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1 EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

1.1 Einleitung

1.1.1 Adipositas, das Metabolische Syndrom und Fatgrkrankungen

Die Korpermal3e des Menschen stellen im 21. Jahdrtimdden industrialisierten Landern
der Welt ein wichtiges gesellschaftliches Merkmalr.dDas Korpergewicht bzw. die
Korperfettmasse nimmt dabei als eine Variable eibesondere Position ein.
Normalgewichtige schlanke Personen erscheinen génei attraktiv, gelten als
diszipliniert und haben im Vergleich zu Ubergewighh bzw. Fettleibigen bessere
Chancen auf dem Arbeitsmarkt. Sie tragen zudemngereé gesundheitliche Risiken und
besitzen eine hohere Lebenserwartung (Fontaheal, 2003). Die Medien werden
zunehmend von Berichten (iber extreme Formen desrUntler Ubergewichts sowie
maoglichen Strategien zur Gewichtsnormalisierung ebedcht. Als Maldstab zur
Kdrpergewichtsklassifikation ist der sogenaniedy Mass IndeXBMI) international
anerkannt. Er ist definiert als der Quotient ausp€dégewicht und KoérpergréRe zum
Quadrat[kg/n?]. Als Normalgewicht eines Erwachsenen bezeichnet miaen BMI
zwischen 18,5 und 24,9 kgmAb einem BMI=> 25 kg/nf besteht per definitionem
Ubergewicht. Menschen gelten als fettleibig bzwipas, wenn ihBody Mass Indexen
Wert von 30 kg/rh erreicht oder sogar Ubersteigt (Adipositas-Gestdit, 2007).
Insbesondere die Fettleibigkeit, di&dipositas hat als Ausdruck veranderter
Lebensgewohnheiten in den vergangenen 20 Jahreinwdan westlichen Industrie- und

Dienstleistungsgesellschaften enorme Ausmalie angaea (siehe Abb. 1).
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Abb. 1: Prozentualer Anteil adipéser Erwachsener (WHO, 206)




Auch in Deutschland nimmt die Pravalenz der Adifassseit langerem kontinuierlich zu.
Laut des ersten Ergebnisberichts der aktuellenoNalen Verzehrstudie Il (NVS 11, 2008)
sind derzeit 66,0 % der Manner und 50,6 % der Frausnindest Ubergewichtig. Jeder
funfte Bundesbiirger ist mit einem BMI30 kg/nf sogar adipds. Der anhaltende Trend zur
Zunahme der Korperfettmasse lie3 sich in den letZtehren auch bei Kindern und
Jugendlichen beobachten (Kromeyer-Hausschild unblitdén, 2009).

Adipositas pradestiniert zu einer Vielzahl von Brékungen und ist daher nicht zuletzt aus
gesundheitsokonomischer Sicht von zunehmender BauguAdipositas ist besonders
haufig mit Stérungen des KohlenhydratstoffwechgelB. Insulinresistenz, verminderter
Glukosetoleranz bzw. manifestem Diabetes mellitys M), Dyslipidamie und arteriellem
Hypertonus vergesellschaftet. Die Kombination dieBE®morbiditaten ist unter dem
Begriff des ,Metabolischen Syndroms* oder auch,&gndrom X* bekannt, wenngleich
derzeit keine einheitliche Definition existiertgaaa, 2003). Personen mit Metabolischem
Syndrom entwickeln deutlich haufiger als andere dnteriosklerose und leiden an damit
assoziierten kardiovaskularen Folgeerkrankungen Mimkardinfarkt und zerebralem
Insult. Diese Erkrankungen fiihren die Mortalitéasistiken nicht nur der industrialisierten
Lander weltweit an (WHO, 2004). Neben dem Ausmag dkeergewichts bestimmt das
Fettverteilungsmuster das metabolische und kardlavare Gesundheitsrisiko. Die
viszerale und zentrale Fettmasse korreliert bessneleg mit kardiovaskularer Morbiditéat
und Mortalitat (Weiss, 2007). Zur Beurteilung dessGndheitsrisikos ist daher nicht allein
der BMI entscheidend, sondern auch das Verhdltors Vaillen- zu Hiftumfang (die
sogenanntavaist-to-hip-ratig bzw. der Taillenumfang als Mal3 der viszeralertdegtots
(Leanet al, 1995).

Herzinsuffizienzerkrankungen unterschiedlicher Migpe treten als Folge von Adipositas
und des Metabolischen Syndroms gehauft auf (Ingelssal, 2006). Ubergewichtige und
adipbse Herzinsuffizienzpatienten weisen jedoche esignifikant bessere Prognose
gegenldber normal- oder untergewichtigen Patientgin Bieses Phanomen wird als
LAdipositas-Paradoxon® bezeichnet und ist trotzendiver Forschungsbemuihungen
ursachlich noch nicht geklart (Arena und Lavie, @0Bei Herzinsuffizienzpatienten mit
Metabolischem Syndrom hingegen ist die Mortalitdederum erhoht (Tamariet al,
2009).

Storungen der Regulation von Korpergewicht und &eemsatz und daraus
resultierendes Ubergewicht und Fettleibigkeit stelbffenbar das zentrale Element des

Metabolischen Syndroms dar. Durch bisher nur unzibeead bekannte Mechanismen flhrt
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die erhohte Korperfettmasse zu den damit assaaigoathologischen Zustanden, die in
ihrer Gesamtheit das Metabolische Syndrom ausmaadlmh zu schwerwiegenden
Folgeerkrankungen wie der Herzinsuffizienz pradesten. Die genauen patho-
physiologischen Zusammenhange, durch die FettgewebeOrganismus derart vielfaltig
beeinflussen kann, sind noch immer nicht im Detaitstanden. Die Entdeckung des
Fettgewebes als endokrines Organ deutet sich diagheh als wissenschaftlicher
Meilenstein zum Verstandnis des Metabolischen Symdr an und konnte auch
entscheidend zur Klarung der Pathogenese der Heffmienz bzw. des ,Adipositas-

Paradoxons” beitragen.

1.1.2 Fettgewebe

1.1.2.1 Fettgewebsformen und Thermogenese

Fettgewebe Ubernimmt im Organismus verschiedenbtige Aufgaben. Klassischerweise
dient es als hocheffektiver Energiespeicher, sdiigteine thermische Isolierung und
fungiert aul3erdem als Stitzorgan in Form von Ba@einqueira und Carneiro, 1996). Zur
Ausuibung seiner Energiespeicherfunktion verfligt desttgewebe Uber bestimmte
Mechanismen, durch welche schnell und effektiv inbetschuss aufgenommene
Nahrungsstoffe in Fett umgewandelt und gespeichedipch bei Bedarf ebenso rasch
wieder mobilisiert werden koénnen. Das wichtigste giRationselement fir die
Energiespeicherfunktion ist Insulin. Es bewirkt.ud&e Aufnahme von Glukose aus dem
Blut in die Fettzellen und induziert lipogenetisdbezyme. Fettgewebe besitzt daher zum
einen eine grol3e Insulinsensitivitat fir seine ateabFunktionen, zum anderen reagiert es
auf adrenerge Reize katabol mit dem Abbau von Rdtben diesen rezeptiven
Fettgewebsfunktionen sind in jlingerer Vergangenh@itere wichtige Funktionen des
Fettgewebes entdeckt worden, auf die im Verlauen&mgegangen werden soll.

Bei Saugern kdénnen zwei Arten von Fettgewebe urtiedden werden: das sogenannte
weil3e, univakuolare und das braune, multivakuokettgewebe. Beim Menschen macht
Fettgewebe je nach Geschlecht und Alter normaleevewischen 15 und 40 % des
Korpergewichts aus. Erwachsene besitzen hauptsbclieil3es, im Korper ubiquitar
verteiltes Fettgewebe, Sauglinge und Kleinkinderghgen auch braunes Fettgewebe in
groRerer Menge (Junqueira und Carneiro, 1996). diddm Formen werden Lipide
hauptsachlich in Form von Triacylglyceriden gesbert Diese bestehen aus einem
Glycerin-Ruckgrat und drei mit diesem verestertegttdauren. Das Glyceringerust



entstammt hierbei der insulinabhangigen Glukosedufre und -verstoffwechselung der
Fettzelle, die Fettsauren den Plasmalipiden. Ditsgg&icherung der Lipiddepots erfolgt
unter anderem als Reaktion auf sympathoadrenergeul&tion von 3-Rezeptoren. Ein
wichtiger weiterer Lipolysemechanismus durch Nagtische Peptide wurde erst vor
kurzem entdeckt (Sengenesal, 2000). Triacylglyceride werden zu Glycerin undién
Fettsauren hydrolysiert, an das Blut abgegeben stelen so anderen Geweben als
Substrat zur Deckung ihres Energiebedarfs zur \gerfg.

WeilRes und inshesondere braunes Fettgewebe istkajullarisiert und besitzt eine hohe
Dichte an sympathoadrenergen Nervenfasern. Im Gateru weil3en Fettzellen besitzen
braune Adipozyten zusatzlich besonders viele Mibochien und exprimieren das fur sie
spezifische uncoupling protein-1 (UCP-1). Genexpression und Aktivitdt dieses
mitochondrialen Proteins werden durch R-adrenerg@mufation und Insulin gesteuert
(Klein et al, 2000). UCP-1 fungiert als Protonencarrier undnkdarch Integration in die
innere Mitochondrienmembran den Uber dieser Membdanch die Atmungskette
aufgebauten Protonengradienten zum Zusammenbruahebrund so die Atmungskette
von der oxidativen Phosphorylierung entkoppeln. taies des Energiesubstrates
Adenosintriphosphat (ATP) entsteht so Warme. Inshaésre bei kleinen Saugetieren
spielt dieser als ,adaptive Thermogenese“ bezetehmdechanismus eine bedeutende
Rolle fir das Uberleben in Kalte und bei der Regjades Energiehaushaltes nach
Nahrungsaufnahme (Cannon und Nedergaard, 2004 Bknschen ist seine Bedeutung
nicht vollig klar. Die mdgliche therapeutische Nutg brauner Fettgewebseigenschaften
bei Adipositas z.B. durch die Steigerung des Ewrergsatzes mittels Thermogenese-
induktion erscheint jedoch bereits seit langemvialz Wahrend jedoch im Sauglingsalter
noch gréRere Depots braunen Fettgewebes abgresindafinden sich beim Erwachsenen
keine derart umschriebenen Fettdepots mehr. Denkochte durch den Nachweis einer
UCP-Genexpression in weil3em intra- und extrapezdtan Fettgewebe eine disseminierte
Verteilung brauner Adipozyten darin gezeigt wer@@mwerkofleret al, 1997). Eine neue
Option zur VergroRerung der therapeutisch intergesabraunen Fettmasse wurde 2003
gefunden: Humanes weil3es Fettgewebe kann durchul@tion mit dem peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PPRARoactivator 1 alphgPGC-In) in braunes
Fettgewebe transdifferenziert werden (Tiraby unchdiua, 2003). Die relativ junge
Substanzklasse der Thiazolidindionen, welche duBthdung an den PPAR die
Insulinsensitivitat bei primar nicht insulinabhaggmn Diabetes mellitus verbessert, kann

auf diesem Wege ebenfalls Eigenschaften brauneeiflen Fettzellen induzieren (Digby
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et al, 1998). Aktuell steht braunes Fettgewebe wiederstéekt im Fokus des
wissenschatftlichen Interesses, da in mehreren ¥éalithungen eine direkte Evidenz fur
das Vorkommen von metabolisch aktivem braunen Ee#be auch bei gesunden
erwachsenen Menschen nachgewiesen werden konnter@éardet al, 2007; Langin,
2009; Saitcet al, 2009; van Marken Lichtenbedt al, 2009; Virtaneret al, 2009).

