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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Adipositas
Ein Vergleich von 25 EU-Lindern hinsichtlich des Anteils an Ubergewichtigen in der

Bevolkerung ergab, dass in Deutschland 75 % der Ménner und 59 % der Frauen zu dick
sind (IASO, 2007). Damit liegt Deutschland fiir beide Geschlechter in der Européischen
Union auf Platz 1 der Ubergewichtstabelle. Adipositas, definiert als ,,Body Mass Index*
(BMI) von mehr als 25 kg/m2 (Hamann et al., 2001), ist zu einer weltweiten Pandemie
geworden. Aufgrund ihrer vielfdltigen Folgeerkrankungen ist Adipositas nicht nur ein
kosmetisches, sondern vor allem ein medizinisches Problem (Isomaa, 2003; Grundy et al.,
2004). Sechs Prozent der Ausgaben der Gesundheitssysteme in der EU gehen auf
Krankheiten zuriick, die durch Ubergewicht bedingt sind. In Deutschland sind das
zwischen 10 und 20 Milliarden Euro (IASO, 2007). Adipositas ist ein Hauptrisikofaktor fiir
die Entwicklung von Insulinresistenz, Diabetes mellitus Typ 2, Hypertonie und
Dyslipiddmie. Die auffillig hiufige Assoziation dieser verschiedenen metabolischen
Dysregulationen hat zum Begriff des ,,metabolischen Syndroms* gefiihrt (Grundy et al.,
2004; Reynolds und He, 2005). Zu typischen Symptomen und Befunden des metabolischen
Syndroms und damit zu weiteren Folgeerkrankungen der Adipositas zéhlen:
Hyperurikdmie, Gerinnungsstorungen mit erhohten Plasmaspiegeln von PAI-1 und
Fibrinogen, ein chronisch subinflammatorischer Prozess, endotheliale Dysfunktion,
Fettleber, polyzystisches Ovarialsyndrom und eine erhohte sympathische Aktivitit
(Wajchenberg, 2000; Isomaa, 2003; Grundy et al., 2004). Samtliche Komponenten des
metabolischen Syndroms sind unabhéngige kardiovaskuldre Risikofaktoren und gehen mit
einer erhohten Morbiditdit und Mortalitit einher. Die Pathogenese des metabolischen
Syndroms und damit die Kausalverkniipfung seiner einzelnen Komponenten ist derzeit
Gegenstand intensiver Forschung. Vieles deutet darauf hin, dass metabolische und
endokrine Dysregulationen im Fettgewebe fiir die vielfaltigen Folgeerkrankungen der

Adipositas verantwortlich sind (Kopelman, 2000; Matsuzawa, 2006).

1.2 Fettgewebe

Lange Zeit wurde die Funktion des Fettgewebes unterschétzt. Man ging davon aus, dass es
sich um ein Organ mit einer einzigen Aufgabe, der Energiespeicherung, handelt (Loffler,
1997). Heute weil man, dass Fettgewebe ein komplexes und hochaktives endokrines

Organ mit vielfaltigen Funktionen ist. Es hat neben seiner Rolle als Fettspeicherorgan
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wichtige Aufgaben in der Regulation der Glukosehomdostase des Organismus und nimmt
durch die Sekretion bioaktiver Peptide, so genannter Adipokine (s. Kapitel 1.2.3, S. 5),
Einfluss auf das endokrine sowie auf das Immunsystem (Rajala und Scherer, 2003;
Kershaw und Flier, 2004; Klein et al., 2006; Klein et al., 2007). Fettgewebe steht durch
seine Adipokinsekretion sowohl mit anderen peripheren endokrinen Organen, als auch mit
dem zentralen Nervensystem in Verbindung. Neben Adipozyten enthélt Fettgewebe
Stroma-, Nerven- und Immunzellen. Diese Komponenten wirken als funktionelle Einheit
zusammen. Als aktiver Regulator der Energichoméostase des Gesamtorganismus hat ein
gestorter Adipozytenstoffwechsel negativen Einfluss auf andere Systeme (Trayhurn und
Wood, 2005; Matsuzawa, 2006). Adipozyten als Fettparenchymzellen besitzen die
aullergewohnliche Fihigkeit, um ein Vielfaches ihrer Grofe zu expandieren. Dabei
verdndern sie jedoch auch ihre endokrinen und metabolischen Funktionen. Dies fiihrt bei
Adipozytenhypertrophie zu  metabolischen und endokrinen  Dysregulationen:

,,adiposopathy* (Bluher et al., 2002; Erol, 2005; Bays und Dujovne, 2006).

Zur differentiellen Betrachtung von Adipozytenfunktionen wird Fettgewebe nach
Farbe und Lokalisation unterteilt. Dabei unterscheidet man nach seiner makroskopischen
und mikroskopischen Erscheinung einerseits weilles, univakuoldres und andererseits
braunes, multivakuoldres Fett. Beide Gewebsarten haben &hnliche biochemische
Eigenschaften, beispielsweise die Synthese und Speicherung von Triglyzeriden
(Lipogenese), allerdings unterscheiden sie sich durch ihre systemische Funktion: weifles
Fett dient im Rahmen des Stoffwechsels vornehmlich der Energiespeicherung und
bedarfsgerechter Abgabe in Form von freien Fettsduren (Lipolyse), wihrend in braunem
Fett Energie in Form von Wérme verstoffwechselt wird (Nedergaard et al., 2007). Weilles
Fett ldsst sich nach seiner Lokalisation weiter unterteilen in abdominelles und subkutanes
Fett. Untersuchungen zufolge scheinen morphologisch gleiche Adipozyten abhingig von
threr Lokalisation im Organismus unterschiedliche endokrine und metabolische
Funktionen zu haben (Wajchenberg, 2000). Wachsende Evidenz belegt, dass
Adipozytendysfunktion und die damit einhergehende gestorte Sekretion von Adipokinen in
einem kausalen Zusammenhang mit der Pathogenese des metabolischen Syndroms steht
(Trayhurn und Wood, 2005; Matsuzawa, 2006). Dabei ist vor allem das intraabdominale,
weille Fett aufgrund seines Hormonprofils an der Entwicklung von metabolischen
Dysregulationen beteiligt. Dazu gehdren beispielsweise Insulinresistenz, Hyperglykémie,
Dyslipiddmie, Hypertonie sowie prothrombotische und proinflammatorische Prozesse

(Rexrode et al., 1998; Grundy et al., 2004; Dagenais et al., 2005). Wichtige
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Adipozytenfunktionen, die u.a. fiir die Pathogenese des metabolischen Syndroms relevant

sind, werden im Folgenden erldutert.

1.2.1 Differenzierung

Der Begriff Differenzierung bezeichnet die strukturelle bzw. funktionelle Spezialisierung
von pluripotenten mesenchymalen Stammzellen. Im Rahmen der Adipogenese entwickeln
sich wihrend der Determination pluripotenter Stammzellen zunédchst Adipozyten-
Vorlauferzellen: die Prdadipozyten (Avram et al., 2007). In vivo ist der Prozess der
terminalen Differenzierung von Prdadipozyten zu Adipozyten kaum untersucht. In vitro
teilen sich Prdadipozyten wihrend der Proliferationsphase bis eine Hemmung durch
Zellkontakte stattfindet, anschlieBend wird, durch die Zugabe von Induktionsmitteln, die
Lipidakkumulation und damit die terminale Differenzierung eingeleitet (Avram et al.,
2007). Dadurch wird im Pridadipozyten ein ,,adipogenes Programm gestartet, welches die
Aktivierung von unterschiedlichen intrazelluldren Signaltransduktionswegen beinhaltet.
Eine zentrale Rolle spielen dabei die Herabregulation des ,,inhibitory preadipocyte factor-
1** und die Induktion des ,,nuclear peroxisome proliferation-activated receptor-gamma**
sowie die Expression von Transkriptionsfaktoren aus der Familie der Enhancerproteine.
Ein frithzeitig im Differenzierungsprozess exprimierter Transkriptionsfaktor ist C/EBP-.
Dieser gilt daher als Marker der frithen Differenzierungsphase (Gustafson und Smith,
2006). Im Rahmen der Prdadipozytendifferenzierung verdndert sich zudem die
Morphologie der Zelle. Der Priaadipozyt akkumuliert Lipide in intrazelluldren Fetttropfen
und hat die auflergewo6hnliche Fihigkeit, um ein Vielfaches an Gro3e zuzunehmen. Ferner
verandert sich das Proteinsekretionsprofil. So werden einige Adipokine, z. B. Adiponektin,
erst von terminal differenzierten Adipozyten sezerniert, wihrend Entziindungsmediatoren
wie Interleukin-6 (IL-6) schon sehr frith von Praadipozyten sezerniert werden (Wang et al.,
2005; Gustafson und Smith, 2006). Die verstiarkte Expression und Externalisierung des
insulinabhéngigen Glukosetransporters GLUT-4 fiihrt zu verbesserter Glukoseaufnahme
im differenzierten Adipozyten, wéhrend schlecht differenzierte Zellen relativ
insulinresistent sind (Gustafson und Smith, 2006). Kommt es aufgrund von
Lipidiiberschuss zu pathologischer Lipidakkumulation und daraus folgend zur
Adipozytenhypertrophie, so fiihrt dies zu Zelldysfunktionen, ,,adiposopathy“ (Bays und
Dujovne, 2006).
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1.2.2 Apoptose

In Organen mit der Fahigkeit zur reversiblen Expansion ist fiir die Organdifferenzierung
und -aufrechterhaltung nicht nur die Zellproliferation, sondern auch deren Elimination von
Bedeutung (Loffler, 1997). Elimination einzelner Zellen in einem sonst gesunden Organ
lduft nach einem genetisch festgelegten Programm ab, welches als Apoptose bezeichnet
wird. Apoptose als physiologische Form des Zelltodes ist abzugrenzen von der
pathologischen Form, der Nekrose. Nekrose bezeichnet einen Prozess, der u. a. durch
externe chemische oder physikalische Noxen ausgelost wird und mit einer
Entziindungsreaktion einhergeht. Hingegen ist Apoptose ein physiologischer Prozess, bei
dem Zellen wihrend Entwicklungsprozessen oder anderer biologischer Prozesse eliminiert
werden. Die kardinalen morphologischen Kriterien dabei sind Zellschrumpfung,
Chromatinverdichtung sowie die Aufteilung des Zytoplasmas mit Zellkern in Apoptose-
korperchen. Diese konnen, ohne einen Entziindungsprozess auszuldsen, von Makrophagen
eliminiert werden. Die Induktion von Apoptose kann {iber unterschiedliche intrazelluldre
Signaltransduktionswege erfolgen. Dabei spielen sowohl die Aktivierung von
proapoptotischen als auch die Hemmung von antiapoptotischen Kinasen eine Rolle

(Wyllie, 2004).

Antiapoptotische Kinase AKT. Apoptose als programmierter, physiologischer Zelltod
lauft tber definierte intrazelluldre Signaltransduktionskaskaden ab. Ein mdglicher
molekularer Mechanismus zur Induktion von Apoptose ist die Hemmung der Aktivierung
von AKT, einem intrazelluldren Signaltransduktionsmolekiil. AKT ist eine Schliisselkinase
mehrerer wichtiger Signaltransduktionswege. Sie hat einen zentralen Stellenwert in der
Signalvermittlung durch PI-3, die u. a. in der Insulinsignalkaskade eine Rolle spielt. Die
Bindung von Insulin an seinen Rezeptor 16st durch Phosphorylierung unterschiedlicher
intrazelluldrer Molekiile eine Signalkaskade aus (Bevan, 2001). Diese wird eingeleitet
durch die Autophosphosphorylierung und damit Aktivierung der rezeptoreigenen
Tyrosinkinase. Darauthin werden Insulinrezeptorsubstrate aktiviert, die selbst
Ausgangspunkte unterschiedlicher Signalwege sind und untereinander ein komplexes
Netzwerk bilden. Ein wichtiger Signalweg ist die Aktivierung der Phophatidylinositol-3-
Kinase (PI-3-K). AKT gilt als eine Schliisselkinase dieses Signalweges (Coffer et al.,
1998). Der PI-3-K-Signalweg spielt u. a. eine Rolle bei der Regulation von
Proteinsynthese, Genexpression, Apoptose, Glykogensynthese und Glukoseaufnahme

(Alessi und Downes, 1998).
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AKT wird durch Phosphorylierung aktiviert. Es vermittelt u. a. die Expression des
Glukosetransporters GLUT-4, wirkt auf die Fettsdure- und Glykogensynthese und besitzt
damit eine wichtige Funktion fiir die Zelldifferenzierung (Alessi und Downes, 1998;
Coffer et al., 1998). Ferner wirkt es proliferativ und antiapoptotisch (Alessi und Downes,
1998; Kim und Chung, 2002). AKT ist somit ein wichtiges Signalmolekiil fiir
entscheidende Zellfunktionen. In der Fettzelle gehoren zu diesen vor allem die Aufnahme,
Verarbeitung und Speicherung von Glukose sowie Proliferation, Differenzierung und

Apoptose.

1.2.3 Endokrine Funktionen von Adipozyten

Die Identifizierung und Charakterisierung von Leptin (1994) revolutionierte das
Verstindnis der Fettgewebsfunktion. Fettgewebe wurde als endokrines Organ erkannt
(Zhang et al., 1994). Seitdem wurden eine Reihe bioaktiver Peptide identifiziert, die von
Adiopzyten sezerniert werden, sogenannte Adipokine. Adipozyten interagieren durch die
Sekretion proinflammatorischer Adipokine wie z. B. TNF-a, Interleukin-6 (IL-6) und
MCP-1 mit dem inerten Immunsystem. Sie sind u. a. durch die Bildung von PAI-1 an der
Héamostase beteiligt sowie durch die Produktion von Leptin neuroendokrin wirksam.
Fettgewebe bildet durch vielfiltige, zentrale und periphere Interaktionen mit anderen
Organen eine evolutiondr alte Verbindung zwischen Energichomdostase und inertem
Immunsystem (Rajala und Scherer, 2003; Kershaw und Flier, 2004; Iwen et al., 2006;
Klein et al., 2006). Die herausragende endokrine Funktion von Fettgewebe wird durch die
metabolischen Konsequenzen deutlich, die sowohl bei Fettiiberschuss als auch bei
Fettmangel bzw. falscher Fettverteilung auftreten. So werden metabolische
Dysregulationen wie Dyslipiddmie und Diabetes mellitus Typ 2 sowie
Systemerkrankungen wie Hypertonie und Atherosklerose mit der Sekretion anti- bzw.
proinflammatorischer und glukoregulatorischer Adipokine in Verbindung gebracht
(Gabriely et al., 2002; Trayhurn und Wood, 2005; Wang et al., 2005; Ahima, 2006; Gable
et al., 2006). Adipokine haben autokrine, parakrine und systemische Wirkungen und
werden zum Teil spezifisch im Fettgewebe, zum Teil aber auch in anderen Organen
produziert. In dieser Arbeit wird die Regulation glukoregulatorischer und
proinflammatorischer Schliisseladipokine untersucht, die eine Rolle in der Pathogenese
systemischer Stoffwechselstorungen wie z. B. Insulinresistenz und Atherosklerose zu

spielen scheinen. Diese Adipokine sollen im Folgenden niher beschrieben werden.
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Interleukin-6 (IL-6). IL-6 ist, neben seinen immunologischen Funktionen, mit
Ubergewicht und Insulinresistenz assoziiert. Ein Drittel des im Blut zirkulierenden IL-6
stammt aus dem Fettgewebe (Fernandez-Real und Ricart, 2003), andere Bildungsorte sind
die Leber sowie immunkompetente Zellen. IL-6 wird u. a. von Adipozyten exprimiert und
sezerniert, dabei ist die Expression und Sekretion von IL-6 im abdominellen Fettgewebe
zwei- bis dreifach hoher als im subkutanen (Fain et al., 2004). Die IL-6-Expression im
Fettgewebe und der IL-6-Plasmaspiegel korrelieren positiv mit Ubergewicht und Insulin-
resistenz (Fernandez-Real und Ricart, 2003), konsekutiv sinken bei Gewichtsabnahme
sowohl Plasmaspiegel als auch die Expression von IL-6 im Fettgewebe. Eine Kausal-
verkniipfung von hohen IL-6-Plasmaspiegeln mit dem metabolischen Syndrom bzw.
Adipositas und Insulinresistenz wird angenommen (Kershaw und Flier, 2004). Entgegen
dieser Annahme entwickelten IL-6-knockout-Méuse mit konsekutivem Mangel an IL-6
jedoch einen juvenilen Diabetes, der durch IL-6-Applikation partiell reversibel war
(Wallenius et al., 2002). Diese Beobachtung zeigt, dass IL-6 auch einen positiven Effekt
auf Insulinresistenz haben kann und die genaue Rolle von IL-6 in der Pathogenese des

metabolischen Syndroms nach heutigem Wissenstand noch nicht vollstindig geklart ist.

