dazu lag Adiponektin im
Uberstand von Adipozytenkulturen [16] in einer um das ca. 16.000fache (2,13 + 0,05
ng/ml, n=8) und in murinem Serum von Wildtyp-Mausen in einer um das ca.
10.000fache (1,24 + 0,09 ng/ml, n = 6) hoheren Konzentration vor (Abbildung 11).
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Abbildung 11  Nachweis von Adiponektin. Mittels ELISA wurde untersucht, ob
Adiponektin im Uberstand von Praadipozytenkulturen nachweisbar ist. Als Kontrollen
wurden der Kulturiberstand von 3T3L1-Adipozyten und murines Serum (C57BI6/J)
verwendet. Mittelwerte + SEM **p<0,01; ***p<0,001. Fur die statistische Auswertung
wurde der Anova-Test angewandt.
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3.2 Oligomerisierungsgrad von gAd und Adiponektin

Adiponektin liegt im Plasma in unterschiedlichen Oligomerisierungsgraden vor, wobei
eine Korrelation zur biologischen Aktivitat zu bestehen scheint [50, 51]. Der
Oligomerisierungsgrad des bei den Experimenten eingesetzten rekombinanten gAd
wurde mit der Western Blot-Methode untersucht. Zum Vergleich wurden der
Oligomerisierungsgrad von Adiponektin aus dem Uberstand von 3T3L1-Adipozyten
sowie aus murinem und humanem Serum bestimmt. Dabei wurde deutlich, dass das in
den weiteren Experimenten verwendete rekombinante gAd zum Grol3teil in monomerer
Form (Molekulargewicht: 16 kDa), aber auch als gAd-Dimer und gAd-Quadrimer vorlag
(Abbildung 12 A). Im Uberstand von 3T3L1-Adipozyten war gAd ebenfalls nachweisbar,
obwohl hier, wie auch bei murinem und humanem Serum, die multimeren Formen des
LAdiponektins voller Lange* den Grof3teil des oligomerisierten Adiponektins
(Adiponektin-Hexamere mit einem Molekulargewicht von 180 kDa und Multimere mit
einem Molekulargewicht von >180 kDa) darstellten (Abbildung 12 B-D) .
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Abbildung 12 Oligomerisierungsgrad von rekombinantem gAd im Vergleich zu nativem
Adiponektin. Mittels nicht-reduzierender SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und
Adiponektin-spezifischem  Western Blot wurde untersucht, in  welchen
Oligomerisierungsgraden gAd und Adiponektin vorliegen. Dabei wurde neben dem
rekombinanten, fur die Experimente genutzten gAd (A) auch der Uberstand von 3T3L1-
Adipozyten (B), murines Serum (C) und humanes Serum (D) untersucht. Fir die
Gelelektrophorese wurde ein Gradientengel mit einem 5 bis 20%igem Acrylamidanteil
verwendet.
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3.3 Einfluss von gAd auf die Produktion von IL-6 un d TNF-a durch Makrophagen

Um die Funktionalitat des eingesetzten rekombinanten gAd zu Uberprifen, wurden aus
murinen Knochenmarkszellen Makrophagen generiert und 48 h mit gAd (10 pg/ml)
inkubiert. AnschlieBend wurden die IL-6- und TNF-a-Konzentration im Kulturiiberstand
mittels ELISA bestimmt. Dabei lag die TNF-a-Konzentration im Kulturiiberstand bei
allen Versuchen wunter der Nachweisgrenze (Daten nicht gezeigt). Die
IL-6-Konzentration lag bei unstimulieten  Makrophagen ebenfalls  unter
Nachweisgrenze. In Gegenwart von gAd war IL-6 im Uberstand nachweisbar
(911 £83 pg/ml, n=10). Da dies mit bereits publizierten Beobachtungen
Ubereinstimmte, konnte davon ausgegangen werden, dass das verwendete

rekombinante gAd funktionell war [48].
3.4 Wirkung von Adiponektin auf CD4 * Th-Zellen

3.4.1 Expression der Adiponektin-Rezeptoren 1 und 2 durch CD4 * Th-Zellen

Der Einfluss von Adiponektin auf Makrophagen wurde in der Literatur schon mehrfach
beschrieben [48, 85, 86]. Ob sich Adiponektin auch auf weitere Bestandteile des
Immunsystems, z.B. auf Th-Zellen auswirkt, war nicht bekannt. In dieser Arbeit sollte
daher der Einfluss von gAd auf Th-Zellen genauer charakterisiert werden. Da die
Existenz der entsprechenden Rezeptoren auf diesen Zellen einen wesentlichen Hinweis
auf eine mogliche Beeinflussbarkeit liefern wirde, wurde zunachst die Expression der
AdipoR1 und AdipoR2 auf Th-Zellen untersucht.

Dazu wurde mRNS sowohl aus naiven CD4'-Th-Zellen als auch aus Thi- und
Th2-polarisierten Zellen isoliert. Nach dem Umschreiben zu cDNS erfolgte die
Amplifikation definierter Fragmente mittels PCR. Hierbei wurden spezifische Primer fir
charakteristische Nukleotidsequenzen des AdipoR1, AdipoR2 und der GAPDH
verwendet. Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Als
Positivkontrolle wurde cDNS aus einem Pool von Praadipozyten verwendet. Dabei liel3
sich in allen wuntersuchten Proben aus den unterschiedlich differenzierten
CD4" T-Zellpopulationen cDNS des AdipoR1 (FragmentgroRe: 196 bp) und des
AdipoR2 (FragmentgroRe: 175bp) nachweisen. Die Amplifikate aus dem
Housekeeping-Gen GAPDH (FragmentgrofRe: 452 bp) bestatigten, dass in den Proben

vergleichbare Mengen cDNS eingesetzt waren.
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Dies erlaubt den Schluss, dass beide Rezeptorisoformen durch CD4" Th-Zellen
exprimiert werden und die Expression nicht qualitativ durch die Linien-spezifische