Die Rekrutierung relevanter Mengen braunen FettQewezur pharmakotherapeutischen
Nutzung auch beim erwachsenen Menschen scheintdiesem Hintergrund durchaus
denkbar. Die mdgliche Bedeutung braunen Fettgewabéglie Energiehomoostase und
die Entwicklung metabolischer Dysfunktionen beim ridehen erschliel3t sich auch aus
einigen weiteren interessanten Beobachtungen dgangenen Jahre: Isolierte (Clement
al., 1995) oder kombinierte (Fogelholet al, 1998) Genvariationen des Uberwiegend in
braunen Fettzellen vorkommend@gRezeptors und von UCP-1 sind mit systemischen
Auswirkungen auf Korpergewicht und Energieumsatgoasert. Bei Ubergewichtigen
wurde eine im Vergleich zu Normalgewichtigen verdarte UCP-Genexpression in
viszeralem Fettgewebe beobachtet (Oberko#ieral, 1997). Des Weiteren fiel bei
Ubergewichtigen und adipdsen Probanden die durttedsgposition induzierbare Aktivitat
braunen Fettgewebes geringer aus, als bei normizigiégen Probanden (Saitet al,
2009; van Marken Lichtenbedt al, 2009). Untersuchungen von Yaegal. lassen zudem
vermuten, dass zur Aufrechterhaltung einer normdlesulinsensitivitdt eine basale
Aktivitat brauner Adipozyten essentiell ist (Yaagal, 2003).

Braunes Fettgewebe spielt demnach eine wichtigée R Energiestoffwechsel. Neue
Ansatzpunkte in der Erforschung pathophysiologischBusammenhdnge beim
Metabolischen Syndrom ergaben sich aus der Bedlraghtlass Fettgewebe nicht nur
passiv auf Reize von auf’en reagiert, sondern awktk durch Ausschittung von
verschiedenen Substanzen Einfluss auf ganz unteddiche Korperfunktionen nehmen
kann. Auf diese neu entdeckte endokrine Fettgeweksbn soll im Folgenden naher

eingegangen werden.

1.1.2.2 Endokrine Fettgewebsfunktion

In den vergangenen 20 Jahren ist das Fettgewebehmamd in das Blickfeld der
internationalen Forschung geriickt, da man neben dekannten rezeptiven
Fettgewebsfunktionen der Insulinsensitivitdt und ddrenergen Sensitivitdt durch die
Entdeckung des nahezu fettspezifischen HormonsirLejie Fahigkeit des Fettgewebes

zur Hormonsekretion erkannte (Zhameg al, 1994). Inzwischen wird Fettgewebe als
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endokrin hoch aktives Organ betrachtet (Kershaw kiret, 2004). Neben Leptin konnte
eine Vielzahl weiterer vom Fettgewebe sezerniedegenannterAdipokine entdeckt
werden. Dazu gehoéren vasoaktive Substanzen wieoferginogen und Angiotensin |,
Sexualhormone, das vaskuloprotektiv und antidigbktiwirksame Adiponectin sowie
proinflammatorische Zytokine (z.BAdonocte Chemoattractant Protein(fMMCP-1), Tumor
Necrosis Factora (TNFa) und Interleukin 6), deren Plasmalevel bei Adifassihaufig
erhoht sind und eine lokale oder generalisierte@rungsreaktion hervorrufen konnten
(Chudek und Wiecek, 2006; Guzikt al, 2006). Aktuelle Studien legen einen
Zusammenhang zwischen vermehrtem Fettgewebe, dansd&eigesetzten Adipokinen
und der Pathogenese des Metabolischen Syndroms imshesondere durch Adipokine
hervorgerufene entziindliche Dysfunktionen des GafdBthels stehen im Fokus des
Interesses. Neben den viszeralen Fettdepots sclaioh perivaskuldres Fett die
Pathogenese der Arteriosklerose zu fordern (Gezéd, 2007).

Der Prototyp aller Adipokine, ddseptin, ist inzwischen besonders gut erforscht worden.
Ursprunglich als Sattigungshormon mit Beteiligungn ader zentralnervésen
Appetitregulation bezeichnet, gilt es inzwischenhmals Indikator der systemischen
Ernéahrungssituation mit niedrigen Plasmakonzewinath bei Mangelzustanden und hohen
bei Ubergewicht (Wautert al, 2000). Zuséatzlich zu den zentralnervésen sind in
verschiedenen peripheren Geweben, so auch im rethge(Siegrist-Kaiseet al, 1997)
selbst, Leptinrezeptoren gefunden worden. Nebeneseizentralen Effekten auf die
Energiehomoostase besitzt Leptin vielfaltige weit@eriphere Wirkungen, so z.B. am
Immunsystem, bei der Fertilitat, dem Glukosemetabuls oder auch der Hamatopoese
(Krauset al, 2002; Kershaw und Flier, 2004).

Die Wirkungen von Leptin auf entscheidende Elemeiat® Metabolischen Syndroms sind
in diesem Zusammenhang von besonderem Interessgibf@s Hinweise, dass hohe
Plasma-Leptin-Spiegel die Entstehung arterioskigzber Plaques férdern. Menschen, die
hingegen an einem Lipatrophiesyndrom leiden undyranfl des fehlenden Fettgewebes
kein Leptin bilden kbnnen, zeigen z.B. eine schweselinresistenz. Bei anderen seltenen,
durch einen Defekt am Leptin-Gen bedingten kongémt Leptinmangelerkrankungen,
kommt es zu einer massiven Adipositas (Montagtieal, 1997). Daneben leiden die
betroffenen Menschen ebenfalls an Hyperinsulindmik Insulinresistenz, Hyperlipidamie
sowie immunologischen und neuroendokrinen Dysfamén. Die Gabe von Leptin
korrigiert dies wieder (Farooggt al, 2002). Bei den meisten adipdésen Menschen ist der
Leptinspiegel im Blut jedoch erhoht (Considiret al, 1996) und scheint keinen
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appetithemmenden Effekt mehr hervorzurufen. Die randeliegenden Mechanismen
dieses als ,Leptinresistenz“ bezeichneten Zustargled noch immer weitestgehend
unverstanden (Colét al, 2007). Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. med. JolesnKlein
konnte bereits anhand eines eigens entwickeltennbra Fettzellmodells zeigen, dass
Leptin differenzierungsabhéngig auch von braunenpéayten sezerniert wird und
autokrin bedeutende Regulationselemente der ad#ezy Energiehomoostase moduliert
(Krauset al, 2002).

Adiponectin (u.a. auch AdipoQ oder Acrp30 genannt) ist ein ristmm, welches
hauptsachlich und differenzierungsabhangig in Eetape exprimiert wird (Hwet al,
1996). Ihm werden antiinflammatorische, vaskulogkotve und antidiabetische Effekte
zugeschrieben (Kubot@t al, 2002; Shibataet al, 2009). Bei Adipositas und bei
Insulinresistenz bzw. manifestem Typ Il Diabetedlitos sind die Plasmakonzentrationen
von Adiponectin vermindert (Huet al, 1996; Weyer et al, 2001). Unter
Gewichtsreduktion steigen die Konzentrationen wieale und scheinen kausal mit dem
Grad der Insulinresistenz zusammenzuhangen (Hoted, 2000; Yanget al, 2001). Im
Tiermodell steigert die Gabe von Adiponectin dien&gression desncoupling protein
im Fettgewebe und verringert die Gewichtszunahmas@¥i et al, 2003). Knock-out
Mause mit homozygotem Adiponectinmangel leiden ansulinresistenz und
Glukoseintoleranz  und zeigen eine verstarkte Tendewur Ausbildung einer
Arteriosklerose (Kubotat al, 2002).

Das AdipokinMonocyte Chemoattractant Protein MM CP-1) zahlt zu jenen Chemokinen,
welchen eine entscheidende Rolle bei der PathogehesArteriosklerose zugeschrieben
wird. Es kann von den verschiedensten Zellen syisteg werden und ist auch in
arteriosklerotischen Plaques nachweisbar (Yla-Haldtet al, 1991). Es initiiert an der
GefalRwand die Einwanderung von Monozyten, welcheh siort zu Schaumzellen
umwandeln kénnen und so die Basis einer neuenicsitéerotische Plaque darstellen.
Inzwischen konnte gezeigt werden, dass MCP-1 auch Adipozyten sezerniert wird
(Gerhardtet al, 2001; Christianseet al, 2005) und an der Entwicklung der adipositas-
assoziierten Insulinresistenz beteiligt sein kon(®artipy und Loskutoff, 2003). Bei
Adipositas und Insulinresistenz ist die MCP-1-Sa&regesteigert und beeintrachtigt das
Insulinsignaling in Adipozytem vitro (Fasshaueet al, 2004).

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist ein wichgig8ystem zur Regulation der
Elektrolythomébostase und des Plasmavolumens sowas damit verbundenen

systemischen Blutdrucks (Silbernagl und Despopoul®91). Dysregulationen des RAS



bei Adipositas werden als mitverantwortlich fir ddaibei haufig koexistenten arteriellen
Hypertonus angesehen (Sarzaet al, 2008b). Neben der Niere als zentralem
Regulationsorgan des Elektrolyt- und Volumenhaushkdssen sich in einer Vielzahl
anderer Gewebe Komponenten des RAS nachweisen.irBsdaher angenommen, dass
zusatzlich zum systemischen auch lokale RAS ex&stiewelche dort die physiologische
Organfunktion  unterstitzen. Fettzellen konnen  Atagisinogen  sezernieren,
differenzierungsabhéngig Angiotensin Il (ATIl) gemeeen und entsprechende
Angiotensin-Rezeptoren exprimieren, so dass auckeittgewebe offenbar ein lokales
RAS vorkommt (Cassigt al, 2008). Stérungen in der Physiologie lokaler RA&den
mit pathologischen Organveranderungen wie z.B.katrallen Umbauvorgdngen am
Herzen in Verbindung gebracht (Mazzaoddial, 1998). Protektiv wirkende antagonistische
Substanzen wie ACE-Hemmer oder ,ARezeptor-Antagonisten werden seit langerem
therapeutisch eingesetzt. Dasgiotensin Il type 1 receptor-associated protiATRAP)

ist ein noch nicht lange bekannter Modulator derl&ignalvermittlung (Davietet al,
1999). Es bewirkt eine Internalisierung des Angiste Il Typ 1-Rezeptors (AF
Rezeptor) und fungiert offenbar als negativer Ratgulder ATII-Wirkungsvermittlung. So
hemmt ATRAP Dbeispielsweise an Kardiomyozyten ATihizierte hypertrophe
Wachstumsreize und in Gefal3en die ProliferatiotteyildMuskelzellen (Cuet al, 2000;
Tanakaet al, 2005). Kirzlich konnte die Expression von ATRA#&cI in Adipozyten
nachgewiesen werden (Westpbkahl, 2008).