Adiponektin. Adiponektin ist ein Polypeptid, das spezifisch von differenzierten
Adipozyten v. a. im viszeralen Fett exprimiert wird und einen relativ hohen Plasmaspiegel
aufweist. Adiponektinrezeptoren befinden sich u. a. auf Muskel- und auf Leberzellen. Es
wurde eine streng negative Korrelation zwischen Adiponektinplasmaspiegeln und
Insulinresistenz sowie systemischen Entziindungsparametern festgestellt. Niedrige
Adiponektinspiegel finden sich sowohl bei Adipositas als auch bei Lipodystrophie. Nach
Gewichtsreduktion bei Adipositas steigen die Adiponektinspiegel an und korrelieren
positiv. mit verbesserter Insulinsensitivitit. Adiponektin-knockout-Mause entwickeln
Glukoseintoleranz und zeigen eine verstirkte Proliferation glatter Muskelzellen nach
Endothelverletzungen. Adiponektin verhindert die Adhédsion von Monozyten an
GefaBwénde und wirkt damit antiatherogen (Rajala und Scherer, 2003; Kershaw und Flier,
2004; Gable et al., 2006, Matsuzawa, 2006).

Visfatin. Visfatin wird vor allem im viszeralen, aber auch im subkutanen Fettgewebe
gebildet. Seine Plasmaspiegel korrelieren positiv mit dem BMI (Berndt et al., 2005).
Visfatin wirkt insulinmimetisch, indem es an den Insulinrezeptor bindet und dessen
hypoglykédmischen Effekt durch Verminderung der Glukosefreisetzung aus Hepatozyten

verstéirkt. Dariiber hinaus stimuliert Visfatin die Glukoseaufnahme in peripheren Geweben
6
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(Beltowski, 2006). Deshalb wird Visfatin mit der Pathogenese von Diabetes mellitus Typ 2
in Verbindung gebracht (Sethi und Vidal-Puig, 2005). Neuere Daten sprechen ausserdem
dafiir, dass Visfatin proinflammatorische Effekte besitzt (Tilg und Moschen, 2006;
Moschen et al., 2007). Erhohte Visfatinplasmaspiegel finden sich bei zahlreichen
inflammatorischen Prozessen (Pilz et al., 2007), wie beispielsweise Sepsis (Jia et al.,
2004), theumatoider Arthritis (Otero et al., 2006) und Diabetes mellitus Typ 2 (Sethi und
Vidal-Puig, 2005). Ferner wird angenommen, dass Visfatin die Endotheldysfunktion
beglinstigt und damit zur Pathogenese von Atherosklerose beitrdgt (Takebayashi et al.,
2007).

Macrophages and Monocytes Chemoattractant Protein (MCP-1). Das Chemokin
MCP-1 wird u. a. im Fettgewebe und in Endothelzellen gebildet. Es hat sowohl lokale als
auch systemische Effekte und lockt durch seine chemokine Wirkung Makrophagen ins
Fettgewebe. Ubergewicht ist daher mit einer erhohten Fettgewebsinfiltration von Makro-
phagen assoziiert. Durch die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 und
TNF-a durch Makrophagen kommt es zu einem inflammatorischen Prozess. Inkubation
von Adipozyten mit MCP-1 bewirkt eine Reduktion der insulininduzierten
Glukoseaufnahme. Deshalb wird vermutet, dass MCP-1 an der Entwicklung von
Insulinresistenz kausal beteiligt ist. Periphere Applikation von MCP-1 in Méusen erh6ht
die Anzahl an zirkulierenden Makrophagen und ihre Akkumulation in Blutgefd3en. Daher
wird MCP-1 auch eine Rolle in der Entwicklung von Atherosklerose zugeschrieben

(Kershaw und Flier, 2004; Dragomir und Simionescu, 2006).

1.2.4 Metabolische Funktionen von Adipozyten

Das Fettgewebe ist der grofite Substratspeicher des Organismus. In Adipozyten werden
wiahrend der Lipogenese Uberschiissige Fettsduren und Glukose in Triazylglyzeride
umgewandelt und gespeichert. Bei Bedarf werden diese durch Lipolyse in Fettsduren und
Glyzerin gespalten und ins Blut sezerniert (Loffler, 1997). Die Lipogenese wird durch
Insulin reguliert. Dabei spielt die insulininduzierte Glukoseaufnahme der Adipozyten bei
der physiologischen Regulation der Glukosehomdostase des Organismus eine wichtige
Rolle (Kadowaki et al., 2003). Adipozytendysfunktion durch schlechte Differenzierung
bzw. Zellhypertrophie fiihrt zu lokaler und konsekutiv zu systemischer Insulinresistenz und
damit zu Glukoseintoleranz (Kadowaki et al., 2003; Bays und Dujovne, 2006; Gustafson
und Smith, 2006).
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In braunem Fettgewebe werden Fettsduren oxidiert und ihre Energie in Form von

Wirme abgegeben. Diesen Vorgang bezeichnet man als Thermogenese (Loffler, 1997).

Die in dieser Arbeit untersuchten metabolischen Adipozytenfunktionen und ihre
Rolle bei der Genese von Dysregulationen im Rahmen des metabolischen Syndroms

werden im Folgenden néher erldutert.

Glukoseaufnahme. Insulin hat eine wichtige Funktion fiir die strenge Regulation des
Blutzuckerspiegels. Es induziert die Glukoseaufthahme in Myo- und Adipozyten. Die grof3e
Bedeutung des Glukosemetabolismus in Adipozyten fiir die Entstehung von systemischer
Insulinresistenz wird durch Beobachtungen an Mé&usen mit isoliertem Insulinrezeptor-
knockout in Adipozyten deutlich; diese weisen eine verminderte systemische
Glukosetoleranz auf und entwickeln konsekutiv einen Diabetes Typ 2 (Minokoshi et al.,
2003). Die insulininduzierte Glukoseaufnahme von Adipozyten hat somit eine wesentliche
Bedeutung fiir die Glukosetoleranz des Organismus. Dabei verursacht sowohl Ubergewicht
als auch Lipodystrophie systemische Insulinresistenz und damit eine Priadisposition zum

Diabetes mellitus Typ 2 (Saltiel und Kahn, 2001).

Thermogenese in braunen Adipozyten. Braunes Fettgewebe erhilt seine Farbe durch
seine gro3e Anzahl zytochrom- und mitochondrienreicher Zellen. Es zeichnet sich dadurch
aus, dass die durch sympathische Stimulation freiwerdenden Fettsduren noch im braunen
Fett selbst oxidiert werden und ihre Energie als Wérme abgegeben wird. Dieser Vorgang
wird als Thermogenese bezeichnet und durch das ,,Uncoupling Protein“ (UCP) vermittelt.
UCP ist ein mitochondriales Protein, das spezifisch nur in braunem Fettgewebe vorkommt.
Es bewirkt eine regulierbare Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung tiber die
Mitochondrienmembran. Dadurch wird Energie, anstatt in Form von ATP gespeichert zu
werden, als Wirme abgegeben (Loffler, 1997). Braunes Fettgewebe dient der
Aufrechterhaltung der Korpertemperatur bei sich im Winterschlaf befindenden Nagetieren
sowie bei Menschen wihrend der Neugeborenenphase. Lange ging man davon aus, dass es
im Erwachsenenalter zum vollstindigen Verlust von braunem Fettgewebe kommt bzw. die
rudimentéren, diffus verstreuten braunen Adipozyten keine Funktion haben. Allerdings
gibt es zunehmend Belege dafiir, dass die Thermogenese brauner Adipozyten auch fiir die
Energiechomoostase des Erwachsenen eine wichtige Funktion hat und an der Pathogenese
von Adipositas beteiligt sein konnte (Oberkofler et al., 1997; Nedergaard et al., 2007). An

moglichen Therapieansidtzen zur Behandlung von Adipositas durch Stimulation der
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Thermogenese in braunen Adipozyten wird derzeit geforscht (Lowell und Flier, 1997,

Klein et al., 2002; Klein et al., 2006).

1.3 Statine

Statine sind spezifische, kompetitive Hemmer des Cholesterin-synthetisierenden Enzyms
3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme-A (HMG-CoA)-Reduktase. Damit bewirken Statine
eine Hemmung der Cholesterinsynthese. Um den Cholesterinbedarf zu decken, kommt es
nach Hemmung der HMG-CoA-Reduktase zu einer kompensatorischen Zunahme der
LDL-Rezeptoren (Schachter, 2005). Durch Statintherapie ldsst sich das LDL-Cholesterin
um bis zu 40 % senken, wihrend das HDL-Cholesterin um ca. 10 % ansteigt. Zusétzlich
werden Triglyceride um bis zu 20 % gesenkt (Karow, 2005). Damit sind Statine derzeit die
wichtigsten Medikamente zur Behandlung von Hyperlipidimie und insbesondere von

Hypercholesterindmie.

1.3.1 Pleiotrope Effekte von Statinen

Grof3 angelegte klinische Studien belegen, dass durch Statine eine Senkung der Mortalitét
und Morbiditit in der Primdr- und Sekundirprophylaxe kardiovaskuldrer Erkrankungen
erreicht werden kann (Maron et al., 2000; Palinski, 2000; Colhoun et al., 2004; Sever et
al., 2004). Die Senkung der Mortalitdt nach kardiovaskuldren Ereignissen scheint jedoch
nicht nur auf dem lipidsenkenden Effekt der Statine zu beruhen. Diskutiert werden
sogenannte pleiotrope Effekte: Studien belegen antiinflammatorische, antiatherogene und
antioxidative Eigenschaften von Statinen (Colhoun et al., 2004; Arnaud et al., 2005a; Jain
und Ridker, 2005). Statine vermindern die Produktion von freien Radikalen und erhéhen
die endotheliale Produktion von Nitritoxid, sie wirken proliferationshemmend und
proapoptotisch in glatten und kardialen Muskelzellen (Baetta et al., 1997; Palinski, 2001;
Demyanets et al., 2006), sowie in Endothelzellen (Muck et al., 2004a). Es gibt aulerdem
Belege fiir eine Verbesserung der Glukosetoleranz unter Statintherapie (Huptas et al.,
2006). Somit scheinen Statine auch anderen Symptomen des metabolischen Syndroms
entgegenzuwirken, und konnten damit ein Indikationsspektrum unabhidngig von

Hypercholesterindmie erlangen.

Die exakten gewebs- und zellspezifischen Mechanismen der pleiotropen
Statineffekte sind jedoch bislang unbekannt. Da das Fettgewebe mit seinen vielféltigen
Funktionen eine wichtige Schliisselkomponente in der Pathogenese des metabolischen

Syndroms darstellt, ist es plausibel anzunehmen, dass pleiotrope Statineffekte durch
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direkte Interaktionen mit Adipozyten und Modulation ihrer unterschiedlichen Funktionen

bedingt sein kdnnten.

1.3.2 Atorvastatin

Atorvastatin ist derzeit nach Rosuvastatin das wirkungsvollste lipidsenkende Statin
(Schachter, 2005). Es wird bevorzugt in in vitro Experimenten eingesetzt, da es aufgrund
seiner Lipophilie durch Diffusion gut in die Zelle gelangt. Die genaue Konzentration, die
Atorvastatin im Fettgewebe erreicht, ist bislang nicht untersucht. Es ist aber aufgrund
seiner Lipophilie anzunehmen, dass Atorvastatin im Fettgewebe kumuliert und somit
Konzentrationen erreicht, die iiber denen im Plasma liegen (Schachter, 2005). Pleiotrope
Effekte von Atorvastatin werden derzeit kontrovers diskutiert. Es konnten
antiinflammatorische Effekte mit einer signifikanten Senkung des Entziindungsmarkers
CRP nachgewiesen werden (van de Ree et al., 2003; Xu et al., 2003; Zhao und Zhang,
2003; Ascer et al., 2004; Shetty et al., 2004), die sich jedoch nicht beliebig reproduzieren
lieBen. Vor allem in niedrigen Dosierungen zeigte sich keine signifikante Reduktion der
CRP-Werte (Bayes et al., 2005; Huptas et al., 2006). Zudem sind Daten zu Effekten von
Atorvastatin auf die Glukosehomdoostase in Typ II Diabetikern sehr inkonsistent. Einige
Studien berichten iiber verbesserte glukostatische Parameter wie HbA;c und HOMA
(Homeostasis Model Assessment Index) (Suzuki et al., 2005; Huptas et al., 2006), doch es
mehren sich Belege, die iiber eine Erhohung der HbA;c-Werte von Patienten unter

Atorvastatintherapie berichten (2001; Ishikawa et al., 2006; Takano et al., 2006).

1.4 Fragestellung

Wie in den vorherigen Abschnitten dieses Kapitels dargelegt, scheinen Adipozyten und
Fettgewebe eine aktive Rolle bei der Ausbildung des metabolischen Syndroms und der
damit einhergehenden, erhohten kardiovaskuldren Morbiditdt zu spielen. Gegenstand der
vorliegenden Arbeit ist es daher, direkte Einwirkungen des als besonders potent erachteten
Statins Atorvastatin auf proliferative, metabolische und endokrine Fettzellfunktionen zu

untersuchen (s. Abb. 1). Dabei stehen insbesondere folgende Fragen im Mittelpunkt:
1. Hat Atorvastatin direkte Effekte auf Praadipozyten und Adipozyten?
2. Sind diese Effekte stadienabhéngig?
3. Haben diese Effekte Auswirkungen auf die Proliferation, Differenzierung und

Apoptose in Praadipozyten und Adipozyten?
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4. Uber welchen Mechanismus induziert Atorvastatin Apoptose?

5. Moduliert Atorvastatin die mRNA-Expression proinflammatorischer und
glukoregulatorischer Adipokine in weillen, terminal differenzierten

Adipozyten?

6. Hat Atorvastatin Effekte auf metabolische Adipozytenfunktionen in terminal

differenzierten Adipozyten?

Atorvastatin

direkte Effekte

?