Polarisation beeinflusst wurde (Abbildung 13).
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Abbildung 13 Nachweis der Expression von AdipoR1 und AdipoR2 durch CD4+ Th-
Zellen. Nach Amplifikation spezifischer Nukleotidsequenzen des AdipoR1 und AdipoR2
mittels PCR erfolgte eine gelelektrophoretische Auftrennung und Anfarbung der PCR-
Produkte. Als Kontrolle wurde GAPDH verwendet. Untersucht wurden naive CD4+ Th-
Zellen (naiv), Thl- und Th2-polarisierte Th-Zellen (Thl und Th2) sowie Praadipozyten
(Pool von cDNS aus C57BI6/J-, 3T3L1-, ob/ob- und db/db-Praadipozyten). Es wurden
jeweils Dreifachwerte (Th-Zellen) bzw. Vierfachwerte (Praadipozyten) bestimmt.

3.4.2 Quantifizierung der Expression der Adiponekti n-Rezeptoren 1 und 2 durch
CD4" Th-Zellen

Um die Expression des AdipoR1 und AdipoR2 in unterschiedlich differenzierten
Th-Zellen quantifizieren zu kénnen, wurde mit entsprechenden Primern eine Realtime-
PCR mit cDNS sowohl von naiven CD4" Th-Zellen als auch von unter Th1l- und Th2-
Bedingungen polarisierten Th-Zellen durchgeftihrt. Die Expressionslevel von AdipoR1
und AdipoR2 wurden anschlieBend gegen die konstitutiv exprimierte GAPDH
normalisiert. Dabei war bei naiven Th-Zellen die Expression des AdipoR1
(6,3 £ 0,9; n=3) signifikant hoher als bei Thl-polarisierten Zellen (1,6 + 0,2; n=3) und als
bei Th2-polarisierten Zellen (2,4 £0,5; n=3) (Abbildung 14 A). In allen untersuchten

CD4" Th-Zellen wurde ebenfalls die Expression des AdipoR2 nachgewiesen.
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Bei der Quantifizierung des AdipoR2 ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in
der relativen Expression zwischen naiven und polarisierten CD4"
Th-Zellen (Abbildung 14 B).
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Abbildung 14 Quantifizierung der Expression von AdipoR1- und AdipoR2-spezifischer
mRNS bei naiven CD4" und polarisierten Th-Zellen. cDNS von naiven CD4" sowie Th1-
und Th2-polarisierten Th-Zellen wurde mit fir den AdipoR1 und AdipoR2 spezifischen
Primern einer Realtime-PCR unterzogen. Die Ergebnisse wurden anschlie3end
gegenuber der Expression der GAPDH normalisiert. Mittelwerte £+ SEM dargestellt; n=3;
*p<0,05; **p<0,01. Fur die statistische Auswertung wurde der Anova-Test angewandt.

Da beide Adiponektin-Rezeptorisoformen auf naiven sowie auf polarisierten CD4" Th-
Zellen nachweisbar waren, sollten im Folgenden funktionelle Effekte von gAd auf

CD4" Th-Zellen eingehender untersucht werden.
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3.4.3 Induktion von IFN yin CD4" Th-Zellen durch gAd

Es wurde Uberprift, ob gAd die Produktion des Thl-Effektorzytokins IFNy bei
polarisierenden Th-Zellen beeinflusst. Dazu wurden naive CD4" Th-Zellen in vitro in
Gegenwart von 0,3 und 10 pg/ml gAd unter ThO- und Thl-polarisierenden Bedingungen
Antigen-unabhéangig und Antigen-spezifisch stimuliert. Diese gAd-Konzentrationen
wurden in einer vorherigen Arbeit mit Makrophagen eingesetzt und Effekte
beobachtet [48]. Nach 7 Tagen wurde die IFNy-Konzentration im Kulturiiberstand
mittels ELISA bestimmt. Dabei zeigte sich in Gegenwart von gAd weder bei den
verschiedenen Stimulationsmethoden (Antigen-unabhéngig und Antigen-spezifisch)
noch bei den Polarisationsrichtungen (ThO und Thl) eine signifikante Veranderung der
IFNy-Produktion (Tabelle 10).

Tabelle 10 IFNy-Konzentration im Uberstand von polarisierenden CD4" Th-Zellen in

Gegenwart von gAd. Nach 7 Tagen wurde die IFNy-Konzentration im Kulturiiberstand
mittels ELISA bestimmt. Mittelwerte + SEM.

gAd IFNy (ng/ml)
Polarisation
(Hg/ml) Antigen-unabhangig Antigen-spezifisch
Tho 0 8,1 + 3,8 (N=6) 9.4 +4,5 (n=6)
03 5,7 + 2,5 (n=6) 12,7 +7.1 (n=4)
10 6,2 + 2,4 (N=6) 9,7 +5,7 (n=6)
Thi 0 23,2 + 13,7 (n=6) 111,8 + 11,1 (n=2)
03 25,2 + 22,8 (n=6) 107,3 +7,8 (n=2)

10 19,1 + 13,7 (n=6) 117,7 £3,9 (n=2)
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3.4.4 Einfluss von gAd auf die Polarisation von CD4 " Th-Zellen

Um zu Uberprifen, ob gAd die Effizienz der Polarisation von Th-Zellen beeinflusst,
wurden naive CD4" Th-Zellen isoliert und Antigen-unabhéngig stimuliert. Die Zellen
wurden in Gegenwart von gAd unter ThO-, Thl-, Th2- und Thl7-polarisierenden
Bedingungen 7 Tage lang kultiviert. Danach erfolgte eine intrazellulare
Zytokinanfarbung. Die Werte wurden im Vergleich zu einer Kontrolle, d.h. zu CD4" Th-
Zellen, die ohne Zusatz von gAd polarisiert wurden, normalisiert. Dabei konnte kein
signifikanter Einfluss von gAd auf die Polarisationseffizienz festgestellt
werden (Tabelle 11).