Die grol3e Zahl der Substanzen, die in verschied®esgelkreisen des Koérpers wichtige
Funktionen ausitben, lasst auf eine zentrale Bedgutas Fettgewebes an der Regulation
entzindlicher Vorgédnge, des Salz- und Wasserhaashaion Gerinnungsvorgangen,
Vasotonus, Reproduktivitat und Energiestoffwechsehlie3en. Die Erforschung von
Wechselwirkungen anderer korpereigener oder medikédser Substanzen mit der
endokrinen Fettgewebsfunktion durfte einen entstgralen Fortschritt in der Therapie
globaler Gesundheitsprobleme wie Adipositas, desaM#ischen Syndroms und deren
Komplikationen bedeuten. Des Weiteren konnten sideue pathogenetische
Erklarungsmodelle fiir derzeit noch weitestgehengetstandene Phanomene wie das
LAdipositas-Paradoxon” oder auch der bei schwererztisuffizienz gehauft auftretenden
kardialen Kachexie ergeben.

Doch auch die Modifikation klassischer rezeptiveettfewebsfunktionen wie der

Insulinsensitivitat und adrenergen Sensitivitat i@n Entscheidendes zum Verstandnis



dieser zunehmenden Gesundheitsproblematik beitrageth wichtige therapeutische

Optionen fur die Zukunft eréffnen.

1.1.2.3 Regulation der Glukosehomoostase

Das aus den R-Zellen des Pankreas bei Glukoselredaatisgeschuttete Insulin dient der
Normalisierung des Blutzuckerspiegels durch Hemmadeighepatischen Glukoneogenese
sowie Stimulation des Glukosetransports aus demaExt den Intrazellularraum (Saltiel
und Kahn, 2001). Glukose wird in den Zellen als $h#t des Energiestoffwechsels
bendtigt. Skelettmuskulatur galt lange Zeit neben ldeber als priméres Zielorgan der
Insulinwirkung. Dem Fettgewebe wurde diesbeziglakenfalls eine marginale Rolle
eingerdumt. Neueren Studien zufolge muss Fettgalepss trotz anteilig insgesamt
geringerer insulinvermittelter Glukoseaufnahme dahn eine wichtige physiologische
Bedeutung in der Stoffwechselregulation beigemesgerden. So besitzen Mause mit
einem selektivenknock-out des Insulinrezeptors in der Muskulatur eine normale
Glukosetoleranz (Bruninget al, 1998) wahrend solche mit einelknock-out des
insulinabhangigen Glukosetransportmolekils GLUT4 irettgewebe eine deutlich
schlechtere Glukosetoleranz aufweisen (Abiebl, 2001). Des Weiteren filhren sowohl
Adipositas als auch das Fehlen von Fettdepots béigatrophiesyndrom zur
Insulinresistenz und pradisponieren zur Entwicklugiges Typ Il Diabetes mellitus
(Gavrilovaet al, 2000).

Insulin bindet zur Ausilbung seiner Funktion an eirspezifischen Insulinrezeptor,
welcher anschlieBend eine komplexe Signaltransoigkiaskade in Gang setzt, an deren
Ende verschiedene metabolische Vorgange in dee Bekinflusst werden. Insulin fordert
im Fettgewebe Zelldifferenzierungs- und -wachstuongéinge. An adulten Adipozyten
steigert es die Glukoseaufnahme und erhoht danebeoh die Lipid- und
Proteinbiosynthese und wirkt somit entgegengesaizkatabolen 3-adrenergen Reizen.
Stérungen der Insulinsignaltransduktion werden féime reduzierte Sensitivitat
insulinempfindlicher Gewebe bei Adipositas verantiich gemacht (Pessin und Saltiel,
2000; Saltiel und Kahn, 2001). So konnte gezeigtem, dass bei krankhafter Adipositas
die Aktivitat diverser Molekile der Insulinsignaliteade in der Skelettmuskulatur
reduziert ist (Goodyeaet al, 1995). Gleichzeitig wird eine Stérung der Inswiirkung
durch die vermehrte Ausschittung von Adipokinen Wieptin u.a. bei Adipositas

angenommen.



Insulinresistenzsituationen und Hyperinsulinamienén bei Ubergewichtigen im Sinne
einescirculus vitiosuszur Entwicklung von Adipositas beitragen bzw. diesgerhalten.
Ursachlich ist die zur Hemmung der Lipolyse wesehntl geringere bendtigte
Insulinmenge. Auf diese Weise kann Insulin auch gestortem insulinabhéngigen
Glukosetransport weiterhin seine antilipolytischeirRdnhg entfalten, wodurch eine
Gewichtsreduktion beim Metabolischen Syndrom ergchwird (Kahn und Flier, 2000).
Andererseits kommt es bei Ubergewicht und Insusiistenz u.a. durch das Uberwiegen
sympathoadrenerger Wirkungen gegenuber der anttgamhien Insulinwirkung zu einer
vermehrten Freisetzung von freien Fettsaufexe (fatty acidsFFA) aus dem Fettgewebe.
Imbalancen zwischen Speicherung und Freisetzung RFoAR fihren zu weitreichenden
metabolischen Konsequenzen und sind mit erhdhtetidkeaskularen Risiken verbunden.
Chronisch erhoéhte FFA-Plasmakonzentrationen vechesalnsulinresistenz an Leber und
Muskulatur, stimulieren die Glukoneogenese und oldeshtern bei genetisch
pradisponierten Personen die Insulinsekretion am Bankreas (Lafontagt al, 2005).
FFA stellen daher mdglicherweise ein entscheidendesindungselement zwischen
Adipositas und dem Auftreten von Insulinresistenm WDiabetes mellitus 1l dar. Das
Aufdecken von Kontrollsystemen der Lipidhoméostasd Mechanismen der Freisetzung
von FFA aus dem Fettgewebe ist daher von grof3ezlBedg.

Neben Katecholaminen haben sich Natriuretische idRegls lipolytisch hochwirksam
erwiesen (Sengenet al, 2000). Coralie Sengenées und ihre Mitarbeiter kemim Jahre
2000 mit ihrer Veroffentlichung zeigen, das Nattische Peptide direkte Wirkungen an
humanem Fettgewebe entfalten. Bereits zuvor hatteschiedene Forschungsgruppen die
Existenz von Natriuretischen-Peptid-Rezeptoren (N§&vohl an Adipozyten von Nage-
tieren (Jeandedt al, 1989), als auch an humanen Fettzellen nachwé&isenen (Sarzani
et al, 1996). Der lipolytische Effekt Natriuretischer gede konnte sich damit als
wichtiges Element einer Erklarungstheorie zur Pgaltlysiologie des Metabolischen

Syndroms und assoziierter Folgeerkrankungen erweise

1.1.3 Das Natriuretische Peptidsystem und BNP

Das Natriuretische Peptidsystem ist seit mehr &sJahren bekannt. 1981 machten
Adolpho de Bold und seine Mitarbeiter eine entsttede Entdeckung fur das Verstandnis
der Physiologie des Herz-Kreislauf-Systems und Glearakterisierung des Herzens als
endokrines Organ: Sie konnten am Rattenmodell meid@ss die Injektion eines Extraktes
aus Herzvorhofgewebe die Natriurese anregte undBiigdruck senkte (de Bolét al,
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1981). Diese Beobachtung fiihrte zur Entdeckungr dtaenilie von Peptiden, die sich in
ihrer biochemischen Struktur nur wenig unterscheidend den Elektrolyt- und
Wasserhaushalt des Organismus beeinflussen. Nedyan,Rrototyp“ der Natriuretischen
Peptide (NP), dem damals zuerst charakterisigktealen Natriuretischen PeptiANP),
wurden in den folgenden Jahren weitere Peptideamidichen Eigenschaften entdeckt:
1988 dasBrain Natriuretic Peptidd BNP, siehe Abb. 2) undrodilatin, wenig spater das
C-type Natriuretic PeptidéCNP) (Sudohet al, 1988; Michels und Tarnow, 2001). BNP
wurde urspringlich aus Schweinegehirn extrahied daherBrain Natriuretic Peptide
genannt. Da es spater in sehr viel hoheren Koretéotten im Herzen von Mensch und
Tier nachgewiesen werden konnte, wird als korrek®ezeichnung inzwischen immer

haufiger B-type Natriuretic Peptidegewahlt.

Abb. 2: Schematischer Aufbau de8-type Natriuretic Peptid§BNP) (Vogeser, 2000)

Natriuretische Peptide werden von unterschiedlicBaweben im Koérper gebildet und
freigesetzt. ANP wird hauptsachlich im Vorhofmyakarsynthetisiert, BNP im
Ventrikelmyokard. Beide zusammen werden auch alardi&les Natriuretisches Peptid-
System® (KNPS) bezeichnet (Sarzaei al, 2008b). CNP scheint v.a. im zentralen
Nervensystem sowie am GefalRendothel vorzukommendildtin wurde aus distalen
Nierentubuli isoliert. Die beiden zuletzt genannigptide konnten im Blutplasma kaum
detektiert werden. lhnen wird daher eine primamakane Funktion zugeordnet (Michels
und Tarnow, 2001).

Durch intensive Erforschung der Eigenschaften diese entdeckten Faktoren konnte in
den vergangenen Jahren deren weites Wirkungsspektnfigezeigt werden, welches sich
neben den bekannten Effekten auf die Volumen- uhdBickhomdostase des Kdorpers
auch auf Entzindungsvorgange, Umbauvorgange des kdviy® bei kardialer
Hypertrophie, katabole Effekte im Lipidmetabolismusid das Knochenwachstum
erstreckt (Holtwicket al, 2003; Molkentin, 2003; Pottet al, 2006).
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Die Wirkungen werden dabei Gber zwei verschiedeezeBtoren vermittelt: jeweils einen
Guanylatcyclase-Rezeptor A (= NP-Rezeptor A; NPR1AJ —B (NPR-B). Die membran-
gebundene Guanylatcyclase wandelt Guanosintriplogi@irP) in zyklisches Guanosin-
monophosphat (cGMP) um, welches s¢€ond messengmgiert und das Rezeptorsignal
in der Zelle weiterleitet. Der Abbau der Natriusetien Peptide erfolgt im Wesentlichen
Uber sogenannte Clearance-Rezeptoren (NPR-C), &velahe Peptide Uber
rezeptorvermittelte Endozytose internalisieren wed lysosomalen Hydrolyse zuflihren
(Cohenet al, 1996). In deutlich geringerem Umfang werden Na#tische Peptide auch
durch neutrale Endopeptidasen v.a. bei der Lunge Leberpassage eliminiert. Der
NPR-C scheint zudem andere modulierende Effektalaumszu kdnnen (Anand-Srivastava
et al, 1990; Potteet al, 2006). Neben der unterschiedlichen VerteilungRiezeptoren an
den Zielorganen ist das Bindungsverhalten der wedenen Natriuretischen Peptide an

die 0.g. Rezeptoren (siehe Tab. 1) malRgeblichdigrdHaupteffekte.