? Adipozyt

Préaadipozyt

’ Differenzierung ‘

J) : Ain /? ] 5
l / Glukose \, O

’ Glukoseaufnahme ‘ ’ endokrine Funktion ‘

Abb. 1 Fragestellung: Hat Atorvastatin direkte Effekte auf differenzierende Pra- und
terminal differenzierte Adipozyten und beeinflusst damit wichtige Adipozytenfunktionen
wie Differenzierung, Apoptose, endokrine Funktionen und die insulininduzierte
Glukoseaufnahme?
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2 Material und Methoden

Chromatographiepapier
2-Deoxy-[H]Glukose, 5 uCi/ml DEPC
(Diethylpyrocarbonat)

Dexamethason
Dinatriumhydrogenphosphat

DMSO (Dimethylsulfoxid)

DTT (1,4-Dithiotheitrol)

Dulbeccos modifiziertes Eagle-Medium
(4,5 g/l Glukose)

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien
Chemikalien Hersteller
Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 Roth (Karlsruhe)
Agarose Applichem (Darmstadt)
Aprotinin Fluka Chemie (Neu-Ulm)
APS Serva (Heidelberg)
Aquasafe 300 ICN Biomedicals (Meckenheim)
Atorvastatin Pfizer (New York, USA)
BenchMark ™PreStained Protein Ladder Invitrogen (Karlsruhe)
BM-Cyclin Roche (Mannheim)
Bovines Serumalbumin Biomol (Hamburg)
Bradford-Protein-Assay Roche (Mannheim)
Calciumchlorid Bio-Rad (Miinchen)
Cell Death Detection ELISA Plus Kit Merck (Darmstadt)
Chemolumineszenz-Kit (Maus- Roche Molecular Biochemicals
Kaninchen) (Mannheim)
Chloroform Merck (Darmstadt)
CI316,243 Sigma (Deisenhofen)

Whatman (Maidstone, UK)

NEN Life Sciences Products (Dreieich)
Fluka (Steinheim, Schweiz)

Sigma (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)

Sigma (Deisenhofen)

Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

ECL-Filme Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg)

Entwickler: G 153B Agfa-Gevaert AG (Diibendorf)

Ethanol Merck (Darmstadt)

Ethidiumbromid Roche (Mannheim)

Ethylendiamin-Tetraessigsaure, Titriplex Sigma (Deisenhofen)

Fixierer: G354 Schnellfixierer Agfa-Gevaert AG (Diibendorf)

Formalin Sigma (Deisenhofen)

Fotales bovines Serumalbumin Sigma (Deisenhofen)

Glukose Merck (Darmstadt)

Glycerol Apotheke der Universitét zu Liibeck

Glycin BioMol (Hamburg)

HCL 25% Merck (Darmstadt)

HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’- BioMol (Hamburg)

2-Ethan-sulfonséure)

Indometazin Sigma (Deisenhofen)

Insulin (bovin) Sigma (Deisenhofen)

Isobutylmethylxanthin Sigma (Deisenhofen)

Isopropanol Sigma (Deisenhofen)
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Chemikalien

Isoproterenol

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat

Leupeptin

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid

Methanol

Natriumchlorid
Natriumdodezylsulfat
Natriumorthovandat
Natriumpyrophosphat
Nitrozellulosemembranen Protran BA
850il Red O

Penicillin/Streptomycin
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Hersteller

Sigma (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma (Deisenhofen)

Difco (Detroit, USA)

Merck (Darmstadt)

Baker (Deventer, Niederlande)
Merck (Darmstadt)

Fluka (Buchs, Schweiz)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)
Schleichter und Schuell (Dassel)
Sigma (Deisenhofen)
BioWhittaker (Vervier, Belgien)
Boehringer Mannheim (Mannheim)

Prestained RNeasy-Kit Qiagen (Hilden)
2-Propanol Merck (Darmstadt)
Proteinmarker BenchMark Invitrogen (Karlsruhe)
SDS Fluka (Steinheim)
SYBR Green Mix Qiagen (Hilden)
TEMED (Tetramethylethylendiamin) Sigma (Deisenhofen)
Trijodthyronin Sigma (Deisenhofen)
Tris Biomol (Hamburg)
Tris-HCL Roth (Karlsruhe)
Trizol Invitrogen (Karlsruhe)
Trypsin Sigma (Deisenhofen)
Tween 20 Sigma (Deisenhofen)

2.1.2 Antikorper

Antikorper
Anti-CEBP-3
Anti-Maus-IgG
Anti-Phospho-AKT (473)
Anti-UCP-1

Hersteller

Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, USA)
Cell Signalling Technology Inc. (Beverly,USA)
Cell Signalling Technology Inc. (Beverly,USA)
Chemicon International (Temecula, USA)
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2.1.3 Primer
Primer Basensequenz
36B4 sense AAG CGC GTC CTG GA TTG TCT

36B4 antisense
Adiponektin sense
Adiponektin antisense
Interleukin 6 sense
Interleukin 6 antisense
MCP-1 sense

MCP-1 antisense
Visfatin sense
Visfatin antisense

CCG CAG GGG CAGCAGTGGT

CTT AAT CCT GCC CAG TCA TGC

CCT TCC AAC CTG CAC AAG TTC
AGC CAG AGT CCT TCA GA

GGT CCT TAG CCA CTCCT
GCCCCACTCACCTGCTGCTACT
CCT GCT GCT GGT GAT CCT CTT GT
TCG GTT CTG GTG GCG CTT TGC TAC
AAG TTC CCC GCT GGT GTC CTA TGT
Alle Primer von Biometra (Gottingen)

2.1.4 Gerate
Geréte Hersteller
Analysenwaage Sartorius (Gottingen)

3-Zahler 1409

Digitalkamera C5060 Wide Zoom
Elektronische Pipettierhilfe, accu-jet
Filmkassette
Gelelktrophoresenkammer Mini-
Protean 3

GelgieBvorrichtung

y-Zahler LKB, 1219

Heizblocke Thermomixer Compact
Inkubator Typ B5060, EK CO;
Mikroskop Olympus CK2
Multistepper, Multipette

Netzgerite fiir Elektrophorese
Neubauer Zdhlkammer

pH-Meter

Photometer, Biophotometer

Rotator

Scanner

Schiittelgerdt Vortex-Genie2
Schwenker

Stromversorgung Power Supply 600
RT-PCR Gerit

Thermocycler (Tagman)

Wasserbad Typ 3044

Werkbank (steril) Nuaire Class2
Wippe

Zentrifuge Biofuge fresco/Rotor 3765
Zentrifuge MiniSpin Plus
Zentrifuge Multifuge 3S-R

Wallac (Turcu, Finnland)

Olympus (Hamburg)

Brand (Wertheim)

Hypercassette (Amersham Biotech, UK)
Bio-Rad (Miinchen)

Bio-Rad (Miinchen)

LKB (Freiburg)

Eppendorf (Hamburg)

Heraeus, Osterode

Olympus (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Pharmacia BioTech (San Francisco, USA)
Hassa (Liibeck)

Kinck (Berlin)

Eppendorf (Hamburg)

Renner GmbH (Darmstadt)

UMAX Vista Scan

Scientific Industries, Bohemia, USA
Hassa (Liibeck)

Pharmacia BioTech (San Francisco, USA)
Eppendorf (Hamburg)

Applied Biosystems (Foster City, USA)
Kéttermann (Hénigsen)

Zapf Instruments (Sarstedt)

Doumax 1030 (Heidolph)

Heraeus (Osterode)

Eppendorf (Hamburg)

Heraeus (Osterode)
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2.1.5 Verbrauchsartikel

Verbrauchsartikel
Halbmikrokiivetten
Falcon-Ro6hrchen, 50 ml
Film Hyperfilm

Filter Steritop Express Plus 0,22 uM
Mikrokiivetten UVette
Nitrozellulosemembran Protan BA 85
Biosphere Filter Tips
(10, 20, 1000 pl)
Pipettenspitzen (10, 20, 1000 ul)
Stabpipetten (5,10,25,50 mL)
Reaktionsgefalle

RNase-freie

96-well

Szintillationsréhrchen

Zellschaber

Zellkulturschalen
Standardkulturschalen
(100/150*20 mm)
12-Loch-Platten
6-Loch-Platten

Hersteller

Plastibrand (Wertheim)

Sarstedt (Niimbrecht)

Amersham Biosciences
(Buckinghamshire, UK)

Millipore Corporation (Billicore, USA)
Eppendorf (Hamburg)

Schleicher und Schuell (Dassel)
Eppendorf (Hamburg)

Sarstedt (Niimbrecht)
Serological Pipette Sarstedt (Niimbrecht)

Sarstedt (Niimbrecht)
Applied Biosystems (Foster City, USA)

Sigma (Deisenhofen)
Sarstedt (Niimbrecht)

Sarstedt (Newton, USA)

Corning Instruments (Corning, USA)
Nunclon Surface (DK)

2.1.6 Selbsthergestellte Medien, Puffer und Losungen

Zellkulturmedien

Substanz Konzentration
ad Dulbecco’s Eagle Modified Medium

Grundmedium

Fetales bovines Serum 20 %
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 U/ml
Differenzierungsmedium

Fetales bovines Serum 20 %
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 U/ml

T3 1 nM

Insulin 20 nM
Substanz Konzentration
ad Differenzierungsmedium

Induktionsmedium

Dexamethason 2 mg/l
Indomethazin 50 uM

IBMX 100 uM
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Herstellung der gebrauchsfertigen Atorvastatinlésung. Atorvastatin wurde fiir jeden
Versuchtag frisch in 100 % Methanol geldst. Es wurde jeweils eine 10 mM Stocklosung in
bendtigten Mengen angesetzt. Diese wurde je nach bendtigter Konzentration mit 100 %
Methanol weiter verdiinnt. Dann wurde Atorvastatin in das Zellmedium pipettiert und

dabei 1:1000 verdunnt.

Basalkontrolle. Als Basalkontrolle fiir alle Versuche wurde 0,1 % Methanol verwendet.

Oil Red O L6sungen

Substanz Konzentration/Menge
Stockldsung

Oil Red O 05¢g

Isopropanol 100 ml

Farbelosung

Stockldsung 60 %

agua bidest 40 %

Puffer fir MTT

Substanz ad DMSO Konzentration
Lysispuffer fur MTT-Test

SDS 10 %

Eisessig 0,6 %

Reagenzien fir RNA-Nachweis und Isolation

Substanz Konzentration
TBE (pH 8,0)

Tris Base 890 mM
Borsadure 890 mM
EDTA 20 mM

DEPC-Wasser. DEPC 1:1000 in aqua dest. (lichtgeschiitzt) 30 min rithren. Uber Nacht

lagern, dann autoklavieren.
Agarose-Gel. 2 % Agarose in TBE aufkochen und kurz abkiihlen lassen.

Reagenzien fir cDNA-Synthese

Substanz ad aqua dest. Konzentration
Primer-Mix fur cDNA-Synthese

Oligo-dt Primer 4 nM

dUTP 250 uM
dATP 250 uM
dCTP 250 uM
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Substanz ad aqua dest. Konzentration
dGTP 250 uM
Transkiptase-Mix fur cDNA-Synthese

5*-Puffer 50 % vol.
DTT 25 mM
RNAse Inhibitor 1,25 U/ul
Super Script 11 25 U/ul
Reaktionsmix fur RT-PCR

SYBR Green Mix 55 % vol.
Primer upstream 0,9 mM
Primer downstream. 0,9 mM
Puffer fur Westernblot

Substanz Konzentration
Lysis-Puffer (pH 7.4 bei 4°C)

HEPES 50 mM
NaCL 137 mM
MgCl, 1 mM
C&Clz 1 mM
Na4P207 10 mM
NaF 10 mM
EDTA 2 mM
Glycerol 10 % vol.
IGEPAL 1 % w/v
Vanadat 2 mM
Leupeptin 10 pg/ml
Aprotinin 10 pg/ml
PMSF 2 mM
Runningbuffer (10%)

Tris 30,3 g/l
Glycin 142,5 g/l
EDTA 3,35 g/l
SDS 10 g/l
Transferpuffer (10%)

Methanol 20 % vol.
Tris 30 g/l
Glycin 144 g/l
Rinsingbuffer fur Cell Signaling AK

Tris 10 mM
NaCl 150 mM
Tween (10%) 0,05 % vol
Laemmli-Auftragspuffer (5%)

Glycerol 50 % vol
SDS 100 g/l
Bromphenol 0,1 g/l
Tris 50 mM
DDT 500 mM
TBS Santa Cruz AK

Tris-HCL 10 mM
NaCL 150 mM
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Tween (20%) 0,05 %
Substanz ad TBS Konzentration
Blotto A

Magermilchpulver 5%

Gelzusammensetzung fur Westernbot

Trenngele Sammelgel

8 % 10 % 12 % 14 % 4,5 %
aqua dest. 7 ml 6 ml 5 ml 3,4 ml 3,4 ml
Tris 3,75ml 3,75ml 3,75ml 3,75 ml 625 ul
(1,5mM pH 8,8) (0,5M pH 6,8)
Acrylamid 4 ml 5 ml 6 ml 7 ml 850 ul
10 % SDS 150l 150 pl 150l 150 pl 50 ul
10 %APS 150l 150l 150wl 150 pl 50 ul
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl Sul

2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

Zelllinie. Die Experimente dieser Arbeit wurden durchgefithrt mit SV 40 T-Antigen
immortalisierten weilen epididymalen und braunen Adipozytenlinien, hergestellt in der
AG von Prof. Dr. med. J. Klein (Klein et al., 2002; Klein et al., 2004; Ott et al., 2004;
Perwitz et al., 2006).

Zellproliferation. Weile epididymale Praadipozyten wurden auf 15 cm Kulturschalen bei
37 °C und 5 % CO; in 25 ml Grundmedium kultiviert. Nach Erreichen von 70 %
Konfluenz, je nach Wachstumsgeschwindigkeit nach 2-3 Tagen, wurden sie gesplittet. Die
Zellen wurden dazu drei Minuten trypsiniert und damit von der Stammplatte gelost. Mit 30
ml Grundmedium wurde eine Suspension mit konstanter Konzentration an Zellen
hergestellt. Je nach Versuchsaufbau wurden die Zellen dann auf unterschiedlich grof3e
Kulturschalen in definierten Volumina ausgeséit. Einen Tag nach Aussaat wurde die
gleichméBige Verteilung der Zellen auf den Platten lichtmikroskopisch tiberpriift; dieser
Tag wurde als Tag eins der Proliferationsphase definiert. Nach drei Tagen Proliferation
waren die Zellen zu 100 % konfluent und wurden mit Dexamethason, Indometazin und

IBMX zum Ausldsen der terminalen Differenzierungsphase 16-24 h induziert.

Zelldifferenzierung. Die Fettzelldifferenzierung ist u. a. durch die Einlagerung von Fett in

die Zelle charakterisiert, dariiber hinaus verdndert die Zelle im Rahmen der
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Differenzierung ihre metabolischen Funktionen und exprimiert charakteristische
Oberflachenmolekiile. Die Einlagerung von Fett in die Zelle in Form von Fetttropfen ldsst
sich lichtmikroskopisch iiberpriifen. Die Fetteinlagerung beginnt, nachdem die Induktion
durch Substitution des Induktionsmediums durch Differenzierungsmedium beendet wird.
Dieser Tag wurde in der vorliegenden Arbeit als Tag Null definiert. Die Zellen wurden
sechs Tage mit Differenzierungsmedium in gutem Erndhrungszustand gehalten. Am
sechsten Tag nach Ende der Induktion waren mikroskopisch grof3e Fetttropfen erkennbar,

dies wurde als Zeichen einer terminalen Differenzierung gewertet.

2.2.2 Serumdeprivation
Zur Vorbereitung der Versuchsstimulationen fiir PCR und Western Blots wurden die
Zellen vor Versuchsbeginn 24 h in Minimalmedium serumdepriviert, d. h. sie wurden in

reinem DMEM ohne Zusatz von FBS, T3, Insulin oder Antibiotika kultiviert.