Tabelle 11 Th-Zell-Polarisation in Gegenwart von gAd. Die Ergebnisse wurden anhand
der Kontrolle ohne gAd (=100%) normalisiert. Mittelwerte = SEM.

o ) gAd Zunahme Kennzytokin-
Polarisation  Kennzytokin N
(ng/ml) positiver Zellen auf (%)+SEM

Tho IFNy 0 100 +17 13
0,3 189 + 38 13

3 184 + 35 9

10 126 + 32 12

Thi IFNy 0 100 +3 12
03 1115 13

3 109 +6 9

10 116 +8 13

Th2 IL-4 0 100 + 10 13
0,3 129 +11 13

3 133 £ 10 9

10 107 £5 13

Th17 IL-17 0 100 + 11 13
0,3 114 + 16 12

3 114 15 9

10 128 £12 13
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3.4.5 Einfluss von gAd auf die Proliferation von CD  4'Th-Zellen

Um den Einfluss von gAd auf die Proliferation von CD4" Th-Zellen unter
unterschiedlichen Polarisationsbedinungen zu untersuchen, wurden naive Th-Zellen in
Gegenwart von gAd unter ThO-, Thl-, Th2- und Thl7-polarisierenden Bedingungen
kultiviert. Dabei wurden sie Antigen-unabhangig stimuliert.

Die Proliferation wurde zunachst anhand des Anteils sich geteilter Zellen durch
Markierung der polarisierenden Th-Zellen mit CFSE untersucht. Mit CFSE markierte Th-
Zellen wurden mit 10 pg/ml gAd unter Antigen-unabhangiger Stimulation in Kultur
gebracht und der prozentuale Anteil geteilter Zellen an der Gesamtpopulation mittels
durchflusszytometrischer Fluoreszenzmessung nach 72 h bestimmt. Dieser veranderte
sich im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant (Tabelle 12).

Tabelle 12 Anteil geteilter Zellen an der Gesamtpopulation Antigen-unabhangig

stimulierter CD4" Th-Zellen unter verschiedenen Polarisationsbedingungen in
Gegenwart von gAd. Mittelwerte = SEM.

Anteil sich geteilter Zellen an der Gesamtpopulatio  n (%)

Polarisation
Kontrolle 10 pg/ml gAd
ThO 77,6 £2,0 (n=7) 80,9 + 3,2 (n=6)
Thl 75,3 + 3,9 (n=7) 70,8 + 3,2 (n=6)
Th2 79,5 + 4,4 (n=7) 73,4 + 4,7 (n=6)
Th17 74,0 + 3,9 (n=5) 73,8+ 1,7 (n=5)

Zusatzlich wurde die Proliferation anhand der DNS-Neusyntheserate Uber den Einbau
von [*H]-Thymidin untersucht. Dazu wurden naive CD4"* Th-Zellen Antigen-unabhangig
stimuliert und gAd in den Konzentrationen 0,3; 3 und 10 pug/ml hinzugegeben. Bei unter
ThO- und Th2-Bedingungen kultivierten Th-Zellen zeigten sich keine signifikante
Verénderung der DNS-Neusyntheserate im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 15). Bei
unter Th1l-Bedingungen kultivierten Th-Zellen kam es zu einer signifikanten Hemmung
der DNS-Neusyntheserate durch 10 pg/ml gAd im Vergleich zur
Kontrolle (-10,8 £ 1,7%). In Gegenwart geringerer gAd-Konzentrationen, stieg die DNS-
Neusyntheserate wieder signifikant an und naherte sich dem Kontrollwert (DNS-
Neusyntheserate unter 0,3 pg/ml Adiponektin: 98,4 + 1,3% im Vergleich zur Kontrolle,
Anstieg um 9,2% im Vergleich zu 10 pg/ml Adiponektin, p<0,01).
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Abbildung 15 Effekt von gAd auf die DNS-Neusyntheserate bei polarisierenden Th-
Zellen. Th-Zellen wurden in Gegenwart von gAd (0,3; 3 und 10 pg/ml ) unter ThO-, Thl-
und Th2-Bedingungen Antigen-unabhangig stimuliert. Nach 58 h erfolgte die Zugabe
von [*H]-Thymidin, nach insgesamt 72 h wurde die emittierte B-Strahlung gemessen.
Dargestellt ist die DNS-Neusyntheserate in (%), wobei Werte auf die entsprechende
Kontrolle ohne gAd normalisiert wurden. Mittelwerte £ SEM aus n=12 in allen Ansatzen;
**p<0,01 Fur die statistische Auswertung wurde der Anova-Test angewandt.
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4  Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte zum einen festgestellt werden, ob Praadipozyten zur
Rekrutierung von Th-Zellen in der Lage sind und ob Leptin-Kompetenz oder die
Gegenwart von TLR-Liganden dabei von Bedeutung ist. Zum anderen sollte der
Einfluss der globuldren Doméane von Adiponektin auf die Zytokinproduktion, Polarisation
und Proliferation von CD4"Th-Zellen untersucht werden.

Dazu wurde bei Praadipozyten zunachst die Leptin-unabhéngige und Leptin-abhangige
Expression immunologisch relevanter Oberflachenantigene untersucht. Hierbei konnte
die Expression von MOMA-2 und CD80 sowohl bei Wildtyp- als auch bei Leptin- bzw.
Leptin-Rezeptor-defizienten (ob/ob- und db/db-) Praadipozyten nachgewiesen werden.
Die Gegenwart der TLR-Liganden LPS, Zymosan oder Flagellin bewirkte keine
signifikanten Expressionveranderungen. MOMA-2 ist ein fur adulte Makrophagen
charakteristisches Oberflachenantigen. CD80 (auch als B7.1 bezeichnet) dient u.a. der
Kostimulation von T-Zellen [130, 131]. Die Expression von MOMA-2 war weiterhin bei
ob/ob- und db/db-Praadipozyten im Vergleich zum Wildtyp signifikant erhoht. Trotz der
nachgewiesenen Oberflachenantigene waren Praadipozyten, unabhangig von ihrer

Leptin-Kompetenz, in vitro nicht zu einer Antigen-vermittelten T-Zell-Stimulation fahig.