Natriuretische Rezeptoren

Peptide NPR-A NPR-B NPR-C
ANP +++++ +++++
BNP ++++ +++
CNP +++++ ++++

Tab. 1: Relative Bindungsaffinitat einiger Natriuretischer Peptide an denNatriuretic Peptide Receptor
(NPR). ANP und BNP stimulieren NPR-A mit ahnlicher Affiat, CNP hat auf diesen Rezeptor keinen
Effekt. NPR-B wird hingegen ausschlie3lich durch RCNtimuliert. An den Clearance-Rezeptor NPR-C
binden alle Natriuretischen Peptide, BNP jedoch waemigsten (Tabelle modifiziert nach (Koller und
Goeddel, 1992)).

(+ = Affinitatsgrad)

Die kardialen Natriuretischen Peptide ANP und BNEwibken an der Niere eine
gesteigerte glomerulare Filtrationsrate und die abeke Natriurese. Das Renin-
Angiotensin-System wird gehemmt. Sie fihren zu reer@6hten Gefal3permeabilitat und
reduzieren den peripheren Widerstand durch ihremktionellen Antagonismus auf
vasokonstriktorische Reize. Die Senkung des Synim#tinus an der GefalRmuskulatur
fuhrt zur Dampfung von Barorezeptoren und konsekgferingerer Freisetzung von
Katecholaminen. Auf diese Weise wird einer RefleRikardie und Vasokonstriktion,
welche durch die Blutvolumenreduktion auftreten ddgir, entgegengewirkt (Michels und
Tarnow, 2001). Das KNPS ist somit maRRgeblich anBlietdruck- und Volumenregulation

des Korpers beteiligt.
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Der Nachweis von NP-Rezeptoren u.a. an humanenogyien regte weitere Studien zur
Wirkung der Natriuretischen Peptide an (Sarzahial, 1996). Im Jahr 2000 konnte
erstmals nachgewiesen werden, dass ANP und BNRherh Malde lipolytisch wirken

(Sengenegt al, 2000). lhre lipolytische Potenz ist dabei vergiiar mit derjenigen von

3-Sympathomimetika, wird jedoch Uber einen sepayatait [3-Blockern nicht zu

hemmenden cGMP-Signalweg vermittelt (siehe Ablur8) unterliegt nicht der Kontrolle

durch das anabol wirkende Insulin (Sengesieal, 2003; Moroet al, 2004; Lafontaret

al., 2005).
: BNP
NPR-A

NPR-C Guanylatcyclasg

Adipozyt

Fettvakuole!

Lipolyse

. |

Freie
Fettsauren
und Glyzerin

Abb. 3: Schematische Darstellung der Lipolysewirkung von BIP am Adipozyten

Natriuretische Peptide wie BNP wirken an Adipozytdarch Bindung an den Natriuretischen-Peptid-
Rezeptor A (NPR-A) lipolytisch. Unabhangig vom awregen Signaltransduktionsweg wird durch
Aktivierung der Guanylatcyclase cyclisches Guanosinophosphat (cGMP) gebildet und die Proteinkinase
G (PKG) aktiviert. Dies fuhrt wiederum zur Stimudat der Hormonsensitiven Lipase (HSL) und zur
Freisetzung von freien Fettsauren und Glyzerin.

Adaquater Reiz zur Freisetzung der kardial syndéieten Natriuretischen Peptide ANP
und BNP ist eine Erh6hung der Wandspannung von &eldlzw. Kammermuskulatur z.B.

durch Anstieg der Fullungsdriicke bei arteriellem pélyonus oder zentralvendser
Volumenzunahme. Beide Peptide besitzen bei &hmlicliezeptoraffinititen und

Plasmakonzentrationen dementsprechend vergleichdakeingen. Unter physiologischen
Bedingungen liegt der ANP-Plasmalevel jedoch etwhnmal hdher als derjenige von
BNP (Mukoyamaet al, 1991). Dessen Hauptfunktion besteht bei kardiaviéas
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Gesunden am ehesten in einer parakrinen Regula@onkardialen Muskelmasse und
Hemmung fibrotischer Umbauvorgdnge am Herzen (Taraual, 2000; Rademaker und
Richards, 2005), wahrend ANP vorwiegend als Regulater oben beschriebenen
Blutdruck- und Volumenhomdoostase fungiert.

Als Normwerte fir BNP gelten Plasmalevel < 20 pg/mélche jedoch in Abhéangigkeit
von Geschlecht, Alter, genetischen und nutritivektéren variieren konnen (Mukoyama
et al, 1991). Unter pathologischen Bedingungen wie beB einer Herzinsuffizienz nimmt
die BNP-Sekretion aus dem Ventrikelmyokard indestark zu und erreicht &hnliche oder
sogar héhere Plasmawerte als ANP (Yasual, 1994; Rademaker und Richards, 2005).
Im Gegensatz zu ANP wird BNP dabei ausschliel3lieim Wentrikelmyokard freigesetzt
und kann als spezifisch dafir betrachtet werdens@¥aet al, 1994). Priméres
Sekretionsprodukt ist das Prohormon Pro-BNP. Efititenach seiner Freisetzung in zwei
Bruchstiicke: das biologisch aktive Hormon BNP urad dhaktive NT-proBNP. BNP
besitzt eine deutlich hdhere Plasmahalbwertszaitl @ine grofRere Stabilitat als ANP
(Mukoyamaet al, 1991; Buckleyet al, 1999). Zudem wird BNP deutlich schneller
freigesetzt, welches seine mdgliche Rolle als ,&kBhase-Peptid bei drohender
ventrikularer  ,Uberfullung®  unterstreicht  (Nakagawaet al, 1995). Die
Plasmakonzentrationen von BNP und NT-proBNP sind éeer Reihe unmittelbar
kardialer (z.B. Herzinsuffizienz, diastolische Dysktion, Herzklappenerkrankungen),
aber auch einigen nur indirekt das Herz betreffandeErkrankungen
(Lungenarterienembolie, pulmonalem Hypertonus, Sgpgnifikant erhdht (Felkest al,
2006). Verschiedene Studien tber BNP haben dese&eg Potential als diagnostischer
Marker fur linksventrikulare Funktionsstorungen taéigt. Es konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass die Hohe der BNP- bzw. NT-proBNP-Pégmsegel mit der Schwere der
kardialen Dysfunktion korreliert und als prognostigelevant gilt (Luchneet al, 2003).
Das NT-proBNP, welches vivo eine noch hohere Halbwertszeit als BNP besitztsicht
inzwischen sogar als besserer Biomarker fur kaedibulare Morbiditat und Mortalitat als
das bekannte C-reaktive Protein (CRP) erwiesentdiiset al, 2005). Die Bestimmung
der BNP- oder NT-proBNP- Blutwerte eignet sich urBerucksichtigung der jeweiligen
klinischen Untersuchungsbefunde insbesondere zwagriose, Therapiekontrolle und
Prognose der akuten oder chronischen HerzinsuffiziBei Patienten mit akuter Dyspnoe
hat sich beispielsweise als oberer Normwert ein®Basmakonzentration von 100 pg/ml

zur Diagnose einer Herzinsuffizienz etabliert.
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Die beschriebenen positiven Eigenschaften kardidlatriuretischer Peptide auf das
kardiovaskulare System werden inzwischen auch pleetésch genutzt.Nesiritide
(Natrecor®), eine rekombinante Form des humanen,Biifd z.B. in der Behandlung der
akuten dekompensierten Herzinsuffizienz erfolgreieingesetzt (Sciosinc., 2009).
Zustande, welche die normalen Plasmakonzentratiom@nkardialen Natriuretischen
Peptiden erniedrigen, fuhren hingegen moglichemveis negativen kardiovaskularen
Folgeerscheinungen. Warmg al. konnten zeigen, dass sich die Plasmakonzentraton
BNP und NT-proBNP im Prinzip umgekehrt proportibnam BMI verhélt (Wanget al,
2004). Dieser Effekt zeigte sich sowohl bei hypesteen als auch normotensiven
Individuen mit steigendem BMI. Das Vorliegen eimgabetischen Stoffwechsellage war
ebenfalls mit niedrigen Plasmakonzentrationen MNedtischer Peptide assoziiert. Adipdse
Diabetiker wiesen die niedrigsten Natriopeptid-Wertauf. In vorangegangenen
experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dasschen der Reduktion der
Natriopeptid-Sekretion und salzsensitivem artezrelHypertonus eine positive Korrelation
besteht (Johrt al, 1995). Da das Natriuretische Peptidsystem eirdiiSselrolle in der
Volumen- und Blutdruckregulation spielt, konntees# Beobachtungen einen Beitrag zur
Erklarung der Anfélligkeit adipdser Menschen fle @ntwicklung arterieller Hypertonie
als einer Komponente des Metabolischen SyndronsseleiDes Weiteren wird in den
erniedrigten  BNP-Plasmakonzentrationen bei Ubergawien und adipdsen
Herzinsuffizienzpatienten eine mdgliche Erklarureg gAdipositas-Paradoxons” gesehen,
da sich diese Patienten aufgrund ihres erhdhtetvd@lumens bereits bei geringgradiger
Herzinsuffizienz mit Symptomen einer kardialen Dyse in arztliche Diagnostik und
Therapie begeben kdnnten (Arena und Lavie, 2010).

FUr Natriuretische Peptide wurden auch direkte kiffeam Fettgewebe beschrieben und
mit dem Metabolischen Syndrom in Verbindung gebradie schon erwahnte lipolytische
Wirkung und die Freisetzung von FFA ist mdglichesedediglich eine von noch weiteren
bislang unbekannten direkten Fettgewebswirkungenh Relevanz fir die systemische
Glukose- und Lipidhomoostase. Vor diesem Hinterdrugrscheint die Erforschung
maoglicher weiterer direkter Effekte NatriuretischBeptide an Fettgewebe und deren
Auswirkungen auf entscheidende pathogenetische dflides Metabolischen Syndroms
von besonderer Bedeutung. BNP eignet sich dazurundgseiner oben genannten
Eigenschaften als Markersubstanz wichtiger FolgeeRungen des Metabolischen
Syndroms sowie seiner im Vergleich zu ANP langdPéasmahalbwertszeit und héheren

Stabilitat in besonderem Mal3e.
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1.2 Fragestellung

Aufgrund der genannten Eigenschaften von BNP solitedieser Dissertation folgende
Fragen zu dessen Wirkung auf adipozytare Schliisgelbnen geklart werden (siehe Abb.