2.2.3 Oil Red O Farbung

Farbung und Mikroskopie. Die Oil Red O Farbung ist eine spezifische Fettfarbung, die
zur Objektivierung der Adipozytendifferenzierung benutzt wurde. Hierzu wurden Zellen
auf 10 cm Kulturschalen kultiviert und wie im Ergebnisteil beschrieben (s. Kapitel 3.1, S.
25), mit Atorvastatin 1 und 10 uM behandelt. Farbungen wurden an Tag 0, 3 und 6 nach
Ende der Induktion durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen
und dann fiir 15 Minuten mit Formalin fixiert. Aus einer Oil Red O Stocklésung wurde die
Férbelosung hergestellt, indem 6 ml Stocklosung und 4 ml destilliertes Wasser mit einem
Whatmanfilter filtriert wurden. Die 10 cm Kulturschalen wurden fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit 5 ml Firbelosung gefarbt und anschlieBend mehrfach mit Wasser
gewaschen, bis sich keine Farbriickstinde mehr von der Platte abwaschen lieBen. Um die
Austrocknung der gefarbten Zellen zu verhindern, wurde ein wenig Wasser auf der Platte
belassen. Die gefarbten Platten wurden eingescannt, zusdtzlich  wurden
lichtmikroskopische Bilder bei 40-facher VergroBerung mittels einer Digitalkamera
angefertigt. Als Positivkontrolle wurden terminal differenzierte Adipozyten ohne
spezifische Behandlung benutzt, Negativkontrolle waren nicht differenzierte

Priaadipozyten.
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2.2.4 Zellen zahlen

Um die Proliferation der Zellen zu quantifizieren, wurden diese lichtmikroskopisch in einer
Neubauer Zellkammer gezéhlt. Dazu wurden die Zellen in 6-Loch-Platten ausgesdt und
jeweils einen Tag nach Aussaat, wie im Ergebnisteil beschrieben (s. Kapitel 3.3.1, S. 27)
mit Atorvastatin behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen mit Trypsin von der Platte
gelost, in 5 ml Grundmedium suspensiert und in Falconréhrchen iiberfiihrt. Dann wurden
sie mit 250 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden
die Zellen abermals zentrifugiert und anschliefend in 1 ml PBS resuspensiert. In 96-well
Schalen wurde je 90 pl Trypanblau mit 10 pl Zellsuspension gemischt und daraus genau
10 pl in die Neubauerzdhlkammer pipettiert. Es wurden jeweils vier Kistchen der
Neubauerzdhlkammer ausgezéhlt. Um zur absoluten Zellzahl zu gelangen, wurde der
gezdhlte Wert mit dem Faktor 45.000 multipliziert. Alle Werte wurden durch die

Basalkontrolle geteilt und als Prozent zum Basalwert angegeben.

2.2.5 Cell viability assay, MTT-Test

Die Zelllebendigkeit wurde mit einem zytotoxischen MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
y1)2,5-diphenyl tetrazolium bromid) Test nach Mosmann (Mosmann, 1983) bestimmt.

Testprinzip. Lebendige Zellen sind metabolisch aktiv und reduzieren Tetrazoliumsalze zu
farbigen Formazankristallen. In gelostem Zustand konnen diese photometrisch quantifiziert

werden.

Durchfihrung. Zellen wurden auf 6-Loch-Platten inkubiert und mit Atorvastatin
behandelt, es wurden immer Doppelwerte bestimmt. Nach der Stimulation wurden sie mit
in PBS gelostem MTT fiir 3 Stunden im Inkubator inkubiert. Die Endkonzentration des
MTT betrug 0,5 mg/ml. In dieser Zeit erfolgte die metabolische Umsetzung des MTT
Salzes zu Formazan. Danach wurden die gebildeten Kristalle mit 5 ml Lysispuffer fiir 20
min bei Raumtemperatur lysiert. Nach griindlichem Schwenken wurde je 1 ml der farbigen
Losungen in Kiivetten pippetiert und bei 570 nm und 630 nm photometrisch gemessen. Als
Positivkontrolle wurden unbehandelte Adipozyten verwendet, Negativkontrolle war MTT

in Lysispuffer.

Auswertung. Die Doppelwerte wurden gemittelt. Die Extinktionen von 630 nm wurden
von den Extinktionen bei 570 nm abgezogen. Alle Werte wurden durch die Basalwerte

unbehandelter Zellen geteilt und relativ zu diesem Basalwert in Prozent angegeben.
20



2 Material und Methoden

2.2.6 Cell death detection ELISA Plus

Apoptose wurde mittels Cell death detection ELISA™ Kit von Roche bestimmt. In der

vorliegenden Arbeit wurde dieser Test erstmalig fiir die verwendeten Zelllinien etabliert.

Testprinzip. Der Assay ist als quantitativer Sandwich-Enzym-Immunoassay aufgebaut. Er
weist spezifisch Mono- und Oligonukleosomen in der zytoplasmatischen Fraktion von
Zelllysaten nach. Mit Hilfe monoklonaler Mausantikdrper werden DNA und Histone

gebunden.

Testdurchfiuhrung. Zur Probenvorbereitung wurden die Zellen wie im Ergebnisteil
beschrieben kultiviert, mit Atorvastatin behandelt und lysiert. Nach der Lyse wurden die
Proben 10 Minuten mit 200 x g zentrifugiert, der Uberstand wurde dann bei -80 °C
gelagert. Zur Durchfithrung des ELISA wurden 20 pl der Proben in eine Streptavidin
beschichtete 96-well ELISA Platte gegeben. Es wurden jeweils Doppelwerte bestimmt. Die
Proben wurden mit einer Mischung aus Anti-Histon-Biotin und Anti-DNA-POD fiir 2
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit konnte der Anti-Histon-Antikérper
die Histonkomponente des Nukleosomen binden, gleichzeitig wurde der Immunkomplex
an der Streptavidin beschichteten Platte fixiert. Ferner reagierte der Anti-DNA-POD-
Antikoper mit der DNA-Komponente des Nukleosoms. Dann wurde dreimal mit je 150 pl
Inkubationspuffer gewaschen, um nicht immunreaktives Material zu entfernen. Die Zellen
wurden nun mit ABTS- (Peroxidase Substrat) Losung bis zum erkennbaren Farbumschlag
inkubiert (ca. 5-10 min), dann wurde im ELISA-Reader die Extinktion bei einer
Wellenldnge von 490 nm photometrisch bestimmt. Die Menge an gebundenem POD-
Immunkomplex war nach Umsatz durch die Peroxidaseldsung proportional zur Extinktion.
Als Positivkontrolle diente eine Probe mit reinem DNA-Histonkomplex, Negativkontrolle

war eine Probe mit ABTS-Ldsung.

Auswertung. Aus den Doppelwerten wurde der Mittelwert gebildet. Dann wurden alle
Werte der Versuchsbedingungen durch die Basalwerte unbehandelter Zellen geteilt und

relativ zu diesem Basalwert in Prozent angegeben.

2.2.7 RT-PCR

Probenvorbereitung. Zellen wurden in 10 cm Kulturschalen bis zur vollstindigen
Differenzierung kultiviert. Dann erfolgte eine 24-stiindige Serumdeprivation. Danach

wurden die Zellen, wie im Ergebnisteil beschrieben mit Atorvastin stimuliert. Zum
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Stoppen der Stimulation wurden die Zellen mit PBS gewaschen, in fliissigen Stickstoff

getaucht und anschlieBend bei -120 °C fiir wenige Tage gelagert.

RNA-Isolation. Auf die gefrorenen Platten wurde 1 ml Trizol-Reagenz gegeben und durch
Schwenken verteilt. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Platte entfernt und
in ein 2 ml Eppendorfgefd3 liberfiihrt. AnschlieBend wurden sie 1 Minute gevortext, in
dieser Zeit kam es zur Zelllyse. Die Zellen wurden 10 Minuten mit 8500 % g zentrifugiert
und der Uberstand zwischen Fettfilm und Pellet in ein neues EppendorfgefdB iiberfiihrt.
Die Fillung der Proteine und genomischer DNA wurde mit 250 pl Chloroform
durchgefiihrt. Die Proben wurden abermals fiir 10 Minuten zentrifugiert. Ab dieser Phase
der Isolation wurde streng RNAse-frei gearbeitet. Aus der wissrigen Phase der Proben
wurden 700 pl in ein neues RNAse freies Eppendorfgefal3 pipettiert und die RNA wurde
mit 700 pl kaltem Isopropanol gefillt. Die Proben wurden geschwenkt und bei
Raumtemperatur fiir 10 Minuten inkubiert. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation fiir 10
Minuten. Danach wurden die Proben mit 75 % RNAse freiem Ethanol gewaschen,
gevortext und zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und das verbleibende RNA-
Pellet in 20 pl Wasser gelost. Die Reinheit der RNA wurde mittels einer Agarose-
Gelelektrophorese kontrolliert.

Herstellung der c-DNA. Die Menge an gewonnener RNA wurde photometrisch fiir jede
Probe bestimmt und die RNA—Konzentrationen durch Verdiinnen mit Wasser aneinander
angeglichen. Aus jeder Probe wurden gleiche Mengen in ein neues Eppendorfgefdl3
pipettiert. Zu jeder Probe wurde nun Primer-Mix pipettiert und die Probe 5 min bei 65 °C
inkubiert, damit der Primer binden konnte. AnschlieBend wurde Transkriptase-Mix
dazugegeben und die Proben bei 70 °C innerhalb von 45 Minuten in cDNA

umgeschrieben.

RT-PCR. In eine 96-well-Platte wurden je 12,5 ul SYBRGreen Mix, 1 ul forward primer,
1 ul reward primer und 8,5 pl aqua dest. vorgelegt. Dazu wurden 2 ul 1:10 verdiinnte
cDNA-Probe pipettiert. Es wurden jeweils Doppelwerte bestimmt. Als housekeeping Gen
wurde 36B4 verwendet. Die Temperaturprofile variierten mit den unterschiedlichen
Primern. Es wurden jeweils 40 Zyklen durchlaufen. Fiir Adiponektin und Visfatin mit
folgendem Temperaturprofil: 95 °C: 10 Minuten (einmalig); 95 °C: 30 Sekunden; 56 °C:
30 Sekunden; 72 °C: 30 Sekunden, fiir IL-6 und MCP-1 mit diesem Temperaturprofil: 95

°C: 10 Minuten (einmalig); 95 °C: 30 Sekunden; 55 °C: 45 Sekunden; 72 °C: 1 Minute.
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2.2.8 Gelelektrophorese und Immunoblots

Probenvorbereitung. Weile und braune Adipozyten wurden, wie im Ergebnisteil
beschrieben (s. Kapitel 3.2, 3.5 und 3.7.2, S. 25, S. 32 bzw. S. 38), mit Atorvastatin
stimuliert. Um die Stimulation zu beenden wurden die Zellen mit eiskaltem PBS ge-
waschen, mit 450 pl Lysispufffer versehen und auf Eis gestellt. Danach wurden sie mit
einem Zellschaber von der Platte gelost und in ein Eppendorfgefdf iiberfiihrt. In einem
Rotator wurden sie zehn Minuten rotiert, damit sie vollstindig mit dem Lysispuffer
reagieren konnten. AnschlieBend wurden sie 10 Minuten mit mit 8500 x g bei 4 °C zentri-
fugiert. Der auf der Probe schwimmende Fettfilm wurde mit einem Wattestdbchen entfernt
und der Uberstand vom Zellpellet getrennt. Die so gewonnene Proteinmenge wurde
photometrisch bei einer Wellenldnge von 595 nm nach Bradford bestimmt und die
Proteinkonzentrationen mit Hilfe von Lysispuffer angeglichen. Die Proteinproben wurden

mit Laemmli-Auftragspuffer stabilisiert.

Western Blot. Western Blots wurden mit Polyacrylamidgelen (SDS-PAGE) durchgefiihrt.
Die Proteine wurden bei einer Spannung von 100 V fiir ca. zwei Stunden elekrophoretisch
aufgetrennt und danach bei 100 V auf eine Nitrozellulosemembran fiir eine Stunde
transferiert. Fiir UCP-1 und phospho-AKT erfolgte die Inkubation mit Primér- und
Sekundérantikdrper nach folgendem Protokoll: Die Membran wurde mit 3 % BSA-Losung
in Rinsingpuffer iiber Nacht bei 4 °C geblockt. Am nichsten Tag wurde sie mit einer
1:1000 Verdiinnung eines Primdrantikdrpers 2 Stunden fiir UCP-1 bzw. 24 h fiir phospho-
AKT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Rinsingpuffer folgte die einstiindige
Inkubation mit dem Sekundérantikdrper, es folgte ein griindlicher Waschschritt. Fiir
CEBP-B erfolgte die Inkubation mit Primir- und Sekundirantikorper wie folgt: Die
Membranen wurden in Blotto A {iber Nacht bei 4 °C geblockt. Am darauffolgenden Tag
wurden sie bei einer Primirantikorperkonzentration von 2 pg/ml in Blotto A fiir eine
Stunde inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBS erfolgte die 45-miniitige
Inkubation mit dem Sekundirantikérper. Danach erfolgte erneut ein griindlicher

Waschschritt.

Darstellung der Membranen. Nach Beenden der Waschginge wurden dic Membranen
eine Minute mit Detektionsldsung behandelt. Die gebundenen Sekundérantikdrper setzten
nun durch Kopplung an eine Peroxidase das in der Detektionslosung vorhandene Substrat

um. Die dadurch entstandene Fluoreszenz fiihrte in der Dunkelkammer zur Schwirzung
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auf einem Photofilm. Die Filme wurden eingescannt und die Schwirzung der Banden mit

der Software ,,Quantity One* quantitativ ausgewertet.

2.2.9 Assay zur Messung der intrazellularen Glukoseaufnahme

Die Assays zur Messung der intrazelluliren Glukoseaufnahme wurden wie bereits
beschrieben durchgefiihrt (Klein et al., 1999). Die Zellen wurden bis zur vollen
Differenzierung in 12-Loch-Platten herangezogen, fiir jede Versuchsbedingung wurde ein
Triplikat angesetzt. Nach 24-stiindigem Starving wurden die Zellen zweimal mit 37 °C
warmem KRH-Puffer gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen fiir 1 h und 24 h mit
Atorvastatin (1 und 10 uM) bei 37 °C und 5 % CO, stimuliert. Die Zellen wurden fiir 30
Minuten mit 100 nM Insulin stimuliert, bevor sie fiir 4 Minuten mit 2-Deoxy-[3H]Glukose
inkubiert (0,5 pCi/ml) wurden. Zur Beendigung der Glukoseaufnahme wurden die 12-
Loch-Platten dreimal in eiskaltem PBS gewaschen und jeweils 500 pl 0,1% SDS zur
Solubilisierung auf die Zellen gegeben (Raumtemperatur). Nach Lyse wurden 400 pl des
Lysates abpipettiert und zu 2 ml Szintillationsfliissigkeit gegeben. Die Zahlraten der
Proben wurden abschlieBend in cpm fiir jeweils 1 Minute im B—Szintillationszéhler in

Triplikaten bestimmt.

2.2.10Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert (MW) mit Standardfehler (SE) als Prozent der nicht
stimulierten Probe bzw. als Prozent vom maximal erreichbaren Insulineffekt angegeben.
Der Standardfehler wurde aus der Standardabweichung der Einzelwerte, dividiert durch die
Quadratwurzel des Stichprobenumfanges minus eins, berechnet. Um statistische
Signifikanz der Ergebnisse der verschiedenen Zellstimulationen nachzuweisen, wurde der
Einstichproben-t-Test (Sachs und Hedderich, 2006) mit Bonferroni-Korrektur angewendet.
Gepriift wurde dabei, ob sich die Ergebnisse der jeweiligen Stichprobe signifikant von 100
% der nicht stimulierten Proben unterschieden. p-Werte < 0.05 wurden als signifikant

angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Atorvastatin hemmt die Lipidakkumulation in weil8en, frih
differenzierenden Praadipozyten, aber nicht in terminal differen-

zierten Adipozyten
Weille differenzierende Pridadipozyten und terminal differenzierte Adipozyten wurden
dauerhaft von Tag 1-3 bzw. von Tag 4-6 nach dem Ende der Induktion mit Atorvastatin in
Konzentrationen von 1 und 10 uM behandelt. Zur Quantifizierung der Lipidakkumulation
bzw. Zelldifferenzierung wurde nach drei Tagen eine fettspezifische Oil Red O Férbung
durchgefiihrt. In den behandelten Praadipozyten zeigte sich mikroskopisch nach dreitdgiger
Stimulation mit 10 uM Atorvastin eine deutlich geringere Dichte von Fetttropfen, vergli-
chen mit der Fetttropfendichte in unbehandelten Pridadipozyten. Die Fetteinlagerung in
terminal differenzierten Adipozyten war nach dreitigiger Atorvastatinbehandlung im

Vergleich zur Fetteinlagerung unbehandelter Adipozyten unveridndert (s. Abb. 2A).