Weiterhin wurde bestétigt, dass adulte Adipozyten das Adipokin Adiponektin
sezernieren, wobei Praadipozyten in vitro dazu nicht in der Lage waren. Anschlie3end
wurden die Auswirkungen von rekombinantem gAd auf die Zytokinproduktion,
Polarisation und Proliferation von CD4" Th-Zellen untersucht. Das verwendete gAd lag
dabei grof3tenteils in monomerer Form vor und fuhrte zu einer zuvor beschriebenen
Sekretion von IL-6 bei Makrophagen. Daher konnte von seiner Funktionalitat in vitro
ausgegangen werden [48]. Da untersucht werden sollte, ob gAd eine Wirkung auf Th-
Zellen besitzt, wurde initial die Expression der Adiponektin-Rezeptorisoformen bei
unterschiedlich polarisierten Th-Zellen untersucht. Dabei konnten auf mMRNS-Ebene
beide Varianten des Adiponektin-Rezeptors, AdipoR1 und AdipoR2, nachgewiesen
werden. Naive Th-Zellen zeigten eine signifikant héhere Expression des AdipoR1 als
Th1l- und Th2-polarisierte Th-Zellen. Die IFNy-Produktion von nicht-polarisierenden und

polarisierenden Th-Zellen wurde durch gAd nicht beeinflusst.

In weiteren Polarisationsversuchen (ThO, Thl, Th2 und Thl7) zeigte keine der

getesteten gAd-Konzentration (0,3; 3 und 10 pg/ml) eine signifikante Veranderung der
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Konzentration des intrazellular angefarbten Kennzytokins. Daher ist von einem Einfluss

auf die Polarisation von gAd in vitro nicht auszugehen.

Die Proliferation von Th-Zellen in Gegenwart von gAd wurde zum einen anhand des
Anteils geteilter Zellen an einer Gesamtpopulation untersucht. Unter Verwendung einer
CFSE-Markierung bei Th-Zellen in Gegenwart von gAd in Konzentrationen bis zu
10 pg/ml  konnte keine Veradnderung des Anteils geteilter Zellen an der
Gesamtpopulation festgestellt werden. Zum anderen wurde die Proliferation mit Hilfe
der Messung der DNS-Neusyntheserate beurteilt. Hierzu wurde der Einbau von
[*H]-Thymidin in Gegenwart von 10 pug/ml gAd untersucht. Unter ThO- und
Th2-Bedingungen bestanden keine  signifikanten  Veranderungen. Unter
Thl1l-Bedingungen konnte eine signifikante Abnahme der DNS-Neusyntheserate
gemessen werden. Bei geringeren gAd-Konzentration nédhrte sich die DNS-
Neusyntheserate wieder dem Kontrollwert an. Daraus lasst sich schlie3en, dass gAd
einen hemmenden Einfluss auf die Proliferation der Th1-Zell-Subpopulation besitzt.

Praadipozyten exprimieren MOMA-2 und CD80. Préadipozyten sind dazu in der
Lage, Antigene zu phagozytieren und besitzen einen Makrophagen-ahnlichen
Phanotyp. Weiterhin wurden bisher der Monozyten/ Makrophagenmarker MOMA-2 und
das kostimulatorische Molekil CD80 auf 3T3L1-Praadipozyten nachgewiesen [13, 14].
Um zu Uberprifen, inwieweit sich diese Aussagen auf Wildtyp-Praadipozyten und auf
Praadipozyten, die im Leptin-System verandert sind, Gbertragen lassen, wurde ein Profil
immunologisch relevanter Oberflachenantigene von Wildtyp-, ob/ob- und db/db-

Praadipozyten erstellt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigten dabei die Expression von MOMA-2 und CD80
auf 3T3L1-Praadipozyten, die als Kontrolle in den Experimenten mitgefuhrt wurden. Es
wurde weiterhin gezeigt, dass sowohl murine Wildtyp- als auch ob/ob- und db/db-
Praadipozyten MOMA-2 und CD80 exprimieren. In Abwesenheit von Leptin (ob/ob) oder
des Leptin-Rezeptors (db/db) war die Expression des Makrophagenmarker MOMA-2
signifikant im Vergleich zu Praadipozyten von Wildtyp-Mausen erhéht. Dadurch wurde
der Einfluss von Leptin auf die Expression immunologisch relevanter
Oberflachenantigene bei Praadipozyten, der aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe bereits
durch eine erhohte Expression funktioneller TLR bei Préaadipozyten aus Leptin-

defizienten Mausen aufgefallen war, bestatigt [16].
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Geht man davon aus, dass Praddipozyten dem angeborenen Immunsystem
zuzurechnen sind, so lassen sich mehrere Beispiele fur einen Einfluss von Leptin auf
dieses System, insbesondere auf Monozyten/ Makrophagen, feststellen. So ist in ob/ob-
Mausen im Vergleich zum Wildtyp die Zahl zirkulierender Monozyten und Makrophagen
erhoht [32]. Weiterhin zeigen sie eine grol3ere Sensibilitat fir Monozyten/ Makrophagen
betreffende Stimuli. So weisen ob/ob-Mause eine starkere Mortalitat nach Gabe von
LPS als Wildtyp-Tiere auf, wobei die exogene Zufuhr von Leptin diesen Effekt
aufhebt [132]. Auch in vitro zeigen Makrophagen von Leptin-defizienten Tieren eine
vermehrte Aktivitat. So ist bei ihnen sowohl vor als auch nach LPS-Gabe die Produktion
von Superoxid und H,O, sowie von Prostaglandin E, im Vergleich zu Makrophagen, die
aus Wildtyp-Mausen isoliert wurden, erhoht [133]. Dies spricht zusammenfassend fur
eine erhohte Aktivitat von Monozyten/ Makrophagen bei Leptin-Defizienz, womit die
vermehrte Expression von MOMA-2 auf ob/ob- und db/db-Praadipozyten als
Makrophagen-ahnlichen  Zellen erklarbar wére. Damit wirden sich die
immunmodulatorischen Effekte von Leptin nicht auf die klassischen Bestandteile des

angeborenen Immunsystems beschréanken.