4).

1. Zeigt die Gabe von BNP Auswirkungen auf dasddéhzierungsverhalten oder

die thermogenetische Potenz brauner Adipozyten?

2. Beeinflusst BNP die endokrine Adipozytenaktivitdurch Verdnderung der

Genexpression wichtiger Adipokine?

3. Werden Elemente der Insulinsignalkaskade dudR Bhodifiziert und ist dies

fur die zellulare Insulinsensitivitat relevant?

Thermogenese?
Differenzierung?

: BNP
NPR-A

// Insulinrezeptc

Insulinsignalkaskade /-sensitivitat?

Endokrin e Aktivitat?

Abb. 4: Schematische Darstellung potentieller Effekte voBNP auf die Fettzellphysiologie

Besitzt BNP neben seiner lipolytischen Wirkung emt direkte Effekte an Fettzellen? Kann BNP

adipozytare Schlusselfunktionen wie die Thermogendie endokrine Aktivitat oder die Insulinsenstév

modifizieren?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Zellmodell

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Untegnsingen wurden an einer vom
Laborleiter entwickelten Zelllinie murinen brauneEettgewebes durchgefihrt. Es handelt
sich dabei um braune Praadipozyten, welche ausimkenskapuléren braunen Fettgewebe
einer neugeborenen Wildtyp-Maus gewonnen wurdemctbinfektion dieser Zellen mit
dem retroviralen VektopBabewurde dasSimian-virus-40 T-Antigeiibertragen, wodurch
die Praadipozyten immortalisiert wurden. Durch Eeren in flissigem Stickstoff kbnnen
die so gewonnenen Zellen bis zu ihrem Gebrauchggdlaverden. Es konnte gezeigt
werden, dass die Prdadipozyten nach dem Auftaueh Differenzieren zu adulten
Adipozyten alle wichtigen Charakteristika des Fettgbes zeigen und sich ohne Verlust
ihrer Eigenschaften Gber mehr als 30 Passagervikuéin lassen (Kleirt al, 2002). Das
beschriebene Zellmodell hat sich daher zur Erfarsghder Fettzellfunktion unter dem
Einfluss verschiedener Substanzen als sehr geesgwedsen (Kleiret al, 2000; Krauset

al., 2002; Westphal, 2005).

2.1.2 Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Acrylamid ,Rotiphorese Gel 30¢ Roth (Karlsruhe)
Agarose MP AppliChem (Darmstadt)
Ammoniumpersulfat (APS) Serva (Heidelberg)
Amphotericin Invitrogen (Karlsruhe)
Aprotinin Sigma (Deisenhofen)
Aqua dest. eigene Destillieranlage
BM1/2-Cyclin Roche (Mannheim)
Bovines Serumalbumin (BSA) =

Albumine Bovine Fraction (ABF) Biomol (Hamburg)
Brain Natriuretic Peptide 32 (BNP, Ratte) Sigr8te(nheim)
Chloroform Merck (Darmstadt)

CIR3 (CL 316, 243) Sigma (Deisenhofen)
1,4-Dithiotheitrol (DTT) Invitrogen (Karlsruhe)
2-Deoxy-[*H]Glukose NEN Life Sciences Productsdigich)
Diethylcyanophosphonat (DEPC) Fluka (Steinheim)
Dexamethason Sigma (Deisenhofen)
dNTP's PeglLab

Dulbecco’s modifiziertes Eagle-Medium

(DMEM) mit Glucose, Pyridoxin und Glutam@ax Invitrogen (Karlsruhe)
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Chemikalie
EDTA (Titriplex II)

Entwickler G153

Ethanol

Ethidiumbromid

5x First Strand Buffer

Fetales bovines Serum (FBS)
Fixierer G354

Formalinlésung ,Accustain” (10 %)
Glukose

Glycerol (85%)

Igepal

Indomethazin

Insulin (bovin)

Isobutylmethylxanthin (IBMX)
Isopropanol fir RNA-Versuche
Isopropanol fur Oil-Red-O-Farbungen
Isoproterenol

Leupeptin

2-Mercaptoethanol

Methanol
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-Ethan-
Sulfonsaure (HEPES)
Natriumchlorid

Natriumorthovanadat
Oil-Red-O-Farbstoff

Oligo dt-Primer

2-Propanol

PBS-Tabletten
Penicillin/Streptomycin
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
RNase-Inhibitor

SDS

SuperScript Il Reverse Transkriptase
SYBR Green Mix
Szintillationsflussigkeit Aquasafe 300 plus
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trijodthyronin (T3)

TRIS

Trizol Reagenz

Trypsin-EDTA

Tween 20

Hersteller

Sigma (Deisenhofen)
AGFA (Belgien)
Merck (Darmstadt)
Roche (Mannheim)

Invitrogen (Karlsruhe)

Sigma (Taufkirchen)
AGFA (Belgien)

Sigma Diagnost{tJSA)
Merck (Darmstadt)
Apotheke der Universitat zu Lubeck

Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)

Roth (Karlsruhe)

Sigma (Steimhe
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Steinheim)

Baker (Niederlande)

Biomol (Hamburg)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Steinheim)
Roche (Mannheim)
Merck (Darmstadt)
ICN Biomedicals Inc. (USA)
BioWhittaker (Belgien)
Fluka (Neu-Ulm)
Roche (USA)
Fluka (Steinheim)
Invitrogear(gtuhe)
Qiagen (Hilden)
ICNbBiedicals (Meckenheim)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Deisenhofen)
Biomol (Hamburg)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Sigma (Deisenhofen)

2.1.3 Verbrauchsartikel

Verbrauchsartikel

Bradford-Protein-Assay
Chemolumineszenz-Kit (Maus/Kaninchen)
Chemilumineszenz-Filme

Hersteller

Bio-Rad (Munchen)
Roche Diatjpe GmbH (Mannheim
Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg)
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Verbrauchsartikel Hersteller

Falcon-Rohrchen Sarstedt (NUmbrecht)

Filter ,Steritop Express plus“(Porengrdf3e 0,22unil)ipbre Corporation (USA)

Filterpapier Whatman International Ltd. (Englanc

15cm + 10cm Kulturschalen Sarstedt (NUmbrecht)

5,5cm Kulturschalen Nalge Nunc International (Déag)

12-Bucht-Kulturschalen fur

Glukose-Aufnahmeissays Corning Inc. (USA)

Kivetten zur Protein-Photometrie Brand (Wertheim)

Kivetten zur RNA-Photometrie Eppendorf (Hamburg)

Mikrotiterplatten MikroAmp. (96 Buchten) Appliedidgystems (USA)

Nitrozellulosemembranen Protan BA 85 Schleicher 8ohuell (Dassel)

Parafilm ,M* American National Can. (USA)

Pipettenspitzen ,Biospere Filter Tips*® Eppendétbmburg)

Pipettenspitzen (normal) Sarstedt (NUmbrecht)

Proteinmarker BenchMark Prestained Invitrogen Igtahe)

Optical Caps fur die Mikrotiterplatten Applied Bygstems (USA)

QuantiTect™ SYBR-Green PCR Kit Qiagen (USA)

Reagiergefalle (,Eppis®) Sarstedt (NUmbrecht)

RNeasy Mini Kit Qiagen (USA)

Stabpipetten Sarstedt (NUmbrecht)

Szintillationsréhrchen Sigma (Deisenhofen)

Wattestabchen (steril) NOBA Verbandmittel Danz Ginb
Co. KG (Wetter)

Zellschaber Sarstedt (USA)

2.1.4 Gerate

Gerat Hersteller

Analysenwaage Sartorius (Gottingen)

3-Zahler 1409 Wallac (Turku, Finnland)

Bench ,Nuaire” Zapf Instruments (Sarstedt)

Begasungs-Brutschrank Typ B5060, EK CO2 Heraeg#efGde)

Bio-Photometer Eppendorf (Hamburg)

Elektronikrihrer Typ M23 Internat. Laborat. Appattingen)

Elektrophorese-Kammer zur RNA-Auftrennung  Peqlatt@&thnologie GmbH

Elektrophorese-Netzgeréat ,,Consort ES802* VWR (Beiyi

Elektrophorese-Netzgerat ,Power Pac 300" BioRadr{bhen)

Filmkassetten ,Hypercassette™* Amersham Pharnticigech
(Freiburg)

GelgielRvorrichtung BioRad (Munchen)

Gelelektrophoresekammer ,Mini-Protean 3" BioRadifMhen)

.Karussell” /“Rotiergerat* Renner GmbH (Dannstadt)

Mikroskop Olympus CK2 Olympus (Hamburg)

Multifuge 3 S-R Heraeus (Osterode)

Multistepper ,Multipette plus* Eppendorf (Hamburg)

PCR-Geréat “Abi Prism 7000” Applied Biosystems (USA

Pipettboy “Accu-Jet” Brand (Wertheim)

Pipetten ,Eppendorf research* Eppendorf (Hamburg)

Polaroid MR4 Land Camera (fir RNA) Polaroid
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Gerat

Schwenker

UV-Lampe

Schuttelgerat “Vortex-Genie 2”

Thermomixer compact
Transfervorrichtung

Wasserbad Typ 3044

Wippe “Duomax 1030”

Zentrifuge “Biofuge fresco/Rotor 3765”
Zentrifuge “miniSpin plus”

Hersteller
Scientific Indussi(Bohemia, USA)

Hassa (Lubeck)
Eppendorf (Hamburg)
Biorad (Miunchen)
Vilbert Lourmat (Frankreich)
Kottermann (Hanigsen)
Heidolph Instruments
Heraeus t@€sde)
Eppendorf (Hamburg)

2.1.5 Antikérper

Antikdrper von Cell Signaling Technology Inc. (USA)

Phospho-p70S6

Anti-Phospho-AKT, Anti-Phospho-p38-MAPK, Anti-Phdep-44/42-MAPK, Anti-

Antikorper von Chemicon International (USA):

| Anti-UCP-1
2.1.6Primer
Primer von Biometra (Géttingen):
HPRT
Sense: GTT GGATAC AGG CCAGACTTT GT
Antisense: CAC AGG ACT AGA ACACCTGC
Adiponectin
Sense: CTT AAT CCT GCC CAG TCATGC
Antisense: CCA TCC AACCTG CAC AAGTTC
ATRAP
Sense: TGC TTGGTG TTC TCAAGC TCC
Antisense: AAG CCA CCA AGA AAC ATG CC
Leptin
Sense: ACA CAC AGC TGG AAACTC CCA
Antisense: GAT TGA AAG CAG CACCCCA
MCP-1
Sense: GCCCCACTCACCTGCTGCTACT
Antisense: CCT GCT GCT GGT GAT CCT CTT GT
UCP-1
Sense: ATG GTG AAC CCG ACAACT TCC GAA GTG
Antisense: GTA CTG GAAGCC TGG CCT TCACCT TGG
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2.1.7 Nahrmedien, Puffer, Stammldsungen und Reagaen