3.2 Atorvastatin hemmt dosisabhangig die Proteinexpression des frihen
Differenzierungsmarkers CEBP-[ in differenzierenden weil3en Pra-

adipozyten
Wie in Kapitel 1.2.1, S.3 ausgefiihrt, kommt es wihrend der Adipozytendifferenzierung
zur Verdnderung des Expressionsprofils bestimmter Transkriptionsfaktoren. CEBP-B3 ist
ein in der frithen Differenzierungsphase exprimierter Transkriptionsfaktor, der als Marker

fiir die frithe Differenzierungsphase gilt (Rosen und MacDougald, 2006).

Differenzierende Prdadipozyten wurden nach der Induktion von Tag 1 bis 3 chro-
nisch mit Atorvastatin in Konzentrationen von 1 und 10 puM behandelt. AnschlieBend
wurde die Expression des friihen Differenzierungsmarkers CEBP- quantitativ mittels
Western Blot bestimmt. Verglichen mit unbehandelten Prdadipozyten war die Proteinex-
pression von CEBP-f in den mit 10 uM Atorvastatin behandelten Praadipozyten statistisch
signifikant um 60 % reduziert. Durch die Behandlung mit 1 pM Atorvastatin wurde die
CEBP-8 Proteinexpression allerdings statistisch nicht signifikant, um 25 % reduziert (s.

Abb. 2B).
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Abb. 2 A und B: Atorvastatin hemmt die Lipidakkumulation in weil3en, differenzie-
renden, aber nicht in terminal differenzierten Adipozyten.

Weille, differenzierende Priadipozyten und terminal differenzierte Adipozyten wurden
von Tag 1-3 bzw. Tag 4-6 nach dem Ende der Induktion mit Atorvastatin in
Konzentrationen von 1 und 10 uM behandelt, nach drei Tagen wurden die Zellen mit der
spezifischen Fettfirbung Oil Red O gefirbt und unter dem Mikroskop bei 40-facher
Vergroflerung fotografiert. Zu sehen sind die die mikroskopischen Bilder (A). Aulerdem
wurde in differenzierenden Prdadipozyten die Proteinexpression des frithen
Differenzierungsmarkers CEBP- mittels Western Blot nach drei Tagen chronischer
Atorvastatinbehandlung (1 und 10 uM) bestimmt. Dargestellt ist ein Bargraph mit
Mittelwert und Standardfehler von drei voneinander unabhingigen Experimenten. p <
0,05 wurde als signifikant (*) angesehen.
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3.3 Atorvastatin reduziert Zellzahl und Zelllebendigkeit in weilen

Praadipozyten, aber nicht in terminal differenzierten Adipozyten
Die Auswirkungen der Atorvastatinstimulation auf die Fettzelldifferenzierung zeigte eine
deutliche Hemmung der Lipidakkumulation. Ferner erschien lichtmikroskopisch auch die
Zellzahl unter Atorvastatinbehandlung reduziert. Darauthin wurde die Wirkung von
Atorvastatin auf die Zelllebendigkeit in proliferierenden und differenzierenden
Praadipozyten sowie in terminal differenzierten Adipozyten mittels eines
Zelllebendigkeits-ELISA iiberpriift. Ferner wurden proliferierende Pridadipozyten unter
Atorvastatinstimulation in einer Neubauer-Zéhlkammer gezéhlt und die so ermittelte

Zellzahl wurde mit der Zellzahl unbehandelter Praadipozyten verglichen.

3.3.1 Atorvastatin reduziert die Zelllebendigkeit in proliferierenden und
differenzierenden Praadipozyten, aber nicht in terminal differen-

zierten Adipozyten
Proliferierende, differenzierende Prdadipozyten und terminal differenzierte Adipozyten
wurden mit Atorvastatin (1 und 10 uM) behandelt. Die Zelllebendigkeit wurde mit Hilfe
des MTT-Test nach Moosmann tiberpriift. Nach 10 pM Atorvastatinexposition zeigte sich
nach 48 bzw. 72 h eine Reduktion der Zelllebendigkeit um 30 % in proliferierenden und in
differenzierenden Prdadipozyten, verglichen mit unbehandelten Praadipozyten (Abb. 3A
und B). Bei Konzentrationen von 1 uM konnten keine signifikanten Unterschiede der
Zelllebendigkeit festgestellt werden. Atorvastatinexposition in terminal differenzierten
Adipozyten fiihrte nicht zu einer Reduktion der Zelllebendigkeit (s. Abb. 3C). Die Reduk-

tion der Zelllebendigkeit war damit stadienabhingig.
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3.3.2 Atorvastatin reduziert die Zellzahl proliferierender Praadipozyten

Proliferierende Praadipozyten wurden fiir 48 h mit Atorvastatin in Konzentrationen von 1
und 10 uM behandelt. Die Zellen wurden nach 24 h und 48 h in einer Neubauer-
Zihlkammer gezdhlt. Nach 24 h waren 35 %, nach 48 h waren 45 % statistisch signifikant
weniger Zellen auf den mit 10 uM Atorvastatin behandelten Zellkulturschalen vorhanden,
verglichen mit den Schalen unbehandelter Praadipozyten. Durch die Behandlung mit 1 uM
Atorvastatin konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in der Zellzahl gefunden

werden (s. Abb. 4A und B).
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Abb. 4 Atorvastatin hemmt die Proliferation weil3er Praadipozyten

Weille Praadipozyten wurden 48 h mit Atorvastatin behandelt. Die Zellen wurden nach 24
h (A) und 48 h (B) Behandlung in einer Neubauer-Zellkammer gezdhlt. Dargestellt sind
Bargraphen von jeweils vier voneinander unabhidngigen Experimenten mit Mittelwert und
Standardfehler. p < 0,05 wurde als signifikant (*) angesehen.
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3.4 Atorvastatin induziert Apoptose in proliferierenden und differenzie-
renden, weil3en Praadipozyten, aber nicht in terminal differenzier-

ten Adipozyten
Die Reduktion der Zelllebendigkeit unter Atorvastatinbehandlung lasst keine Aussage
dariiber zu, ob es sich hierbei um einen rein toxischen Effekt von Atorvastatin oder um die
Induktion des geordneten programmierten Zelltodes (Apoptose) handelt. Zur Klirung
dieser Frage wurde ein Apoptose-ELISA durchgefiihrt. Um die Stadienabhéngigkeit der
reduzierten Zelllebendigkeit zu bestdtigen, wurden wiederum Adipozyten aus drei
unterschiedlichen Differenzierungsstadien untersucht. Proliferierende und differenzierende
Praadipozyten sowie terminal differenzierte Adipozyten wurden fiir 24 h mit Atorvastatin
(1 und 10 pM) behandelt. In den mit 10 pM Atorvastatin behandelten proliferierenden und
differenzierenden Praadipozyten lie3 sich eine Erhdhung der Apoptose-Induktion um 180
% bzw. 70 %, verglichen mit unbehandelten Prdadipozyten, nachweisen. Die Behandlung
mit 1 pM Atorvastatin fiihrte nicht zur Induktion von Apoptose. Analog zu den
Ergebnissen des Zelllebendigkeitstest lieB sich in terminal differenzierten Adipozyten

keine Induktion von Apoptose durch Atorvastatin nachweisen (s. Abb. 5).
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Abb. 5 Atorvastatin induziert Apoptose in
proliferierenden und differenzierenden
Praadipozyten, aber nicht in terminal
differenzierten Adipozyten

Weille proliferierende und differenzierende
Praadipozyten sowie terminal differenzierte
Adipozyten wurden fiir 24 h mit
Atorvastatin behandelt. Die Induktion von
Apoptose wurde mittels Apoptose-ELISA
quantifiziert. Dargestellt sind Bargraphen
von sechs (A), zehn (B) und vier (C) von-
einander unabhédngigen Experimenten mit
Mittelwert und Standardfehler. p < 0,05

wurde als signifikant (*) angesehen.
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3.5 Atorvastatin hemmt die Aktivierung von AKT in differenzierenden

weilen Praadipozyten
Apoptose als programmierter, physiologischer Zelltod 14uft iiber definierte intrazelluldre
Signaltransduktionskaskaden ab. Ein molekularer Mechanismus fiir die Induktion von
Apoptose in Zellen ist die gechemmte Aktivierung von AKT (s. Kapitel 1.2.2, S. 4). Um zu
iiberpriifen, ob die apoptotische Wirkung von Atorvastatin auf differenzierende Pra-
adipozyten iiber eine gechemmte Aktivierung der antiapoptotisch wirkenden phospho-AKT
vermittelt wird, wurde der Effekt von Atorvastatin auf dieses intrazelluldre Signalmolekiil
untersucht. Weille differenzierende Préadipozyten und terminal differenzierte Adipozyten
wurden sofort bzw. sechs Tage nach dem Ende der Induktion fiir 5 Minuten mit 10 uM
Atorvastatin behandelt. Anschlieend wurde die Proteinexpression von phospho-AKT mit
Hilfe von Western Blots bestimmt. Nach 5 Minuten Atorvastatinbehandlung war die
Expression von phospho-AKT in behandelten differenzierenden Préadipozyten um 40 %
reduziert, verglichen mit der phospho-AKT Expression unbehandelter Prdadipozyten. In
terminal ausdifferenzierten Adipozyten war nach 5 Minuten Stimulation mit 10 pM

Atorvastatin keine signifikante Reduktion der phospho-AKT Expression nachweisbar (s.

Abb. 6).
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Abb. 6 Atorvastatin hemmt die Aktivierung von AKT in differenzierenden, aber
nicht in terminal differenzierten weif3en Adipozyten

Differenzierende (A) und terminal differenzierte (B) weille Adipozyten wurden mit
Atorvastatin fiir fiinf Minuten behandelt. Die Proteinexpression von phospho-AKT wurde
mittels Western Blotts bestimmt. Dargestellt sind Bargraphen mit Mittelwert und
Standardfehler von fiinf bzw. vier voneinander unabhéngigen Experimenten. p < 0,05
wurde als signifikant (*) angesehen.
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3.6 Atorvastatin  beeinflusst direkt das proinflammatorische,
glukoregulatorische Adipokin-Expressionsprofil terminal differen-

zierter weil3er Adipozyten
Fettgewebe ist ein endokrines Organ. Adipozyten beeinflussen systemische Inflammations-
prozesse und Glukosehomdostase durch die Sekretion von Adipokinen. Atorvastatin zeigte
in vivo Wirkungen auf Immunfunktionen und Glukosechomdostase (Ascer et al., 2004;
Suzuki et al., 2005). Diese Wirkungen kdnnten durch direkte Interaktion mit Adipozyten
und daraus folgender Modulation der Adipokinsekretion vermittelt sein (s. Kapitel 1.2.3,
S.5). Aus diesem Grund wurde die Wirkung von Atorvastatin auf die Genexpression typi-
scher pro- und antiinflammatorischer sowie glukoregulatorischer Adipokine untersucht.
Terminal differenzierte weille Adipozyten wurden 24 h serum-depriviert und anschliefend
fiir 24 h mit Atorvastatin (1 und 10 uM) stimuliert. AnschlieBend wurde die mRNA-
Expression von IL-6, MCP-1, Visfatin und Adiponektin mit Hilfe von RT-PCR quantifi-

ziert.

Atorvastatin induziert die mRNA-Expression von Interleukin-6. Die mRNA-
Expression des proinflammatorischen Hormons IL-6 wurde durch 10 puM Atorvastatin
signifikant um 230 % erhoht. Behandlung mit 1 uM zeigte keinen signifikanten Effekt
(Abb. 7A).

Atorvastatin hat keine Auswirkung auf die mRNA-Expression von MCP-1. Weder
Konzentrationen von 10 uM noch 1 uM Atorvastatin zeigten einen signifikanten Effekt auf

die MCP-1-mRNA-Expression (Abb. 7B).

Atorvastatin hemmt die mMRNA-Expression von Adiponektin. Die mRNA-Expression

des antiatherogenen Hormons Adiponektin wurde von 1 und 10 uM Atorvastatin nach 24 h

um 60 % bzw.50 % reduziert (Abb. 7C).

Atorvastatin hemmt die mRNA-Expression von Visfatin. 10 uM Atorvastatin reduzierte
die mRNA-Expression des insulinmimetischen Hormons Visfatin um 30 %. Unter 1 uM

Atorvastatin zeigte sich nach 24 h eine Hemmung der mRNA-Expression von Visfatin um

50 %, verglichen mit der Kontrolle (Abb. 7D).
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Abb. 7 Atorvastatin beeinflusst die endokrine Aktivitat von weil3en, terminal differenzier-
ten Adipozyten

Terminal differenzierte, weille Adipozyten wurden mit Atorvastatin behandelt. mRNA-
Expression von IL-6 (A), MCP-1 (B), Adiponektin (C) und Visfatin (D) wurden mittels RT-
PCR bestimmt. Dargestellt sind Bargraphen mit Mittelwert und Standardfehler von vier bis
sechs voneinander unabhingigen Experimenten. p < 0,05 wurde als signifikant (*) angesehen.
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3.7 Differentielle metabolische Effekte von Atorvastatin auf terminal

differenzierte weil3e und braune Adipozyten
Endokrine und metabolische Adipozytenfunktionen interagieren miteinander. Meta-
bolische Adipozytenfunktionen wie z. B. zelluldre Glukoseaufnahme spielen bei der
Genese des Diabetes mellitus Typ 2 eine Rolle, da die Glukosetoleranz des Fettgewebes
Auswirkung auf den gesamten Glukosemetabolismus des Organismus hat (s. Kapitel 1.2.4,
S. 7). Eine wichtige metabolische Fettgewebsfunktion ist zudem die Thermogenese. Diese

wird durch das in braunen Adipozyten gewebsspezifisch vorhandene UCP-1 induziert.