Praadipozyten exprimieren Makrophagen-typische Ober  flachenmarker und zeigen
phagozytotische Aktivitat, konnen aber CD4+ Th-Zell en nicht aktivieren.
Praadipozyten waren trotz phagozytotischer Aktivitdt und der Expression von MOMA-2
sowie CD80 in vitro nicht zu einer Antigen-spezifischen Rekrutierung von CD4" Th-
Zellen in der Lage. Auch wenn fur nicht-professionelle APZ wie Keratinozyten und
Chondrozyten nachgewiesen wurde, dass sie T-Zellen rekrutieren kdnnen, so ist dies
maoglicherweise eine fakultative Eigenschaft [134, 135]. AuBerdem kdnnte der fehlende
Nachweis von MHC Il in vitro bei Praadipozyten ein entscheidender Grund fur die
fehlende Rekrutierung von Th-Zellen sein [136]. Hierbei wéare es interessant, das
Oberflachenantigenprofil von Praadipozyten in vivo zu bestimmen. Dadurch koénnte
festgestellt werden, ob Unterschiede in der Expression immunologisch relevanter
Antigene im Vergleich zu in vitro Ergebnissen bestehen.

Im Gegensatz zu ausdifferenzierten Adipozyten produ  zieren Praadipozyten als

deren Vorlaufer kein Adiponektin. Die in dieser Arbeit ermittelten Konzentrationen
von Adiponektin im Uberstand von Praadipozyten lagen unter der
Zuverlassigkeitsgrenze des ELISA. Deswegen ist davon auszugehen, dass

Praadipozyten kein Adiponektin sezernieren. Dahingegen konnte Adiponektin sowohl im
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Uberstand von Adipozyten als auch in murinem und humanem Serum nachgewiesen

werden, was mit den in der Literatur beschriebenen Beobachtungen tGbereinstimmt [43].

Eine mogliche Ursache fir die ausschlie3liche Produktion von Adiponektin durch
Adipozyten kénnte in ihrer Einbindung in metabolische Feedback-Mechanismen liegen.
Wie die Sekretion von Leptin, die hauptsachlich durch Adipozyten stattfindet und
Bestandteil eines negativen Feedback-Mechanismus mit dem zentral erzeugten
Appetitgefuihl ist, so kdnnte auch Adiponektin Bestandteil eines solchen metabolisch
beeinflussten Regelkreises sein und deswegen nur von Adipozyten sezerniert
werden [21]. Interessant ist weiterhin die Abhéngigkeit der Adiponektin-Sekretion vom
Differenzierungsgrad der Adipozyten. Dies starkt die Rolle adulter Adipozyten als
endokrin aktive Zellen und unterscheidet sie von ihren Makrophagen-ahnlichen

Vorlaufern.

Induktion der IL-6-Produktion bei Makrophagen in vitro durch gAd. Tsatsanis et al.
konnten nachweisen, dass gAd bei Makrophagen aus dem peripheren Blut die
Produktion von IL-6 und TNF-a induziert [48]. Um die Funktionalitat des verwendeten
rekombinanten gAd zu Uberprifen, wurde die Sekretion von IL-6 und TNF-a bei aus
murinem Knochenmark generierten Makrophagen in Gegenwart von gAd bestimmt.
Dabei wurde IL-6 im Kulturiberstand nach Inkubation mit gAd nachgewiesen. Daher

konnte davon ausgegangen werden, dass das eingesetzte gAd funktionell war.

Durch dieses Ergebnis wird die immunologische Relevanz von gAd unterstrichen, da
IL-6 ein fur die Auslosung und Kontrolle inflammatorischer Prozesse bedeutsames
Zytokin ist. Es zahlt zu den Entzindungsmediatoren, die in Gegenwart eines
Entzindungsreizes u.a. von Makrophagen und Monozyten sezerniert werden [137].
Dadurch kommt es in der Leber zur Produktion von Akute-Phase-Proteinen, die an
einer Lokalisation und Kontrolle der Entziindung beteiligt sind [138]. Zusétzlich zu
seiner Ausschittung zusammen mit proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und
IL-1, sowie Hinweisen auf proinflammatorische Aktivitaten, gehdren auch
antiinflammatorische Eigenschaften zum Wirkungsspektrum von IL-6 [139, 140]. Die
Produktion des pleiotropen Zytokins IL-6 durch Makrophagen in Gegenwart von gAd
bietet eine Erklarungsmaoglichkeit fur die in der Literatur beschrieben sowohl pro- als
auch antiinflammatorischen Eigenschaften dieses Adipokins.
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Rekombinantes gAd liegt Uberwiegend in monomerer Fo rm vor, wahrend natives

Adiponektin einen hoéheren Oligomerisierungsgrad bes itzt. Die Ergebnisse eines
Adipokin-spezifischen Western Blots zeigten, dass Adiponektin in vivo vor allem in
hohermolekularen Oligomeren vorliegt und bestétigt damit frihere Beobachtungen [59].
Es wird angenommen, dass die verschiedenen Adiponektin-Oligomere eine
unterschiedliche biologische Funktion besitzen [52, 141]. So ist HMW-Adiponektin
sowohl bei Hyperinsulinamie als auch bei Hyperglukosdmie reduziert und das Fehlen
von HMW-Adiponektin mit einem vermehrten Auftreten von Diabetes mellitus Typ 2
assoziiert [52, 142]. Au3erdem geht die Bestimmung des Anteils von HMW-Adiponektin
am gesamten Adiponektin mit einer verbesserten Aussagekraft im Bezug auf die
Insulinsensitivitat  einher, als die Bestimmung der gesamten Adiponektin-
Konzentration [143, 144]. Daher kann davon ausgegangen werden, dass besonders

HMW-Adiponektin in den Glukosestoffwechsel eingebunden ist.