2.1.7.1 Nahrmedien

Basalmedium:
DMEM

Differenzierungsmedium:

DMEM

Induktionsmedium:
Differenzierungsmedium

Starvingmedium

Konzentration/Menge Substanz
+20 % FBS
+10 mM BM-Cyclinl oder 2
+ 1 pg/ml Amphotericin
+ 100 U/ml Penicillin
+ 100 pg/mi Streptomycin
+20 % FBS
+ 20 nM Insulin
+1nM T3
+ 100 U/ml Penicillin
+ 100 pg/mi Streptomycin
+ 2 ug/ml Dexamethason
+ 500 uM IBMX
+ 250 uM Indomethazin

(Hungermedium): = DMEM
2.1.7.2 Puffer und Stammlésungen

Konzentration/Menge Substanz
Blockierpuffer: 3% BSA in Waschpuffer
Laemmli-Puffer
(5-fach konzentriert):

1mi Bromphenolblau (0,1 ¢

0,5 ml NaHPOJ/NaH,PO,

(A M, pH 7,0)

5 ml Glycerol

1lg SDS

500 mM DTT

cum Aqua dest. ad 10 ml

Elektrophoresepuffer
(10-fach konzentriert):

60,6 g TRIS

285¢g Glycin

6,79 EDTA (= Titriplex)

209 SDS

cum Aqua dest. ad 2000 ml
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Lysepuffer-Stammldsung:

Lysepuffer-Gebrauchslosungq:
Lysepuffer-Stammlésung

Phosphatpuffer (PBS)
(einfach):

Konzentration/Menge

Substanz

50 mM
137 mM
1mM

1 mM
10 mM
10 mM
2 mM
10 %
0,5%

HEPES

NaCl

MgCi}

Cadl

NaP.O-

NaF

EDTA = Titriplex Il
Glycerol

NP40 = Igepal

cum Aqua dest. ad 1000 ml
Lagerung bei + 4 °C; pH 7,4

+ 10 pg/ml
+ 10 pg/ml
+2mM
+2mM

0,29
0,29
89
1,44 ¢g

Aprotinin
Leupeptin
Natriumorthovanadat
PMSF

KCI

KHPOy

NacCl
NgHP O, 2H,0

cum Aqua dest. ad 1000 ml
pH 7,4 bei Raumtemperatur
(~25°C)

Phosphatpuffer (PBS) fur die Zellkultur:

TBE-Puffer:

Transferpuffer-Stammldsung
(10-fach konzentriert):

Transferpuffer-Gebrauchslésung

(einfach):

1 PBS-Tablette

cum Aqua dest. ad 100 ml

890 mM Borsaure

20 mM EDTA

890 mM TRIS-Base
cum Aqua dest. ad 500 ml,
pH 8,0

144 ¢g Glycin

309 TRIS
cum Aqua dest. ad 1000 ml
Lagerung bei + 4 °C

100 ml

Transferpufferstammldsung

+

200 ml

Methanol

cum Aqua dest. ad 1000 ml
Lagerung bei + 4 °C
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Waschpuffer:

Konzentration/Menge

Substanz

150 mM
10 mM
0,05 %

cum Aqua dest. ad 2000 ml,
Lagerung bei + 4 °C, pH 7,2

NacCl
TRIS
Tween

2.1.7.3 Reagenzien

Konzentration/Menge Substanz
DEPC-Wasser:

500 ml Aqua dest.

500 pl DEPC
Krebs-Ringer-HEPES-L6sung:

1,25 mM CaaGl

20 mM HEPES (pH 7,4)

4,7 mM KCI

1,25 mM MgS®

136 mM NaCl

cum Aqua dest. ad 1000 ml
pH 7,4
Mastermix | zur cDNA-Synthese:
5 ug RNA + 4 nM Oligo-dT-Primer
+ 2,5mM dNTP-Mix
ad Aqua dest.

Mastermix Il zur cONA-Synthese:

50 % Vol. 5x Puffer

25 mM DTT

1,25 U/ul RNase Inhibitor

25 U/ul Super Script II

ad Aqdest.

Reaktionsmix fir die guantifizierende PCR:

55 % Vol.
0,9 mM
0,9 mM

2 ul cDNA

(Gesamtreaktionsansatz 25 p

SYBR Green Mix

Primer upstream

Primer downstream
ad Aquatde
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Konzentration/Menge Substanz

Oil-Red-G-Stammldsung:

0,59 Oil-Red-OFarbstoff
+ 100 mi Isopropanol
Oil-Red-OGebrauchslésung:
60 % vol. Stammldsung
40 % vol. Aqua bidest.

filtern durch ein
Whatman-Filterpapier

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Braune murine Praadipozyten (siehe Abb. 5, S. 25)wbn Prof. Dr. Johannes Klein
etablierten FVB-Zelllinie (Kleinet al, 2002) wurden nach dem Auftauen auf einer im
Durchmesser 15 cm messenden Kulturschale bei 37un€ 5 % CQ-Gehalt der
Umgebungsluft in 25 ml antibiotikahaltigem Basalnueal kultiviert. Bei einer Zelldichte
von 70-80 % wurden die Praadipozyten unter modlidk@marmen Kautelen nach
zweimaligem Waschen mit auf 37 °C erwarmter PBS4bgsdurch Zugabe von 2,5 ml
Trypsin-EDTA (ebenfalls 37 °C) von ihrer Unterlagelost. Nach maximal 5 Min.
Einwirkzeit wurden die Zellen in 30,5 ml Grundmediuaufgenommen. Mit der so
gewonnenen Zellsuspension konnten nun Tochterschedenpft werden. Je nach Groéfe
der zu beimpfenden Tochterschale wurde in diesee eemtsprechende Menge

Differenzierungsmedium vorgelegt und Zellsuspensiozugegeben:

10 cm-Kulturschale: 7 ml Diff.-Med. + 3 ml Zellquension
12-Bucht-Kulturschale: 2 ml Diff.-Med. + 7 Tropf&iellsuspension
5,5 cm-Kulturschale: 4 ml Diff.-Med. + 1,5 ml Zglispension

Zur Kultivierung weiterer Zellpassagen wurden 3 wohtr Zellsuspension auf die
Mutterplatte zuriickgegeben und mit 25 ml Grundmedawfgefullt.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Abb. 5: Murine braune Praadipozyten
Native murine Praadipozyten der FVB-Zelllinie einkag nach Aussaat in eine 5,5 cm-Kulturschale
(nativ, 200-fache Vergrol3erung)

2.2.2 Zelldifferenzierung

In den Tochterschalen wurden die Zellen nun bishzer vollen Ausdifferenzierung zu
adulten braunen Fettzellen kultiviert. Nach Erreitleiner vollstandigen Konfluenz der
Zellen innerhalb von 3-5 Tagen wurde die Ausdiffierung durch Inkubation in 10 ml
Induktionsmedium Uber 20-24 h angeregt. Im Folgandarden die Zellen alle 1-2 Tage
mit je 10 ml frischem Differenzierungsmedium prdh8le versorgt. Der Differenzierungs-
fortschritt wurde dabei taglich mikroskopisch katiiert. 5-7 Tage nach der Induktion
waren die Adipozyten vollstandig ausdifferenzierindu zeigten die typischen
multivakuoléaren Fettansammlungen (siehe Abb.6).

Adulte Adipozyten mit typischen perinukledren medkuolaren Fettansammlungen nach 9-tagiger
Kultivierung in Differenzierungsmedium (nativ, 288che Vergrol3erung)
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2.2.3 Zellfarbung ©Oil-Red-OFarbung)

Um Auswirkungen der Stimulationsexperimente auf diettzelldifferenzierung zu
untersuchen, wurden die Zellen mit dem fettspezhfem FarbstoffOil-Red-O nach
zweimaligem Waschen mit PBS und mindestens 15-mg@dtFixierung mit 10-
prozentiger, neutral gepufferter Formalinlésung fiirh bei Raumtemperatur gefarbt.
Uberschissiger Farbstoff wurde anschlieRend mitaAdpst. abgesplilt. Die so angefarbten
Zellen wurden mit Hilfe eines Scanners der FirAewlett Packardin einen Computer

eingelesen sowie mikroskopisch vergrof3ert fotografi

2.2.4 Hungerperiode und Zellstimulation

Vor der Durchfihrung der Stimulationsexperimenteden die adulten Adipozyten fir 24
h in Starving-Medium inkubiert. Anschliel3end wurtch Versuchsschema entweder mit
BNP oder zur Positivkontrolle mit Insulin bzw. deynthetischen 33-Rezeptor-Agonisten
CIR3 stimuliert. Fur die Dauer der Einwirkzeit warddie Kulturschalen mit den Zellen

weiter bei 37 °C und 5 % C&ehalt der Umgebungsluft im Warmeschrank inkubiert

2.2.5 Untersuchungen auf Proteinebene

2.2.5.1 Zelllyse, Gewinnung der Zytosolfraktion, Poteinbestimmung

Zum Beenden der Versuche wurden die Zellen zweimdl 4 °C Kkalter einfach
konzentrierter PBS-L6sung gewaschen. Die Zellendetmit 450 ul Lysispuffer pro 10
cm-Kulturschale versehen, mit einem Zellschaber Guhalenboden gel6st, 10 Min. bei 4
°C in Eppendorfgefalien unter Rotation lysiert uctdisl3lich bei 4 °C und 13.000 rpm fur
weitere 10 Min. zentrifugiert. Das nun aufschwimmenFett sowie das Zellsediment
wurden verworfen und die Zytosolfraktion photonsth auf ihren Proteingehalt
untersucht. Zur Standardisierung der Proteinkomagohen wurden die Proben mit
Lysispuffer so verdinnt, dass im Folgenden beialektrophoretischen Auftrennung der
Proteinfraktionen stets 100 pg Protein verwendetrdenm. Durch abschlieRendes
Hinzufligen von Laemmli-Puffer und zweiminitige Rlitikubation bei 95 °C wurden die
enthaltenen Proteine denaturiert. Die Proben wuddgrach bis zur weiteren Verwendung
bei — 80 °C eingefroren.
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2.2.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-F#)

Die Auftrennung der in den Proben vorhandenen Frfoaktionen gelang mit Hilfe der
sogenannten SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Rlobentrager dient dabei ein
Polyacrylamidgel, dessen Porengrof3e durch Variataes Vernetzungsgrades so
eingestellt wird, dass sich eine optimale Auftrempuer Proteine ergibt. Durch das im
Laufpuffer enthaltene SDS werden Wechselwirkungen Brobenproteine mit anderen
Proteinen oder Lipiden aufgehoben. Die Proteinalezh eine negative Ladung, so dass
sie im elektrischen Feld durch das Polyacrylamidged Anode wandern. Da kleine
Proteine schneller durch das Gel wandern als gww@elen die in den Proben enthaltenen
Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrenns &rgibt sich ein spezifisches
Bandenmuster. Zur Identifikation der einzelnen &rdianden diente ein spezieller
farbiger Marker aus einem Gemisch von Proteinen bbekannten Molekulargewichten,
welcher parallel mitlaufen gelassen wurde (L6ftiad Petrides, 1997).