3.7.1 Atorvastatin hemmt die insulininduzierte Glukoseaufnahme

Die Wirkungen von Atorvastatin auf die Glukoseaufnahme wurden an insulinsensitiven
sowie an insulinresistenten Adipozyten getestet. Um in den Zellen Insulinresistenz zu
erzeugen, wurden sie nach Ende der Induktion chronisch mit hohen Insulindosen
vorbehandelt. Weille, terminal differenzierte, insulinsensitive sowie insulinresistente
Adipozyten wurden mit Atorvastatin (1 und 10 uM) fiir 1 h vorbehandelt. Es zeigte sich
eine Reduktion der insulininduzierten Glukoseaufnahme um maximal 17 % bei
einstiindiger Vorbehandlung mit 1 uM bzw. 10 uM Atorvastatin in insulinsensitiven
Adipozyten (s. Abb. 8A). In insulinresistenten Adipozyten wurde die Glukoseaufnahme
hingegen nicht verdndert (s. Abb. 8B).
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Abb. 8 Atorvastatin hemmt die insulininduzierte Glukoseaufnahme

Weille, terminal differenzierte, insulinsensitive (A) bzw. insulinresistente (B)
Adipozyten wurden mit Atorvastatin (ATV) fiir 1 h vorbehandelt. Dann wurden sie
fir 0,5 h mit 100 nM Insulin stimuliert und anschlieBend die insulininduzierte
Glukoseaufnahme mit Hilfe von radioaktiv markierter Glukose bestimmt. Dargestellt
sind Bargraphen mit Mittelwert und Standardfehler von sieben bzw. vier voneinander
unabhédngigen Experimenten. p < 0,05 wurde als signifikant (*) angesehen.
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3.7.2 Atorvastatin hat keinen Effekt auf die Proteinexpression von UCP-
1

Braune, terminal differenzierte Adipozyten wurden fiir 24 h mit Atorvastin in Konzen-
trationen von 1 und 10 uM behandelt. Die UCP-1 Proteinexpression wurde mittels Western
Blots bestimmt. Es lie sich kein signifikanter Effekt von Atorvastatin auf die UCP-1

Proteinexpression nachweisen (s. Abb. 9).
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Abb. 9 Atorvastatin hat keinen Einfluss auf die
Proteinexpression von UCP-1

Braune, terminal differenzierte Adipozyten wurden 24 h mit
Atorvastatin behandelt. Die UCP-1 Proteinexpression wurde
mittels Western Blots bestimmt. Dargestellt ist ein Bargraph
mit Mittelwert und Standardfehler aus fiinf voneinander un-
abhingigen Experimenten.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden direkte, vom Zellentwicklungsstadium abhéngige
Interaktionen von Atorvastatin mit mehreren, an der Kontrolle des Energie- und
Glukosestoffwechsels beteiligten Schliisselfunktionen von Adipozyten untersucht. Im
Folgenden werden bisher untersuchte Statininteraktionen mit Fettzellfunktionen erortert
und die hier neu aufgedeckten Effekte auf I) den Zellzyklus, insbesondere die Induktion
von Apoptose, II) die direkte Modulation der Genexpression proinflammatorischer und
glukoregulatorischer Adipokine und III) die akute Hemmung der zelluldren
Glukoseaufnahme ausfiihrlich diskutiert und abschlieBend in einen klinischen

Zusammenhang gestellt.

4.1 Atorvastatin hat stadienabhangige Effekte auf Proliferation,

Differenzierung und Apoptose in Adipozyten

Atorvastatin hemmt die Differenzierung in weil3en Préadipozyten. In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die friihe Differenzierung von Prdadipozyten nach
Induktion unter chronischer Atorvastatinstimulation gehemmt wird. Durch spezifische
Fetttarbung mit Oil Red O konnte nach drei Tagen Atorvastatinbehandlung eine deutlich
verringerte Fetteinlagerung in den behandelten gegeniiber unbehandelten Prdadipozyten
nachgewiesen werden. In terminal differenzierten Zellen war eine Verminderung des
Fettgehaltes nach analoger Atorvastatinbehandlung nicht zu erreichen. Da die
Lipidakkumulation ein wichtiges Charakteristikum fiir die Zelldifferenzierung darstellt,
spricht dieses Ergebnis fiir eine Hemmung der Zelldifferenzierung in Praadipozyten. Die
Reduktion der Proteinexpression des frithen Differenzierungsmarkers CEBP-B unter
Atorvastatinstimulation bestdtigt diese Differenzierungshemmung. Diese Ergebnisse
werden durch andere in vitro Studien gestiitzt, die ebenfalls differenzierungshemmende
Effekte von Atorvastatin auf Adipozyten zeigen (Tomiyama et al., 1999; Li et al., 2003;
Song et al., 2003; Nakata et al., 2006).

Atorvastatin vermindert stadienabhangig die Zelllebendigkeit in Prédadipozyten. Die
mikroskopischen Bilder der Oil Red O gefarbten Zellen zeigten eine Reduktion der
Fetttropfen in den mit Atorvastatin behandelten Zellen, dariiber hinaus erschien auch die
Zellzahl vermindert. In dem daraufhin durchgefiihrten Zelllebendigkeitsassay konnte
gezeigt werden, dass die Zelllebendigkeit in proliferierenden und differenzierenden Pra-

adipozyten durch chronische Atorvastatinbehandlung stark reduziert wird. Dieser Effekt
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war dosisabhidngig und nahm mit zunehmender Differenzierung ab: so war in terminal
differenzierten Zellen keine Reduktion der Zelllebendigkeit mehr nachweisbar. Das Zihlen
von proliferierenden Prdadipozyten unter Atorvastatinbehandlug bestétigte eine
verminderte absolute Zellzahl verglichen mit unbehandelten Préadipozyten. Diese Arbeit
zeigt zum ersten Mal eine stadienabhingige Reduktion der Zelllebendigkeit in

Praadipozyten durch Atorvastatinbehandlung in vitro.

Atorvastatin induziert stadienabhéngig Apoptose. Die Reduktion der Zelllebendigkeit
ist ein Indiz fiir Zelltod. Die Induktion von Apoptose durch Atorvastatin in drei
unterschiedlichen Differenzierungsstadien wurde mit Hilfe eines Apoptose-Assay genauer
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Atorvastatin differenzierungsabhingig
Apoptose induziert: in proliferierenden Prdadipozyten war dieser Effekt am stédrksten,
wiahrend in terminal differenzierten Adipozyten keine signifikante Apoptoseinduktion
durch Atorvastatin nachweisbar war. Diese Ergebnisse decken sich mit der
nachgewiesenen Reduktion der Zelllebendigkeit. Der Effekt einer stadienabhigigen,
differenziellen Induktion von Apoptose in Adipozyten wurde bereits fiir den in der HIV-
Behandlung eingesetzten Proteaseinhibtor Ritornavir gezeigt (Grigem et al., 2005).

In vielen Geweben induziert Atorvastatin Apoptose, beispielsweise in Lymphozyten,
Fibroblasten, Endothelzellen, Hepatozyten und Mammakarzinomzellen (Blanco-Colio et
al., 2002; Kubota et al., 2004; Muck et al., 2004b; Yasuda et al., 2005; Connor et al.,
2006; Fromigue et al., 2006). Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals eine stadienabhéngige,

atorvastatininduzierte Apoptose in Praadipozyten.

Atorvastatin hemmt stadienabhangig die Aktivierung der antiapoptotischen Kinase
AKT. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine reduzierte Proteinexpression von phospho-
AKT unter Atorvastatinbehandlung in friih differenzierenden Praadipozyten nachgewiesen.
Dies konnte ein Mechanismus sein, der die gezeigte Apoptoseinduktion durch Atorvastatin
in frih differenzierenden Priadipozyten vermittelt. Diese Vermutung wird dadurch
untermauert, dass in terminal differenzierten Adipozyten, in denen sich keine
Apoptoseinduktion nachweisen lieB, die AKT-Aktivierung durch Atorvastatin nicht
beeintrichtigt war. Der genaue Mechanismus der atorvastatininduzierten Apoptose in
Adipozyten ist jedoch bislang unbekannt. Generell sind die Mechanismen der
apoptotischen, antiproliferativen und differenzierungshemmenden Statinwirkungen noch

nicht vollstindig aufgekldart. Um diese zu ergriinden, wurden Untersuchungen mit
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unterschiedlichen Statinen und Zellarten durchgefiihrt. So gibt es Belege dafiir, dass
Lovastatin die friihe Insulinsignalkaskade inhibiert, indem es die insulininduzierte
Aktivierung der PI-3-Kinase sowie die Assoziation von PI-3-K mit dem
Insulinrezeptorsubstrat in Fibroblasten hemmt (McGuire et al., 1994). Auch fiir Pravastin
konnte gezeigt werden, dass schon nach kurzer Inkubation von glatten Muskelzellen mit
Pravastatin die Aktivierung der PI-3-K sowie die AKT-Aktivierung gehemmt werden
(Weiss et al., 1999). Ubereinstimmend reduziert Cerivastatin dosisabhiingig die AKT-
Aktivierung in glatten Muskelzellen (Igarashi et al., 2002). Die Hemmung der PI-3-K und
konsekutiv die AKT-Aktivierung durch Statine wird als Mechanismus ihrer apoptotischen,
differenzierungshemmenden und antiproliferativen Wirkungen auf unterschiedliche
Zellarten, wie z. B. glatte Muskelzellen, Fibroblasten und Nervenzellen, in zahlreichen
Studien diskutiert (Weiss et al., 1999; Igarashi et al., 2002; Cerezo-Guisado et al., 2005;
Connor et al., 2006; Dai et al., 2007; Kanecko et al., 2007). Die in dieser Arbeit
nachgewiesene Hemmung der AKT-Aktivierung ldsst, {ibereinstimmend mit oben
genannten Arbeiten, vermuten, dass die apoptotischen Statinwirkungen zum Teil {iber eine
Hemmung der Insulinsignalkaskade vermittelt werden. Vor allem die Hemmung des PI-3-
K mit konsekutiver Hemmung der AKT-Phosphorylierung scheint ein Mechanismus der

Induktion von Apoptose zu sein.

Ubertragbarkeit der direkten in vitro Atorvastatineffekte auf die in vivo Situation. Zur
Abschitzung der Bedeutung dieser in vitro gefundenen, stadienabhingigen
Differenzierungshemmung und Apoptoseinduktion durch Atorvastatin auf die Situation in
vivo, ist es wichtig, die im Fettgewebe in vivo maximal erreichte Atorvastatin-
Konzentration zu kennen. Dariiber hinaus stellt sich auch die Frage, welche Rolle

proliferierende und differenzierende Praadipozyten beim erwachsenen Menschen spielen.

Atorvastatin ist sehr lipophil, hat eine hohe Proteinbindung von 98 % und eine
Halbwertszeit von 14 h. Medikamenteninteraktionen koénnen den Plasmaspiegel von
Atorvastatin anheben und damit toxische Effekte verstirken (Schachter, 2005).
Atorvastatin erreicht im Plasma eine Konzentration von ca. 100 nM. Aufgrund der starken
Lipophilie und der langen Halbwertzeit ist anzunehmen, dass Atorvastatin im Fettgewebe
bedeutend hohere Konzentrationen annehmen kann, was bislang allerdings nicht genauer
unterucht wurde. Daher sind die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse mit Vorsicht zu
betrachten, auch wenn die in dieser Arbeit verwendeten Atorvastatinkonzentrationen denen

in in vitro Studien tiblicherweise verwendeten entsprechen (Bey et al., 2002; Zhao und
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Zhang, 2003, 2004; Zhao und Wu, 2005; Ichida et al., 2006; Li et al., 2006; Zhao et al.,
2006).

Bedeutung von Préadipozytenproliferation und —differenzierung in vivo. Inwieweit
Proliferation, Differenzierung und Apoptose von Priaadipozyten und Adipozyten bei der
Fettgewebsexpansion im Erwachsenen eine Rolle spielen, ist noch nicht abschlieend ge-
klart. Wéahrend der menschlichen Entwicklung differenzieren Stammzellen iiber Praadipo-
zyten zu terminal differenzierten Adipozyten. Erhaltene Zelldifferenzierungsprozesse sind
auch im Erwachsenenalter die Voraussetzung fiir Gewebeplastizitit. Fettgewebe zeichnet
sich wie kein anderes Gewebe durch seine enorme Fihigkeit zur Expansion aus. Uber die
genauen Mechanismen der Fettgewebsexpansion herrscht Uneinigkeit. Hausmann et al.
postulieren im Rahmen ihrer ,critical fat size hypothesis®, dass bei Individuen mit unaus-
geglichenem Energiehaushalt, die mehr Energie zu sich nehmen als sie verbrauchen,
zunichst die Zellgrofe zunimmt (Adipozytenhypertrohie). Ist eine kritische Grofe erreicht,
beginnen auch noch im Erwachsenenalter vorhandene Praadipozyten (Avram et al., 2007)
zu proliferieren und zu differenzieren. Somit steigt die absolute Adipozytenzahl
(Hyperplasie) (Hausman et al., 2001; Fischer-Posovszky et al., 2007). Diese Theorie wird
belegt durch eine Studie von Harmelen et al. Hier wurde das Fettgewebe verschiedener
Frauen nach Mammaablatio untersucht, wobei eine positive Korrelation zwischen BMI
und sowohl FettzellgroBe als auch Fettzellzahl nachgewiesen wurde. Bei Frauen mit einem
BMI zwischen 25 und 29 konnte keine Adipozytenhyperplasie, sondern lediglich
Adipozytenhypertrophie nachgewiesen werden. Erst ab einem BMI von iiber 30 wurde
eine Adipozytenhyperplasie gefunden (van Harmelen et al., 2003). Diese Ergebnisse
sprechen dafiir, dass Priadipozytenproliferation und deren friihe Differenzierung, neben
sich noch im Wachstum befindenden Individuen, vor allem bei sehr adipésen Individuen

eine Rolle spielt.

Mogliche Konsequenzen der Statineffekte auf das Fettgewebe in vivo. Die
stadienabhéngige Induktion von Apoptose, welche zwar proliferierende und friih
differenzierende Prdadipozyten, nicht aber terminal differenzierte Adipozyten betrifft,
macht die Zuordnung der in vitro Ergebnisse zu in vivo Effekten sehr komplex. Eine
wesentliche Gewichtsreduktion durch Apoptoseinduktion in menschlichen Adipozyten in
vivo wurde durch Studien nicht eindeutig belegt. In den meisten in vivo Studien ist die
Gewichtsentwicklung schwer zu beurteilen, da zusidtzlich zur Atorvastatintherapie auch

noch didtetische Malnahmen unternommen wurden. Daten speziell zu Auswirkungen von
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Atorvastatin auf das Gewicht sind kaum zu finden. Berichtet wird {iber konstantes Gewicht
(Nakata et al., 2006) oder leichten, nicht signifikanten Gewichtsverlust (Gomez-
Dominguez et al., 2006). Nach obigen Ausfiihrungen finden sich proliferierende und
differenzierende Zellen vermutlich vor allem wéihrend der Entwicklung und in stark
adipdsen Erwachsenen. Zu Effekten von Atorvastatin auf die embryonale Entwicklung von
Lebewesen gibt es einige wenige Belege. In einer Studie zur Teratogenitit von
Atorvastatin in Ratten und Kaninchen wurde bei den Feten, deren Muttertiere wiahrend der
Austragungsphase Atorvastatin erhalten hatten, ein geringeres Geburtsgewicht festgestellt.
Zudem zeigten die Muttertiere eine reduzierte Gewichtzunahme wéhrend der Tréchtigkeit
(Dostal et al., 1994). Diese Daten lieBen sich z. B. durch eine inhibierte
Praadipozytenproliferation und Differenzierung durch Atorvastatin erkléren und belegen

eine Hemmung der Fettgewebsexpansion durch Atorvastatin in vivo.

LieBen sich die stadienabhingigen Effekte von Atorvastatin auf die Induktion von
Apoptose und die Differenzierung von Adipozyten auf die Situation in vivo iibertragen, so
miisste  dies bei erwachsenen Lebewesen zu einer Verdnderung  der
Fettgewebszusammensetzung fithren. Im Fettgewebe Erwachsener gibt es, wie oben
erldutert, sowohl terminal differenzierte Adipozyten als auch proliferiende Praadipozyten
(Avram et al., 2007). Die Induktion von Apoptose speziell in Prdadipozyten wiirde das
Verhiltnis von Prdadipozyten zu terminal differenzierten Adipozyten in proliferierendem
Fettgewebe zugunsten der terminal differenzierten Adipozyten verschieben.
Proliferierendes Fettgewebe findet sich, wie bereits dargelegt, vermutlich vor allem bei
sehr adipdsen Menschen, daraus folgt, dass diese relative Verschiebung von Praadipozyten

zu Adipozyten vor allem bei sehr adipdsen Menschen eine Rolle spielen wiirde.