In der hier vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass das verwendete rekombinante gAd
gro3tenteils als Monomer vorliegt, sich aber auch zu Dimeren zusammenlagern kann.
Im Vergleich dazu liegt natives zirkulierendes Adiponektin in vivo grof3tenteils als HMW-
bzw. MMW-Adiponektin vor und nicht als LMW-Variante oder als gAd, wie es in in vitro
Experimenten verwendet wird [59]. Daher stellt sich die Frage nach der funktionellen
Relevanz von gAd in vivo. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass
hohermolekulare Adiponektine mit Hilfe des Enzyms Leukozyten-Elastase aus
aktivierten Monozyten und neutrophilen Granulozyten in gAd aufgespalten werden
kobnnen [54]. Daher kann davon ausgegangen werden, dass gAd zumindest flr
Monozyten/ Makrophagen eine aktive Wirkungsform von Adiponektin darstellt, was u.a.
in dieser Arbeit bestéatigt wurde. Weiterhin wurde fur rekombinantes gAd eine
biologische Aktivitdt im Rahmen seiner antidiabetogenen Eigenschaften in vivo

nachgewiesen [145]. Diese Resultate sprechen dafir, dass gAd in vivo funktionell ist.
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Praadipozyten und CD4 " Th-Zellen exprimieren beide bekannten Adiponektin-
Rezeptorisoformen AdipoR1 und AdipoR2. Adiponektin-Rezeptoren konnten bisher
in vielen Gewebe- und Zelltypen unterschiedlicher Progenie nachgewiesen
werden (Tabelle 13).

Tabelle 13  Ubersicht (ber die Expression von Adiponektin-Rezeptoren in
verschiedenen Geweben und Zelltypen.

AdipoR1 AdipoR2

Herz, Niere, Lunge, Skelettmuskulatur, Milz [61] Leber [61]
Pankreas [146] Pankreas [146]
Adipozyten [147] Adipozyten [147]
Monozyten [148] Monozyten [148]

Fur beide Varianten des Adiponektin-Rezeptors wurde eine antidiabetogene Beteiligung

am Glukosemetabolismus und in der Fettsdureoxidation gezeigt [62, 63, 149].

Die Regulation der Expression des Adiponektin-Rezeptors scheint u.a. bedeutsam fur
die Entstehung von Krankheiten mit metabolischer Komponente zu sein. So fuhren
bestimmte Umweltfaktoren, wie z.B. Alkohol, zu einer verminderten Expression von
Adiponektin-Rezeptoren in der Leber, was mit der Pathogenese der Steatohepatitis bei
Alkoholabusus in Verbindung gebracht wird [150]. Auch korpereigene Hormone
regulieren das Expressionsniveau der Adiponektin-Rezeptoren; so besitzt z.B. Insulin
einen inhibitorischen Effekt auf die Expression des AdipoR1 [151].

Auch auf Monozyten, als Bestandteil des angeborenen Immunsystems, und auf
CD3" Lymphozyten wurden der AdipoR1 und der AdipoR2 nachgewiesen [148]. Um die
Wirkung von Adiponektin auf das adaptive Immunsystem eingehender zu
charakterisieren, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob und in welchem Mal3
naive und verschieden polarisierte CD4" Th-Zellen Adiponektin-Rezeptoren
exprimieren. Dabei konnte mRNS beider Adiponektin-Rezeptorisoformen bei naiven
und bei Thl- und Th2-polarisierten T-Zellen nachgewiesen werden. Dadurch wurde die
Expression von Adiponektin-Rezeptoren auf CD4" Th-Zellen, als Bestandteile des
adaptiven Immunsystems, ausgedehnt. Der Nachweis von mRNS der Adiponektin-
Rezeptorisoformen bei Th-Zellen macht einen Einfluss von Adiponektin auf diese
Zellen, ahnlich wie bei Leptin, wahrscheinlich [120]. Zu klaren bleibt, welche Form von
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Adiponektin  (gAd, Adiponektin-Monomer, unterschiedliche Adiponektin-Oligomere)
welche Effekte auf die unterschiedlichen Zellen (Monozyten/ Makrophagen und Th-
Zellen) besitzt. Besonders interessant ware eine eingehende Untersuchung naiver Th-

Zellen, da diese Adiponektin-Rezeptoren vergleichsweise verstarkt exprimieren.

Adiponektin beeinflusst die Proliferation von CD4 " Th-Zellen. Leptin ist in der Lage,
die Polarisation von CD4" Th-Zellen in Richtung des durch die Sekretion von IFNy
gekennzeichneten Th1l-Ph&notyps zu lenken [152]. Die Expression des AdipoR1 und
AdipoR2 bei Th-Zellen liel3 vermuten, dass auch das Adipokin Adiponektin diese Zellen
funktionell beeinflussen kann. Zundchst wurde deshalb die Polarisation von
CD4" Th-Zellen in Gegenwart von gAd charakterisiert. Dabei konnte keine signifikante
Veranderung der  Polarisationseffektivitat von  ThO-, Thl-, Th2- und
Thl7-polarisierenden T-Zellen durch gAd festgestellt werden.