Fur die hier beschrieben Versuche wurden Acrylagleignach folgender Rezeptur
hergestellt (Tab. 2):

Trenngel Sammelgel
(8/10/12 % Acrylamid)
Aqua dest. 7/6/5 ml 3,4 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 3,75 mi -
0,5 M Tris (pH 6,8) - 625 ul
Acrylamid 4/5/6 ml 850 ul
10 % SDS 150 pl 50 pl
10 % APS 150 pl 50 ul
TEMED 10 pl 5 ul

Tab. 2: Zusammensetzung der Acrylamidgele

Durch den Einsatz von Gelkdmmen vor der Polymeaosaler Gele wurden Taschen fur
die Proben geformt. Die mit den bezuglich ihrestéingehaltes standardisierten Proben
(100 pg pro Geltasche) und einem farbigen Proteaikenabeladenen Gele wurden in
Elektrophoresepuffer (1:10 verdinnt) so lange ui@fi00 V Spannung gesetzt, bis eine

optimale Auftrennung der Proteine anhand des Maraegenommen werden durfte.
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2.2.5.3Western Blot

Durch die Immuno- bzwWestern-BlofTechnik kdnnen sowohl qualitative als auch
quantitative Aussagen Uuber einzelne Proteine aneneiGemisch gemacht werden. Dazu
wird nach der elektrophoretischen Proteinauftregnaim Abklatsch Blot) der auf dem
Gel separierten Proteine auf Nitrozellulosepapiemacht. Das urspringlich im Gel
enthaltene Trennmuster der Proteinmolekile bledtited unverandert erhalten. Derartige
Blots kdnnen anschlieRend mit einer spezifischesubhg getrankt werden, welche
geeignete markierte Antikdrper enthalt. Auf diesei® kann das von dem jeweiligen
Antikorper erkannte Protein identifiziert werdenduist auch einer quantitativen Analyse
zuganglich (Loffler und Petrides, 1997).

Zum Transfer der aufgetrennten Proteine aus eineplyaétylamidgel auf eine
Nitrozellulosemembran (NC-Membran) wurde das eedpende Gel seiner
Haltevorrichtung entnommen, das Sammelgel abgdtiems das Trenngel mit den darin
enthaltenen Proteinfraktionen auf einer Transferebtung platziert. Diese bestand aus
einer Kunststoffkassette, auf welche ein mit Trarmiffer getranktes Transfer-
Schwammchen sowie ein in Gelgréf3e zurechtgeschegteebenfalls mit Transferpuffer
angefeuchtetes Whatman-Filterpapier aufgelegt wurdauf das Gel wurde nun
luftblasenfrei eine NC-Membran entsprechender Gaiffgebracht, welche wiederum mit
einem befeuchteten Filterpapier und einem Trandi@@@mmchen bedeckt wurde.
Anschlieend wurde die Transferkassette verschiossaed in einer speziellen
Transferapparatur gehaltert. Der Transfer erfolgigter Kuhlung mit Hilfe eines
Kihlakkus in Transferpuffer bei 100 V fur eine dawer von 1-2 h (je nach
Molekulargewicht des gewlnschten Proteins). NacknBgung des Transfervorgangs
wurden die NC-Membranen (Blots) der Apparatur emtm@n und Gber Nacht bei +4 °C
in Blockierpuffer inkubiert, um eine unspezifisdBmdung der im Folgenden verwendeten
Primarantikérper an freie Nitrozellulose zu vertend

Vor Beginn der Proteindetektion wurden die Blotidal fir jeweils 5 Min. mit
Waschpuffer gewaschen. Die Detektion selbst edolgti Raumtemperatur fur 1-2 h mit
im Verhéaltnis 1:1000 mit Blockierpuffer verdinntdétriméarantikdrperldsungen. Durch
Zerschneiden der NC-Membranen anhand der Markenlikonnten fur verschiedene zu
untersuchende Proteine spezifische Antikérper améreMembran eingesetzt werden.
Nach Waschen der Blots mit Waschpuffer fir erneux & Min., wurden die NC-
Membranen in einer Sekundarantikorperldosung fur2/h-bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlielRend wurden die Blots einem letzten Wadufitsainterzogen und danach fir je 1
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Min. in eine Detektionslésung eingelegt. Durch Retaseaktivitat der Sekundarantikorper
wurde die in der Detektionslosung enthaltene Suakdtaminol zur Fluoreszenz angeregt.
Die Starke der Lichtemission korreliert dabei pwsinit der auf der NC-Membran
gebundenen Menge an Protein. Durch Belichtung egpeziellen Chemilumineszenz-
filmes in einer Filmkassette wurden die Proteinmmsichtbar gemacht und konnten dann
densitometrisch mit Hilfe des Program@siantitly One(BioRad, Miinchen) ausgewertet

werden.

2.2.6 Glukose-AufnahmeAssay

Um mogliche Auswirkungen der Stimulationsversuchd die Insulinsensitivitat der
Adipozyten darzustellen, wurde nach unterschiedlickiorstimulation der Zellen die
insulinvermittelte  Glukoseaufnahme mit Hilfe eine§Slukose-Aufnahmeissays
untersucht. Die in dieser Arbeit dargestellten Yehe folgten einem im Labor der AG
Prof. Dr. J. Klein etablierten Protokoll. Die vemetie radioaktiv markierte 2-
Deoxyglukose besitzt die Eigenschaft, von den delafgenommen, jedoch nicht weiter
verstoffwechselt werden zu kénnen und eignet siahed besonders gut fir die o.g.
Fragestellung.

Dazu wurden die Zellen in 12-Bucht-Kulturschalensgasat. Zur Erhohung der
Messgenauigkeit standen fir jede VersuchsbedinginegVertiefungen zur Verfligung.
Vor Durchfiihrung deg\ssayswurden die adulten Adipozyten 4 Tage nach Indukfiar
24 h in Starvingmedium kultiviert. Danach wurdee ziun&chst zweimal mit je 1 ml
erwarmter KRH-L6sung gewaschen. Es wurden dannejé 460 pul KRH vorgelegt und

die Zellen nach Versuchsschema stimuliert:

Inkubation mit 100 nM Insulin ftr 30 Min.
Inkubation mit BNP
Prastimulation mit BNP, anschlieRend mit 200 nMulimsfir 30 Min.

Nach Ablauf der Stimulationszeiten wurden je 50gdioaktiv markierter 1 mM 2-Deoxy-
[*H]Glukose mit einer Aktivitat von 5 pCi/ml (entsprichi85 kBg/ml) zu den Proben
pipettiert. Die resultierende Aktivitat betrug gmschend 500 nCi/ml bzw. 18,5 kBg/ml.
Nach vier Minuten wurde die Glukoseaufnahme derb&nodurch Waschen mit kalter
PBS-Losung beendet und die Zellen mit 500 pl SD&ruRUtteln lysiert. 400 ul Zell-
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Lysat wurden mit 2 ml Szintillationslésung in ein&uaintillationsréhrchen vermengt und
die Radioaktivitat anschlieBend im [(-Szintillatib@éisler gemessen. Fur jede

Versuchsbedingung wurde der Mittelwert einer Ttiplessung angegeben.

2.2.7 Untersuchungen zur Genexpression

2.2.7.1 Zellstimulation

Die Zellen wurden nach dem folgenden Versuchssclstimaliert:

Inkubation mit BNP
Inkubation mit 100 nM Insulin fir 2 h
Inkubation mit 100 nM CIR3 fir 2 h Positivkoriteo

Inkubation mit 100 nM Isoproterenol fir 2 h

Zum Beenden der Versuche wurde das die Stimulaidrstanz enthaltene Medium
verworfen, die Zellen zweimal mit auf +4 °C tempetém PBS gewaschen und dann
sofort auf Eis gekuhlt. AnschlieRend wurden dideteln flissigem Stickstoff tiefgefroren

und bei —180 °C bis zur mRNA-Isolation gelagert.

2.2.7.2 mRNA-Isolation und -Aufreinigung

Um aus den Adipozytenkulturen mRNA isolieren zu k@m, wurden die tiefgefrorenen
Zellen zunéchst auf Eis aufgetaut, mit je 8 ml drigro Kulturschale versehen und nach
5-minutiger Wartezeit vom Schalenboden in Falcorgidén tGberfuhrt. Die Zellsuspension
wurde mit 1,6 ml Chloroform gut vermischt und naher kurzen Wartezeit far 15 Min.
bei 12.000 g (4500 rpm) und +4 °C zentrifugiertdixah konnte das Gemisch in 3 Phasen
separiert werden. Die obere wassrige Phase enthelgesuchte mRNA und wurde zur
weiteren Aufreinigung in ein neues Falconréhrcheihdnml kaltem Isopropanol tberfihrt.
Die RNA-Fraktion wurde kurz mit dem Isopropanol m&cht und 10 Min. bei
Raumtemperatur ruhengelassen. AnschlieRend wurdBdfivlin. bei 12.000 g und +4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert uag dm Boden befindliche Pellet mit 8
ml Ethanol 70 % (in DEPC-Wasser verdunnt) vermisEstwurde ein weiteres Mal bei +4
°C und diesmal 7.500 g (3500 rpm) fiir 5 Min. zduagiert. Der Uberstand wurde

verworfen und das prazipitierte RNA-Pellet am Bodes Rohrchens fur einige Minuten
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luftgetrocknet. Nachdem mit einem sterilen Wattesté&n eventuelle Ethanolriickstédnde
entfernt worden waren, wurde das Pellet in 100 Nbage-freiem Wasser resuspendiert.
Die RNA-Proben konnten nun bis zur weiteren Aufigaimg bei —80 °C eingefroren
werden.

Die weiteren Aufreinigungsschritte wurden nach Anleg mit demRNeasy Mini Kit
durchgefihrt. Um Aussagen uber die Qualitdt delieden RNA machen zu konnen,
wurden je 2 pl der jeweiligen RNA-Probe mit 4 pul fikagspuffer versehen und mit
diesem Gemisch ein nach folgender Rezeptur heifjestenit Ethidiumbromid versetztes

2-prozentiges Agarose-Gel beladen:

Agarose-Gel 2 %:
2 g Agarose cum TBE-Puffer ad 100 ml
+ 5 pl Ethidiumbromid

Ethidiumbromid ist ein organischer Farbstoff, derRNA-Molekile interkaliert. Durch
UV-Licht (254-366 nM Wellenlange) kann er zur Flaszenz angeregt werden. Nach etwa
30-45 Min. Laufzeit bei 90 V in TBE-Puffer waren ediProben ausreichend gut
aufgetrennt. Unter UV-Licht konnten die Banden tderden am haufigsten in der Zelle
vorkommenden RNA-Formen (18s und 28s rRNA) dardjesterden (siehe Abb. 7).
Anhand der Klarheit der beiden Banden und des Vmikdes der Fluoreszenzintensitéten
der 28s zur 18s rRNA (sollte ca. 2:1 betragen) korthe Qualitat der isolierten RNA

beurteilt werden.