Dariiber hinaus ist es denkbar, dass die Induktion von Apoptose auch auf die
Korperfettverteilung Einfluss nimmt. Die Lokalisation von morphologisch gleichen
Adipozyten innerhalb des Organismus scheint starken Einfluss auf die Adipozytenfunktion
zu haben. So scheint die Relation von viszeralem zu subkutanem Fett entscheidend fiir die
Entwicklung von Insulinresistenz zu sein: das viszerale Fett gilt, im Gegensatz zum
subkutanen Fett, als ,,schlechtes Fett“, welches Insulinresistenz verursacht (Wajchenberg,
2000; Gabriely et al., 2002; Fain et al., 2004). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen die
Induktion von Apoptose in epididymalen murinen Prdadipozyten, welche ein Zellmodell
fiir viszerales Fett darstellen. Inwieweit sich diese Atorvastatineffekte auch im subkutanen
Fett finden lassen, wurde bislang nicht untersucht. Fiir die insulinsensitivierenden

Thiazolindione wird eine Verdnderung der Korperfettverteilung beschrieben. Die
43



4 Diskussion

verbesserte Relation von viszeralem zu subkutanem Fett wird mitverantwortlich gemacht
fiir den insulinsensitivierenden Effekt von Thiazolindionen trotz einer BMI-Zunahme unter
einer derartigen medikamentosen Therapie (Okuno et al., 1998; Mori et al., 1999).
Ahnliche Fettumverteilungsvorginge sind durch die differentielle Apoptoseinduktion in
viszeralen Adipozyten durch Atorvastatin auch denkbar. So konnte die Induktion von
Apoptose im viszeralen Fett zu einer Verschiebung der Relation von viszeralem zugunsten
des subkutanen Fetts filhren und damit die Fettgewebsfunktionen erheblich beeinflussen.
statininduzierte Verdnderungen in der viszeralen Fettgewebsmasse wurden bislang jedoch
nicht untersucht. Damit konnten die stadienabhingige, statininduzierte Apoptose sowie die
stadienabhdngige Hemmung der Zelldifferenzierung in Préadipozyten wesentliche

Mechanismen fiir pleiotrope Statineffekte darstellen.

4.2 Atorvastatin hat direkte Effekte auf die mRNA-Expression von

inflammatorischen und glukoregulatorischen Adipokinen
Die endokrin sehr aktiven viszeralen Adipozyten tragen durch ihre Adipokinsekretion
wesentlich zur kardiovaskuldren Morbiditdt und Mortalitdt bei (Dagenais et al., 2005).
Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit direkte, atorvastatininduzierte Verdnderungen
in der Adipokinexpression terminal differenzierter epididymaler Adipozyten untersucht,

die als Modell fiir viszerales Fettgewebe benutzt wurden (Ott et al., 2004).

Pleiotrope Statinwirkungen werden zurzeit enthusiastisch diskutiert. Einige Studien
konnten zeigen, dass Statine unabhdngig von ihrem cholesterinsenkenden Effekt auch
antiinflammatorische Effekte zeigen. Es wurden signifikant niedrigere CRP-, MCP-1- und
IL-6-Plasmaspiegel unter Statin- im Vergleich zu Placebotherapien gemessen (van de Ree
et al., 2003; Xu et al., 2003; Zhao und Zhang, 2003; Shetty et al., 2004). Uberdies wurden
antiatherogene Effekte von Atorvastatin mit einer Erhohung der Plasmaspiegel von
Adiponektin in Verbindung gebracht (Nakamura et al., 2007). Der Einfluss von
Atorvastatin auf Visfatin wurde bislang weder in vivo noch in vitro untersucht. In dieser
Arbeit wurde die Regulation der mRNA-Expression von IL-6, Adiponektin, Visfatin und
MCP-1 in terminal differenzierten weilen Adipozyten durch direkte Interaktion mit

Atorvastatin untersucht.

Atorvastatin induziert ein proinflammatorisches Adipokinprofil. Aufgrund der in vivo
beobachteten antiinflammatorischen Wirkungen von Atorvastatin mit beobachteter CRP-

Senkung war ein antiinflammatorisches Zytokinprofil mit einer Senkung der als pro-

44



4 Diskussion

inflammatorisch geltenden Zytokine IL-6 und MCP-1 erwartet worden. Stattdessen zeigte
sich eine Induktion der IL-6-mRNA-Expression, die mRNA-Expression des ebenfalls pro-
inflammatorisch wirkenden MCP-1 blieb dagegen unverdndert. Die mRNA-Expression des
antiatherogen wirkenden Adiponektin wurde stark reduziert, ebenso wie die mRNA-

Expression des insulinmimetisch wirkenden Visfatins.

Diese Arbeit beschreibt zum ersten Mal eine Regulation von Visfatin durch
Atorvastatin. Zudem zeigt diese Arbeit zum ersten Mal eine direkte, atorvastatininduzierte
Regulation der mRNA-Expression von Adiponektin in terminal differenzierten

Adipozyten.

Dieses unerwartete Adipokinprofil stellt einige zurzeit vorherrschende
wissenschaftliche Meinungen in Frage. Eine durch Atorvastatin regulierte Induktion der
IL-6-mRNA-Expression, mit gleichzeitiger Hemmung der mRNA-Expression von
Adiponektin, wiirde nach derzeitig iiberwiegender wissenschaftlicher Meinung cher fiir
eine negative Beeinflussung metabolischer Systemfunktionen sprechen. In vielen Arbeiten
wird IL-6 als proinflammatorisches Zytokin und als Induktor der CRP-Produktion in der
Leber und von Insulinresistenz in Adipozyten angesehen (Fernandez-Real und Ricart,
2003; Rotter et al., 2003). Dagegen werden fiir Adiponektin antiatherogene Eigenschaften
herausgestellt (Gable et al., 2006). Die in dieser Arbeit gezeigte Induktion der IL-6- und
Reduktion der Adiponektin-mRNA-Expression ldsst an den in anderen Arbeiten gezeigten
antiinflammatorischen Statinwirkungen in vivo zweifeln. Eine systemische Reduktion der
IL-6-Plasmapiegel (Ascer et al., 2004) durch direkte Satineffekte auf Adipozyten ldsst sich
mit den Ergebnissen dieser Arbeit zur mRNA-Regulation der Adipokine nicht erkléren,

ebenso wenig wie eine Erhohung des Adiponektinspiegels in vivo (Nakamura et al., 2007).

Tatsachlich zeigen neuere Arbeiten sehr inkonsistente Ergebnisse beziiglich
antiinflammatorischer und antidiabetogener Statinwirkungen. Mehrere Studien diskutieren
antiinflammatorische Effekte von Statinen vor allem wegen der beobachteten Reduktion
wichtiger Entziindungsmarker wie u. a. CRP- und IL-6 (Kinlay et al., 2003; van de Ree et
al., 2003). In anderen Arbeiten konnte diese in vivo gefundene Reduktion der CRP-
Plasmaspiegel durch Atorvastatin allerdings nicht reproduziert werden (Bayes et al., 2005;
Huptas et al., 2006). Auch die Adiponektinspiegel zeigten sich zum Teil unbeeinflusst
durch eine Atorvastatintherapie (Shetty et al., 2004; Bayes et al., 2005). Huptas et al.
zeigten, passend zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, nichtsignifikante, leicht

erhohte IL-6-Plasmaspiegel unter Atorvastatintherapie (Huptas et al., 2006).
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Pleiotrope, antiinflammatorische Statineffekte unabhéangig vom IL-6-Plasmaspiegel?
Mehrere Arbeiten belegen eine Senkung der CRP-Spiegel unter Atorvastatintherapie, diese
antiinflammatorische Wirkung war jedoch unabhéngig von IL-6-Plasmaspiegeln (Chan et
al., 2002; Wiklund et al., 2002; Kinlay et al., 2003; van de Ree et al., 2003). Daher ist
denkbar, dass pleiotrope, antiinflammatorische Atorvastatineffekte in vivo nicht durch IL-6
vermittelt werden. Die Funktion von IL-6 bei der Entstehung von Subinflammation und
Insulinresistenz wird kontrovers diskutiert. Es wurde gezeigt, dass IL-6-Plasmaspiegel mit
Ubergewicht und Insulinresistenz positiv korrelieren (Radwan et al., 2005). Fiir einen
Kausalzusammenhang sprechen Daten, die zeigen, dass IL-6 bei der direkten Interaktion
mit Adipozyten in vitro Insulinresistenz erzeugt (Fasshauer et al., 2004). Demgegeniiber
wiesen jedoch Stouthard et al. eine verstirkte Glukoseaufnahme in Adipoztyen nach IL-6
Behandlung nach (Stouthard et al.,, 1996). Auch im Skelettmuskel wurde die
Insulinsensitivitdt durch IL-6 verbessert (Weigert et al., 2005; Weigert et al., 2006).
Wallenius et al. konnten zeigen, dass IL-6-knockout-Méuse mit konsekutivem IL-6-
Mangel, eine verminderte Glukosetoleranz aufwiesen. Diese Méuse hatten ein signifikant
hoheres Risiko, einen Diabetes mellitus Typ 2 zu entwickeln als Kontrollméduse ohne IL-6-
knockout. Durch IL-6-Injektion in das ZNS war die reduzierte Glukosetoleranz zum Teil
reversibel (Wallenius et al., 2002). Dieser Gegensatz konnte darauf hinweisen, dass
erhohte IL-6-Plasmaspiegel nicht ursdchlich fiir die beobachteten metabolischen Dys-
regulationen, sondern lediglich mit diesen korreliert sind. Im Gegenteil konnte IL-6 sogar
positive Effekte auf die Insulinresistenz haben, aus denen sich eventuell therapeutische
Optionen entwickeln lieBen (Wallenius et al., 2002; Jansson et al., 2003; Nawrocki und
Scherer, 2004). Unter diesen Gesichtspunkten ist die gezeigte Induktion der mRNA-
Expression von IL-6 durch Atorvastatin fiir den systemischen Metabolismus nicht

eindeutig zu interpretieren.

Magliche indirekte Statineffekte. Die systemischen antiinflammatorischen Statineffekte
in vivo (van de Ree et al., 2003; Ascer et al., 2004) konnten auch tiber indirekte Effekte
beispielsweise liber eine Induktion von Apoptose in Lymphoblasten (Cafforio et al., 2005),
durch die Hemmung der IL-6-Produktion in der Leber (Arnaud et al., 2005b) oder durch
die Reduktion der MCP-1-Plasmaspiegel (Xu et al., 2003; Blanco-Colio et al., 2007)
verursacht werden. In der vorliegenden Arbeit konnte zwar keine Regulation der mRNA-

Expression von MCP-1 durch Atorvastatin gezeigt werden, doch Okopien et al. konnten
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eine statininduzierte Hemmung der MCP-1 Sekretion durch Monozyten nachweisen

(Okopien et al., 2005).

Maogliche Folgen der stadienabhéangigen Statineffekte auf die Adipokinsekretion. Die
inkonsistenten in vivo Daten zur Regulation von Inflammation, IL-6 und Adiponektin
durch Statine konnten auch mit den stadienabhéngigen Effekten von Atorvastatin auf
Apoptose und Differenzierung erkldrt werden. Wie in Kapitel 4.1, S. 39 ausgiebig
erldutert, ist es plausibel anzunehmen, dass eine stadienabhingige Hemmung der
Zelldifferenzierung und Induktion von Apoptose zum einen die Korperfettverteilung
beeinflussen und zum anderen die Relation von Priadipozyten zugunsten terminal

differenzierten Adipozyten verschieben konnte.

Zelldifferenzierung hat Auswirkungen auf die Adipozytenfunktion. So konnte fiir
schlecht differenzierte Adipozyten gezeigt werden, dass sie insulinresistenter sind als
terminal differenzierte Adipozyten (Gustafson und Smith, 2006). Dariiber hinaus ist die
Sekretion vieler Adipokine differenzierungsabhiangig. Wang et al. konnten spezifische,
differenzierungsabhingige Muster fiir unterschiedliche Adipokine nachweisen.
Beispielsweise wurde das antiatherogen wirkende Adiponektin erst in einem spéten
Differenzierungsstadium von Adipozyten sezerniert, wihrend PAI-1 und das
proinflammatorische TNF-a schon kurz nach Induktion ihr Sekretionsmaximum erreichten.
Fiir IL-6 konnten zwei Sekretionsmaxima, sowohl in der Friih- als auch in der Spétphase,
nachgewiesen werden (Wang et al., 2005). Die Differenzierung und damit die
Akkumulation von Lipiden in Adipozyten bewirkt eine Zellexpansion. Extreme
Adipozytenhypertrophie fiihrt, ebenso wie schlechte Differenzierung, zur Zelldysfunktion.
Bays postuliert als Folge einer extremen Zellhypertrophie die ,,adiposopathy*, die er als
einen Adipozytenzustand definiert, der durch gestorte Fettspeicherung, einen
proinflammatorischen Prozess und daraus folgenden gestorten Wechselwirkungen mit
anderen Organen charakterisiert ist (Bays und Dujovne, 2006). Bays postuliert eine
zentrale Rolle fiir die ,,adiposopathy** in der Pathogenese des metabolischen Syndroms.
Die erlduterten differenziellen Effekte auf Zelldifferenzierung und Apoptose konnten die
Entwicklung der proinflammatorischen ,,adiposopathy* hemmen bzw. giinstig auf die
Korperfettverteilung wirken und damit konsekutiv die Sekretion proinflammatorischer

Adipokine positiv beeinflussen.
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Statineffekte moglicherweise BMI-abhangig? Wie in Kapitel 4.1, S. 39 erlautert sind die
apoptotischen und differenzierungshemmenden Effekte von Atorvastatin, abhingig vom
Grad der Adipositas, vermutlich unterschiedlich stark ausgeprigt. Das konnte bedeuten,
dass Statine BMI-abhingig unterschiedliche Wirkungen in vivo erzielen. So wiirden bei
Patienten mit hohem BMI, bei denen sich relativ viele Pridadipozyten finden, durch die
apoptotische Wirkung eher positive Effekte durch Atorvastatin erreicht werden. Bei
Patienten mit niedrigem BMI hingegen, mit vorwiegend terminal differenzierten
Adipozyten, konnte die Induktion proinflammatorischer Adipokine zu Insulinresistenz
fiihren. Die unterschiedliche Auspriagung der Adipositas in den Patientenkollektiven wurde
in in vivo Studien bislang nicht beriicksichtigt und konnte eine Erkldrung fiir die oben

aufgefiihrten inkonsistenten Daten liefern.

Direkte Statineffekte auf Visfatin. Die Reduktion der mRNA-Expression von Visfatin
durch Atorvastatin in terminal differenzierten Adipozyten ist konsistent mit neueren Daten
zur Regulation von Visfatin durch Rosuvastatin in vivo. In der bisher einzigen
Untersuchung zur Regulation von Visfatin durch Statine in vivo konnte gezeigt werden,
dass Rosuvastatin die Visfatin-Plasmaspiegel reduziert (Kostapanos et al., 2007). Fiir
Visfatin, ein relativ neu entdecktes Adipokin, konnten insulinmimetische Effekte gezeigt
werden (Sethi und Vidal-Puig, 2005). Neuere Daten sprechen iiberdies fiir eine
proinflammatorische Rolle von Visfatin (Moschen et al., 2007). Zudem wurde gezeigt,
dass Visfatin negativ mit der Endothelfunktion korreliert ist (Takebayashi et al., 2007). Die
in dieser Arbeit gezeigte Hemmung der mRNA-Expression von Visfatin in Adipozyten
durch direkte Interaktion mit Atorvastin konnte damit einen Mechanismus aufzeigen, der

pleiotrope, antiinflammatorische und antiatherogene Atorvastatinwirkungen in vivo erklart.