Um die Eigenschaft von Adiponektin als mdglichem pro- oder antiinflammatorisch
wirkenden Stimulus eindeutiger zu charakterisieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Zellteilungsrate von CD4" Th-Zellen und die DNS-Neusyntheserate wéahrend der
Polarisation in Gegenwart von gAd untersucht. Dabei lie3 sich feststellen, dass gAd in
vitro eine antiproliferative Wirkung durch eine verminderte DNS-Neusyntheserate auf
unter Thl-Bedingungen polarisierende T-Zellen besitzt. Auch bei Th2-polarisierenden
T-Zellen lie sich dies tendenziell erkennen, wobei die Ergebnisse hier nicht signifikant
waren. Dahingegen zeigte gAd bei nicht-polarisierenden Th-Zellen keinen Einfluss.
Daraus lasst sich schlie3en, dass sich gAd selektiv auf die Differenzierung spezifischer

T-Zell-Subpopulationen auswirkt.

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob die erhdhte Adiponektin-
Konzentration im mesenterialen Fettgewebe von Morbus Crohn-Patienten ein Kofaktor
fur die Entstehung der Krankheit ist [102]. Es besteht jedoch auch die Mdglichkeit, dass
sie einen Versuch des Organismus darstellt, die Entzindungsreaktion
einzuddmmen [102, 103]. In der Literatur wird die Rolle von Adiponektin bei CED dabei
kontrovers diskutiert, wobei diesem Adipokin teils antiinflammatorische, teils

proinflammatorische Eigenschaften zugeschrieben werden [89, 103].

Bislang wurde vor allem die Wirkung von Adiponektin auf mononukleare Zellen
beschrieben. Dabei wurde die u.a. die Sekretion von IL-6 und TNF-a in Gegenwart von
gAd beobachtet [48]. Trotz eines primar proinflammatorischen Effekts vor allem von
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TNF-a, wird fir gAd von mehreren Autoren eine insgesamt antiinflammatorische
Wirkung vermutet [79, 99]. Das wird dadurch begrindet, dass mononukleare Zellen
nach primarem Kontakt mit gAd eine verminderte Reaktivitait gegenlber
proinflammatorischen Stimuli aufweisen [48]. Verantwortlich fir diese verminderte
Reaktivitdt ist u.a. die Induktion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 durch
TNF-a [87]. Weiterhin wird eine Modifikation der NF-kB-Aktivitdt durch gAd und HMW-
Adiponektin diskutiert, obwohl noch nicht abschlieRend geklart ist, ob dies eine
Inhibition oder Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors zur Folge hat [51, 87].
Letztendlich scheinen jedoch die antiinflammatorischen Effekte von Adiponektin bei

mononukledren Zellen zu Uberwiegen [87].

Als ubiquitar vorkommender, zentraler Transkriptionsfaktor fur die Induktion
proinflammatorischer Signalkaskaden spielt NF-kB auch bei der Aktivierung und
Proliferation von Th-Zellen eine entscheidende Rolle [153]. Dabei liegt die Vermutung
nahe, dass ahnlich wie bei Monozyten und Makrophagen die Modulation dieses
Transkriptionsfaktors zu der verminderten DNS-Neusynthese bei polarisierten Th-Zellen

beitragen kdnnte [87].

Der NF-kB ist essenziell fur die Differenzierung des durch die Produktion von IFNy
gekennzeichneten Thil-Zelltyps [154-156]. Da in dieser Arbeit eine signifikante
Hemmung der DNS-Neusyntheserate bei unter Th1-Bedingungen stimulierten Th-Zellen
beobachtet wurde, ist dies ein Hinweis dafir, dass NF-kB einen der Angriffspunkte von
gAd bei CD4" Th-Zellen darstellen kénnte. Inwieweit diese Beobachtungen auch fir
CD8" T-Zellen zutreffen, fur die gezeigt wurde, dass sie eine bedeutende Rolle in der
Initiation einer Antigen-spezifischen Kolitis besitzen, koénnte Gegenstand weiterer
Untersuchungen sein [121]. Sollten CD8" T-Zellen ebenfalls eine Modifikation ihrer
Proliferation in Gegenwart von Adiponektin zeigen, wirde das die Rolle dieses

Adipokins in der Kontrolle inflammatorischer Prozesse unterstreichen.

Eine Charakterisierung von Adiponektin als Entziindungs-hemmendes Adipokin wird
durch seine antiproliferative Wirkung auf weitere Zellpopulationen zuséatzlich
gerechtfertigt. So zeigen hepatische Sternzellen eine verminderte Proliferation nach
Stimulation in Gegenwart von HMW-Adiponektin [65]. In murinen Makrophagen wirkt
Adiponektin antiinflammatorisch durch Unterdrickung der TLR-vermittelten NF-kB
Aktivitat [86]. Weiterhin wurde eine antiproliferative Wirkung von Adiponektin auf

myeloische Vorlauferzellen nachgewiesen [82]. Auch die Inhibition der Proliferation von
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Endothelzellen durch Interaktion mit verschiedenen Wachstumsfaktoren durch
Adiponektin wurde gezeigt [77].