Zusammengefasst konnten sich die bisherigen inkonsistenten Beobachtungen zu
pleiotropen Statineffekten in vivo beziiglich Inflammation, IL-6 und Adiponektin unter
Atorvastatintherapie durch die in dieser Arbeit gezeigten stadienabhidngigen direkten
Atorvastatineffekte auf Prdadipozyten und Adipozyten erklidren. Nach neueren
Erkenntnissen konnte iiberdies die Regulation von Visfatin eine Erkldrung fiir pleiotrope

Statineffekte bieten.
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4.3 Atorvastatin hemmt dosisabhangig die insulininduzierte Glukose-

aufnahme
Atorvastatin induziert in vitro Insulinresistenz in terminal differenzierten
Adipozyten. Adipokine beeinflussen wichtige Adipozytenfunktionen wie zum Beispiel
Glukoseaufnahme und Zelldifferenzierung. So wurde beispielsweise gezeigt, dass IL-6 in
Adipozyten Insulinresistenz erzeugt (Fasshauer et al., 2004). Die hier gezeigte direkte
Regulation der mRNA-Expression von Adipokinen durch Atorvastatin ldsst vermuten, dass
Atorvastatin auch auf die Insulinsensitivitdt von Adipozyten Einfluss haben konnte. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen u. a. eine Induktion der mRNA-Expression von IL-6- und
eine Reduktion der mRNA-Expression von Adiponektin in terminal differenzierten
Adipozyten durch Atorvastatin. In Ubereinstimmung mit der zurzeit vorherrschenden
wissenschaftlichen Meinung konnten diese Ergebnisse zu einer Induktion von
Insulinresistenz in Adipozyten fiihren. Tatséchlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden,
dass durch die direkte Interaktion von Atorvastatin mit terminal differenzierten, primar
insulinsensitiven Adipoztyen die insulininduzierte Glukoseaufnahme gehemmt wird. In
primdr insulinresistenten Adipozyten war die Glukoseaufnahme jedoch nicht
beeintrachtigt. Diese Daten sprechen dafiir, dass die verminderte Glukoseautnahme iiber
einen insulinsignalvermittelten Mechanismus ablduft. Wie in Kapitel 4.1, S. 39 erldutert,
wird in zahlreichen Studien eine Hemmung der Insulinsignalkaskade durch Statine
diskutiert. Diese Ergebnisse liefern ein weiteres Indiz fiir die Interaktion von Statinen mit

der Insulinsignaltransduktion.

Die in vitro Induktion von Insulinresistenz durch Atorvastatin in Adipozyten wird durch
weitere Daten bestétigt, die eine verschlechterte Glukosetoleranz in 3T3-L1-Adipozyten

durch Atorvastatin (Nakata et al., 2006) bzw. Lovastatin (Chamberlain, 2001) zeigen.

Statinwirkungen auf Insulinresistenz in vivo. In vivo ist die Datenlage zur Interaktion
von Statinen mit dem Glukosemetabolismus inkonsistent. Pleiotrope Statineffekte auf die
Glukosetoleranz werden aktuell diskutiert. Es wurde gezeigt, dass eine Pravastatintherapie
die Inzidenz von Diabetes mellitus Typ 2 in pridisponierten Patienten senken kann
(Freeman et al., 2001). Ferner gibt es Daten, die eine Verbesserung der Glukosetoleranz
unter Atorvastatintherapie im Tiermodel nahelegen (Suzuki et al., 2005); dieser Effekt
wurde auch in vivo gezeigt (Huptas et al., 2006). Im Gegensatz dazu konnte in zahlreichen
in vivo Studien keine Verbesserung der Glukosetoleranz durch Atorvastatin gezeigt werden
(Satoh et al., 2005). Vielmehr zeigte sich, passend zu den Ergebnissen der vorliegenden
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Arbeit, unter Atorvastatintherapie eine Verschlechterung der Glukosetoleranz in vivo mit
signifikant hoheren HbAc-Werten, die als Langzeitparameter der Glukosekonzentration
im Plasma gelten (2001; Ishikawa et al., 2006; Takano et al., 2006). In einer grof3
angelegten klinischen, randomisierten, multizentrischen Studie entwickelten prozentual
mehr Patienten in der mit Atorvastatin behandelten Gruppe einen Diabetes mellitus Typ 2
als in der unbehandelten Kontrollgruppe (Sever et al., 2004), diese Daten waren allerdings
nicht signifikant. Ein interessanter Fallbericht beschreibt, wie nacheinander durch die
Therapie mit Atorvastatin und danach mit Pravastatin bei einem 48-jdhrigen Mann akut ein
Diabetes mellitus Typ 2 induziert wurde, der nach Auslassen der Medikamente komplett
reversibel war (Ohmura et al., 2005). Einige Arbeiten diskutieren unterschiedliche Effekte
fiir Atorvastatin und Pravastatin. Dabei wurden positive Effekte auf die Glukosetoleranz
nur fiir die Therapie mit Pravastatin gefunden, wéhrend die Therapie mit Atorvastatin
keine signifikante Verbesserung der Glukosetoleranz oder sogar negative Effekte zeigte,
obwohl die lipidsenkenden Effekte von Atorvastatin stirker als die von Pravastatin
ausgeprigt waren (Ishikawa et al., 2006; Chen et al., 2007; Mita et al., 2007). Die in dieser
Arbeit gezeigte Induktion von Insulinresistenz durch direkte Interaktion von Atorvastatin
mit terminal differenzierten Adipozyten liefert eine Erklarung fiir die in vivo beobachteten
negativen Effekte von Atorvastatin auf den Glukosemetabolismus pradisponierter
Patienten. Die inkonsistente Studienlage zur Wirkung von Statinen auf die Glukosetoleranz
konnte sowohl durch diskrepante Effekte unterschiedlicher Statine als auch durch

stadienabhéngige differentielle Statineffekte verursacht sein.

Wirkung von Atorvastatin auf die Thermogenese. Als weitere metabolische
Adipozytenfunktion wurde die Wirkung von Atorvastatin auf die Proteinexpression von
UCP-1 in braunen Adipozyten untersucht. UCP-1 ist ein spezifisches Protein brauner
Adipozyten. UCP-1 bewirkt in braunem Fettgewebe eine regulierbare Entkopplung der
oxidativen Phosphorylierung iiber die Mitochondrienmembran, wodurch Energie, anstatt in
Form von ATP gespeichert zu werden, als Wiarme abgegeben wird. Entgegen bisheriger
Annahmen, braunes Fett gibe es nur bei Kindern und Nagetieren, scheint braunes Fett
auch bei der Energichomdostase des Erwachsenen eine Rolle zu spielen (Nedergaard et al.,
2007). Die Aktivierung der Thermogenese in braunem Fett wird negativ mit
Insulinresistenz und dem BMI korreliert. Potentielle Therapieoptionen der Adipositas
durch UCP-1-Aktivierung sind Gegenstand aktueller Forschung. Durch die hohe
Energieabgabe kommt es bei UCP-1-Aktivierung zur Gewichtsabnahme. Diese Arbeit

50



4 Diskussion

zeigt keine signifikante Regulation der Proteinexpression des thermogenetisch wirksamen

UCP-1 durch Atorvastatin, dementsprechend traten unter in vivo Bedingungen keine

signifikanten Gewichtsverdnderungen unter Atorvastatintherapie auf.

4.4 Gewonnene Erkenntnisse

In der vorliegenden Dissertation wurden folgende Erkenntnisse zur direkten Interaktion

von Atorvastatin und Adipozyten gewonnen (s. auch Abb. 10):

1.

Hat Atorvastatin direkte Effekte auf Praadipozyten und Adipozyten?

Atorvastatin hat direkte Effekte auf weille, epidydimale, murine Praadipozyten und
Adipozyten.

Sind diese Effekte stadienabhangig?

Die Effekte von Atorvastatin auf Prdadipozyten und Adipozyten sind
stadienabhdngig.

Hat dies Auswirkungen auf die Proliferation, Differenzierung und Apoptose in
Praadipozyten und Adipozyten?

Atorvastatin hemmt sowohl Proliferation als auch Differenzierung und induziert
Apoptose differentiell in weilen Pridadipozyten. In terminal differenzierten
Adipozyten bleiben Differenzierung und Induktion von Apoptose dagegen
unbeeinflusst.

Uber welchen Mechanismus induziert Atorvastatin Apoptose?

Atorvastatin induziert Apoptose iiber eine gehemmte Phosphorylierung des

intrazelluldren Signaltransduktionsmolekiils AKT.

Moduliert Atorvastatin die mRNA-Expression von inflammatorischen und gluko-

regulatorischer Adipokinen in weif3en, terminal differenzierten Adipozyten?

Atorvastatin erhoht die mRNA-Expression von IL-6; die mRNA-Expression von
MCP-1 bleibt hingegen konstant. Atorvastatin reduziert die mRNA-Expression von
Adiponektin und Visfatin.

Hat Atorvastatin Effekte auf metabolische Adipozytenfunktionen?

Atorvastatin  hemmt die insulininduzierte Glukoseaufnahme in terminal
differenzierten, weillen Adipozyten. Es hat keinen Effekt auf die Proteinexpression

des thermogenetischen Proteins UCP-1 in braunen Adipozyten.

51



4 Diskussion
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Abb. 10 Direkte Effekte von Atorvastatin auf Adipozyten. Atorvastatin hat direkte
Effekte auf Adipozyten. Es hemmt die Differenzierung und induziert Apoptose in
Praadipozyten. Atorvastatin reduziert die mRNA-Expression von Visfatin und
Adiponektin, es induziert die mRNA-Expression von IL-6 in terminal differenzierten
Adipozyten. Ferner hemmt Atorvastatin die insulininduzierte Glukoseaufnahme in
terminal differenzierten Adipozyten.

52



4 Diskussion

4.5 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen direkte, stadienabhiingige Effekte von Atorvastatin auf
Adipozyten in vitro. Die nachgewiesene Stadienabhingigkeit der Effekte konnte in vivo die
Korperfettverteilung sowie Fettgewebszusammensetzung giinstig beeinflussen. Es ist
denkbar, dass Statintherapien abhéngig von der Kdorperfettverteilung und -zusammenset-
zung der behandelten Patienten unterschiedliche Effekte zeigen und sich dadurch
inkonsistente pleiotrope Statineffekte in vivo erkliren lassen. Die Uberpriifung dieser
Hypothesen in klinischen Studien kdnnte neue interessante Therapieansdtze fiir Statine

eroffnen.

Diese  Arbeit belegt eine direkte Regulation der mRNA-Expression
glukoregulatorischer und proinflammatorischer Adipokine durch Atorvastatin. Dartiber
hinaus induziert Atorvastatin in der direkten Interaktion mit Adipozyten Insulinresistenz.
Da Statine im Rahmen der Therapie des metabolischen Syndroms héufig bei
priadisponierten Patienten bzw. bei Patienten mit primér schlechter Glukosetoleranz
eingesetzt werden und zudem zunehmend auch iiber negative Statineffekte auf den
Glukosemetabolismus in vivo berichtet wird, erscheint es notwendig, die Entwicklung des
Glukosestoffwechsels unter Statintherapie in klinischen Studien genauer zu untersuchen.
Im Hinblick auf die spannenden Therapieoptionen der Statine durch ihre, auch in dieser
Arbeit nachgewiesenen, pleiotropen Effekte, sollten systemisch negative Auswirkungen

auf den Glukosestoffwechsel sicher ausgeschlossen werden.
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5 Zusammenfassung

Das metabolische Syndrom fiihrt mit seinen Folgeerkrankungen weltweit die
Mortalitdtsstatistiken an. Wesentliche Kernkomponenten des metabolischen Syndroms sind
Diabetes mellitus Typ 2 und Adipositas, die durch einen subinflammatorischen Prozess
charakterisiert sind. Metabolische und endokrine Adipozytendysfunktionen spielen eine
zentrale Rolle in der Pathogenese dieser inflammatorischen und metabolischen

Dysregulationen.

Atorvastatin ist ein hidufig verwendetes, sehr effektives Medikament zur Senkung des
Cholesterinplasmaspiegels. In diversen Studien konnten iiberdies unabhingig vom
cholesterinsenkenden Effekt pleiotrope immunmodulatorische und antiatherogene Effekte

nachgewiesen werden, deren Mechanismen noch weitgehend unverstanden sind.

Diese Arbeit belegt eine direkte Interaktion von Atorvastatin mit weilen und braunen
Mausadipozyten. Die Atorvastatineffekte auf Adipozyten sind komplex und abhidngig vom
Zellstadium. In Praadipozyten hemmt Atorvastatin die Proliferation sowie die Differenzie-
rung und mindert die Zelllebendigkeit durch Induktion von Apoptose. In terminal differen-
zierten Adipozyten induziert Atorvastatin hingegen keine Apoptose. Atorvastatin hemmt
stadienabhéngig die Aktivierung der antiapoptotischen Kinase AKT, dies konnte einen
Mechanismus der Apoptoseinduktion darstellen. Atorvastatin reguliert direkt die mRNA-
Expression proinflammatorischer und glukoregulatorischer Adipokine in terminal differen-
zierten Adipozyten. Das Adipokinexpressionsprofil wird durch Atorvastatin mit der
Induktion der mRNA-Expression von IL-6 und Reduktion der mRNA-Expression von
Visfatin und Adiponektin proinflammatorisch und glukostatisch reguliert. Zudem wird die

insulininduzierte Glukoseaufnahme in terminal differenzierten Zellen gehemmt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen erstmals eine direkte, stadienabhingige durch
Statine induzierte Apoptose in Adipozyten. Ferner zeigen sie erstmals eine direkte statin-
regulierte mRNA-Expression von Adiponektin und Visfatin in Adipozyten. Diese direkten
Interaktionen von Statinen mit Adipozyten konnten Mechanismen fiir pleiotrope Statin-

effekte darstellen und neue Perspektiven zur Verwendung dieser Medikamente erdffnen.
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AKT
APS
ATP
BMI
BSA
CEBP-
cpm
CTP
CYP 3A4
DEPC
DMEM
DMSO
DNA
DTT
EDTA
ELISA
FBS
GLUT
GTP
HCl
HEPES
IBMX
Ig

IL-6
KOH
KRH
M
MAP-Kinase
MCP-1
MTT
NaCl
Ci

Serin-/Threonin-Proteinkinase

Advanced Photo System

Adenosintriphosphat

Body mass index

Bovines Serumalbumin

CCAAT/enhancer binding protein beta

counts per minute

Cytidintriphosphat

Cytochrom P 450 3A4

Diethylpyrocarbonat

Dulbeccos modifiziertes Eaglemedium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinséure)
Dithiothreitol

Ethylendiamine-tetraacetic Acid (Ethylendiamintetraessigséure)
Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Fetales bovines Serum

Glukosetransporter

Guanosintriphosphat

Hydrochlorid
Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsdure
3-Isobutyl-1-methylxanthine

Immunglobulin

Interleukin-6

Kaliumhydroxid

Krebs-Ringer-HEPES-Puffer

mol/l

Mitogen-aktivierte Proteinkinase

Macrophages Monocytes Chemoattractant Protein
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl tetrazolium bromid
Natriumchlorid

Curie
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OD
PAGE
PAI-1
PBS

PI 3-Kinase
PI
PMSF
POD
RNA
SDS
SV40

T3

TBS
TEMED
Thr
TNF-a
Tris

U

uUCP
UTP

Optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1
Phosphat-Buffered-Saline (Phosphat gepufferte Salzlosung)
Phosphatidylinositol 3-Kinase
Phosphatidylinositol
Phenylmethylsulfonylfluorid

Peroxidase

Ribonucleid Acid (Ribonukleinsédure)

Sodium Dodecyl Sulfat (Natriumdodecylsulfat)
Simian Virus 40

Thyroxin

Tris-gepufferte Salzlosung
Tetramethylethylendiamin

Threonin

Tumornekrosefaktor-alpha
Trishydroxymethylaminomethan

unit

uncoupling protein, (Entkopplungsprotein)

Uridintriphosphat
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