Zusammenfassend konnte durch Ergebnisse dieser Arbeit die antiproliferative Wirkung
von gAd auf sich polarisierende Thl-Zellen ausgedehnt werden, indem eine
Verminderung der DNS-Neusyntheserate gezeigt wurde. Interessant ist, dass die
antiproliferative Wirkung auf polarisierende Thl-Zellen begrenzt war, obwohl alle
untersuchten Th-Zellen (naiv, Thl und Th2) beide Adiponektin-Rezeptorisoformen
exprimierten. Moglicherweise ist die Anwesenheit von oligomerisiertem Adiponektin
oder zumindest von Adiponektin-Monomeren fir die Vermittlung des gesamten
Wirkungsspektrums dieses Adipokins auf CD4" Th-Zellen nétig. Weiterhin wurde hier
ein antiproliferativer Effekt von gAd auf sich in der Differenzierung befindende Thl-
Zellen nachgewiesen. Davon abgegrenzt werden muss ein  mdoglicherweise
unterschiedlicher Effekt auf differenzierte, adulte Thl-Zellen. Es ware zusatzlich
interessant festzustellen, ob sich der antiproliferative Effekt von gAd auf weitere
Bestanteile des adaptiven Immunsystems ausdehnen lasst. Im Hinblick auf CED sind
hier CD8" T-Zellen von Bedeutung. Auch wiirde der direkte durchflusszytometrische
Nachweis von Adiponektin-Rezeptorisoformen die Funktionalitat der in dieser Arbeit
nachgewiesenen mMRNS des Adiponektin-Rezeptors bestétigen.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle der Adipokine Leptin und Adiponektin in
der Regulation ausgewahlter Zellen des adaptiven Immunsystems in vitro zu
charakterisieren. Dazu wurden murine naive CD4" Th-Zellen isoliert und in Gegenwart
von rekombinantem globularem Adiponektin (gAd) unter ThO-, Thl-, Th2- und
Thl7-polarisierenden Bedingungen stimuliert. Hintergrund dieser Versuche war die

antiinflammatorische Wirkung von Adiponektin auf Makrophagen und Endothelzellen.

Weiterhin sollte festgestellt werden, ob Wildtyp- und Leptin-defiziente Praadipozyten
kostimulatorische Fahigkeiten fiir Antigen-spezifische CD4" Th-Zellen besitzen, da sie
Makrophagen-typische Oberflachenantigene aufweisen und phagozytotische Aktivitat

zeigen.

Die Fahigkeit von Praadipozyten zur Rekrutierung von Th-Zellen wurde durch eine
durchflusszytometrische Bestimmung des Oberflachenantigenprofils von Wildtyp- und
Leptin-defizienten Praadipozyten sowie durch Kokultur mit Th-Zellen charakterisiert.
Weiterhin wurde untersucht, ob Préadipozyten und Adipozyten zur Produktion von

Adiponektin in der Lage sind.

Zur Charakterisierung der Rolle von Adiponektin in der Regulation von CD4" Th-Zellen
wurde zunachst festgestellt, ob und in welchem Mal3e die Adiponektin-Rezeptoren 1
und 2 von unterschiedlich polarisierten (naiv, Thl- und Th2-polarisiert) CD4" Th-Zellen
auf mMRNS-Ebene exprimiert werden. Die Wirkung von gAd auf diese Zellen wurde
anschlieBend mit Hilfe der Bestimmung der Produktion von IFNy, der
Polarisationseffizienz unter polarisierenden Bedingungen und der Proliferation

untersucht.

Es zeigte sich, dass Wildtyp-, 3T3L1-, ob/ob- und db/db-Praadipozyten neben dem
Makrophagenmarker Monozyten/ Makrophagenmarker (MOMA)-2 auch das fur die
Antigen-spezifische Stimulation von T-Zellen bedeutsame kostimulatorische Molekdl
CD80 exprimierten. Die Expression von CD86, MHC Il, CD11b und CD11c lag bei allen
Praadipozyten unter der Nachweisgrenze. Die Expression von MOMA-2 war bei ob/ob-
und db/db-Praadipozyten im Vergleich zum Wildtyp signifikant erhdht. In vitro waren
Praadipozyten trotz des Nachweises von MOMA-2 und CD80 sowie phagozytotischer
Aktivitat nicht zu einer Kostimulation von Th-Zellen im Sinne Antigen-préasentierender
Zellen fahig.
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Das Adipokin Adiponektin war sowohl im Uberstand von 3T3L1-Adipozyten als auch in
murinem und humanem Serum, jedoch nicht im Uberstand von Praadipozyten
nachweisbar. Adiponektin lag in vivo in hochmolekularer, oligomerer Form vor. Im
Uberstand von 3T3L1-Adipozyten war es zusatzlich als gAd nachweisbar. Das fur die
Experimente verwendete rekombinante gAd lag uberwiegend in monomerer und
dimerer Form vor. Es induzierte reproduzierbar die Produktion von Interleukin-6 durch

Makrophagen.

Die mRNS der Adiponektin-Rezeptorisoformen 1 und 2 konnte bei CD4" Th-Zellen
nachgewiesen werden. Von naiven Th-Zellen wurde die Variante 1 im Vergleich zu Th1-
und Th2-polarisierten CD4" Th-Zellen verstarkt exprimiert.

Die Produktion von [IFNy durch unter nicht-polarisierenden und unter Thl-
polarisierenden Bedingungen kultivierten CD4" Th-Zellen wurde von gAd nicht

beeinflusst.

Die Polarisation von CD4" Th-Zellen in Richtung des ThO-, Thl-, Th2- und
Th17-Phanotyps wurde durch gAd nicht beeinflusst.

Die DNS-Neusyntheserate von unter Thl- jedoch nicht von unter ThO- oder unter
Th2-polarisierenden Bedingungen kultivierten CD4" Th-Zellen wurde durch gAd
inhibiert.

Auf Grund der Expression Makrophagen-typischer Oberflachenantigene durch
Praadipozyten unterstitzen die Ergebnisse dieser Arbeit die Zuordnung dieser Zellen
zum angeborenen Immunsystem. Da eine Abhangigkeit der Expressionslevel der
Oberflachenantigene von Leptin bestand, bestarkt dies die regulatorischen

Eigenschaften dieses Adipokins.

Die bekannten antiinflammatorischen Charakteristika von Adiponektin konnten auf
Bestandteile des adaptiven Immunsystems ausgedehnt werden, da der Beweis flr eine

antiproliferative Wirkung auf Th1-Zellen geliefert wurde.
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