Abb. 7: Beispiel eines Bandenmusters der 28s und 18s rRNA
Das Verhaltnis der beiden Banden betragt ca. 2dLaaigt eine ausreichende Qualitat der isolierRNA
an. Obere dicke Banden = 28s rRNA; untere dickedBarr 18s rRNA
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Die in den Proben vorhandene mRNA-Menge und deremnheit wurde auch

photometrisch bestimmt. Dazu wurden jeweils 100RNase-freies Wasser in RNA-
Kivetten vorgelegt und je 1 pl Probe hinzupipetti®ie gemessenen Werte wurden
anschlielend dazu verwandt, die RNA-Mengen deregien Proben auf 5 pg RNA pro

Probe anzugleichen.

2.2.7.3Real time- Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Mit der von Kary B. Mullis 1983 entwickeltenn vitro-Technik der Polymerase-
kettenreaktion (PCRyolymerase chain reactignist es moglich, gezielt bestimmte DNA-
Abschnitte, die von zwei bekannten DNA-Sequenzemgesahmt werden, zu
vervielfaltigen. Bendtigt werden dazu kurze, eisi@ngige DNA-Molekile, die
sogenannten (Oligonukleoti@®)imer, welche komplementar zu den Enden der zu
amplifizierenden DNA-Sequenz sind. Nach Auftrennuhgy Ursprungs-DNA in ihre
Einzelstrange durch Hitzebehandlung und nachfolgendlbkihlung, kann eine
thermostabile DNA-Polymerase unter entsprechendeaktionsbedingungen und in
Gegenwart von Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPd8} Primer entlang der
einzelstrangigen DNA-Matrize verlangern. Es entstelauf diese Weise zwei neue
doppelstrangige DNA-Molekile, welche in einem eteauReaktionszyklus wiederum als
Matrizen fur diePrimer dienen kdnnen. Ab dem vierten Zyklus wird die Zaégjsenz
exponentiell vermehrt.

Um Aussagen Uber die Transkriptionshaufigkeit bestier Gene treffen zu kénnen,
wurde hier die quantitative PCR angewandt. DaszRribesteht in der Zugabe eines in
doppelstrangige DNA interkalierenden Fluoreszetimffes (in diesem FallSYBR
Greer) zum jeweiligen Reaktionsansatz. Nach jedem PCRu8y d.h. nach jeder
Verdopplung der Menge an doppelstrangiger DNA, wuwlge aus den jeweiligen Proben
emittierte Fluoreszenz gemessen. Ab einer bestimmigklusanzahl kann das
Fluoreszenzsignal vom PCR-Geréat erfasst werdensteigt dann exponentiell und direkt
proportional zur Menge an neusynthetisierter dagipihgiger DNA bis zum Erreichen
eines Plateaus an. Durch Korrelation des logarghh@n Anstiegs mit dem
entsprechenden Zyklus und Vergleich mit Standastigine direkte quantitative Aussage
bezuglich der in der Probe vorhandenen, das gesutiblgen betreffenden DNA-Menge
maoglich.

Bei der in dieser Arbeit angewandten Methode deanttativen real-time Reversen
Transkriptions-PCR (RT-PCR) wurde isolierte mRNA @lusgangsmaterial verwendet.
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Sie wurde zunadchst mit einer reversen Transkriptasger Verwendung eines
sequenzunspezifischdPrimersin cDNA umgeschrieben, die dann als Ausgangsnahteri
fur die Amplifikation diente. Um die Expression v@nZielgenen bestimmen zu kénnen,
wurden je Probe 5 pg RNA in 10 pul RNase-freiem Wassit je 2 pul des Mastermixes |
versehen und fur 5 Min. bei 65 °C inkubiert. Angeend wurden pro Probe 8 pl des
Mastermixes Il hinzugeftigt und das ganze zunachst h bei 45 °C und danach 15 Min.
bei 70 °C inkubiert.

Die auf diese Weise synthetisierte cDNA war nuneuriEinsatz sequenzspezifischer
Primer der quantitativen Bestimmung mit Hilfe der PCR augjich. Dazu wurde als
nachstes fur jedes Zielgen ein Reaktionsmix mit gereiligen Sense und Antisense
ZielgenPrimern hergestellt und in 96-well-Mikrotiterplatten votggt. Dann wurden je 2
ul cDNA-Probe dazupipettiert. Aldousekeepingsen wurde HPRT verwendet und fur die
Zielgene jeweils Doppelwerte bestimmt. Bei der atisBenden Genamplifikation im
PCR-Gerat wurden stets 40 PCR-Zyklen unter folgenden Temperatund
Zeitbedingungen in Abhangigkeit des jeweiligen gels durchgefinhrt:

Adiponectin, ATRAP, Leptin, UCP-1:
95 °C fur 15 Minuten (1 Zyklus)

95 °C fir 30 Sekunden

56 °C fir 30 Sekunden

72 °C fur 30 Sekunden

MCP-1.:

95 °C fur 15 Minuten (1 Zyklus)
95 °C fir 30 Sekunden

60 °C fur 1 Minute

72 °C fur 1 Minute

Softwaregestutzt konnten nun anhand der erfasddAdviengen Aussagen Uber die
Expression des jeweiligen Zielgens sowie moglicmeldkungen des Expressionsmusters

unter Versuchsbedingungen getroffen werden.

2.2.8 Statistische Auswertung

Die Daten stellen Mittelwerte mit Standardfehler.ddit Hilfe des ungepaartestudents
t-testwurden statistische Signifikanzen berechnet. gdsistisch signifikant und in dieser
Arbeit hervorgehoben durch den einfachen Aster(gusgilt ein p-Wert kleiner als oder
gleich 0,05. Ein p-Wert kleiner als oder gleichl0dilt als statistisch hoch signifikant und

ist mit dem doppelten Asterikus (**) gekennzeichnet
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3 ERGEBNISSE

3.1 Adipozytendifferenzierungsverhalten und Thermognese unter
Einfluss von BNP

3.1.1 Adipozytendifferenzierungsverhalten unter Eifluss von BNP
Verschiedene Substanzen, darunter die im Folgend@rsuchten Adipokine Leptin und
Adiponectin sowie auch UCP-1 werden differenziesatmpangig generiert und sezerniert.
Es war daher wichtig herauszufinden, ob die Zugam® BNP Auswirkungen auf die
Adipozytendifferenzierung zeigt und auf diese Wemdie Ergebnisse dieser Arbeit
verfalscht haben konnte.

Braune Praadipozyten wurden dazu in Tochterschalsgesat. Nach der 24-stindigen
Induktionsphase wurden die Schalen in zwei Gruppeerteilt: Beide Gruppen erhielten
fortan jeden Tag frisches Differenzierungsmediume evurde zusétzlich jeden Tag mit
100 nM bzw. 1 pM BNP bis zum né&chsten Medienwechstmuliert. Nach
Induktionsende (Tag 0), sowie an Tag 3, 6 und % raduktion wurden die Zellen nach
der in Kapitel 2.2.3 beschriebenen Methode mit dettspezifischen Farbsto®il-Red-O
angefarbt.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die Stinaunater Zellen mit 100 nM (Daten nicht
dargestellt) als auch mit 1 uM BNP keinerlei ogtisrfassbarer Auswirkungen auf die
Fettakkumulation und Adipozytendifferenzierung (sdhe Abb. 8, S. 35).
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3 ERGEBNISSE

Tag 3

+ 1uM BNP

Kontroll-
gruppe

Mikroskopie

Abb. 8: Adipozytenkulturen nach Oil-Red-O-Farbungan verschiedenen Tagen der Differenzierungs-
phase. Deutlich zu erkennen ist die zunehmende makroskbpi Rotfarbung der Adipozyten in den
Zellkulturschalen, je langer die Zellen in Diffemerungsmedium kultiviert wurden. In 200-facher
mikroskopischer VergréRerung (Darstellung der Kaoligruppe) gelingt der Nachweis zunehmender
multivakuoléarer perinuklearer Fettakkumulation inend Adipozyten, welche die fortschreitende
Ausdifferenzierung zu adulten braunen Fettzellem vbag 0 bis Tag 9 nach der Induktionsphase
kennzeichnet. Bei einer Stimulation der Zellen taglich 1 uM BNP lassen sich zur Kontrollgruppenieei
Unterschiede im Differenzierungsverhalten ausmachen

3.1.2 BNP und Thermogenese

Die Energieabgabe in Form von Warme, die sogenafimemogenese, wird in braunem
Fettgewebe durch  das uncoupling protein-1 (UCP-1) vermittelt. Die
Thermogeneseinduktion wird als eine aussichtsretivb@peutische Option bei Adipositas
diskutiert. Der Einfluss von BNP auf die UCP-1-Esgsion wurde daher untersucht.

Die Stimulation brauner Adipozyten mit BNP bliebeiiliZeitraume von einer bis 24 h
bezlglich der UCP-1-mRNA-Expression und -Proteingessekretion ohne signifikante
Auswirkungen (Abb. 9, S. 36).
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Abb. 9: Keine nachweisbaren BNP-Effekte auf UCP-1
Adipozytenkulturen wurden Uber die Dauer von eibir zu 24 h mit 1 uM bzw. 100 nM BNP inkubig
AnschlieBend wurden die UCP-1-mRNA-Expression sowlie UCP-1-Proteinmengen gemessen.
Balkendiagramme zeigen Mittelwerte und Standaréfeldus 5 bzw. 4 unabhéngigen Experimenten.

rt.
Die
Die

Abbildung oberhalb des rechten Balkendiagrammst zeigmplarisch ein Westernblot-Bandenmuster aus der

Versuchsreihe.

3.2 Modifikation der endokrinen Adipozytenaktivitdt durch BNP

Mit der Entdeckung des ersten Fettgewebshormonptifie begann 1994 ein neues
Verstandnis des Fettgewebes auch als endokrineanOfghanget al, 1994). Die

Identifikation immer neuer sogenannter ,Adipokinatirft seitdem standig neue
interessante wissenschaftliche Fragestellungen andl tragt zum zunehmenden
Verstandnis der komplexen Energiestoffwechselvaygamei. Die erst relativ kurz
bekannte endokrine Fettzellfunktion spielt mogliwieise eine Schlisselrolle in der
Pathogenese des Metabolischen Syndroms und ast®zii&€rkrankungen. Ilhre

Modifikation durch BNP wurde daher anhand einigezhtiger Adipokine untersucht.

3.2.1 Modifikation der Genexpression von Leptin

Leptin ist ein Protein, welches hauptsachlich voettdewebe sezerniert wird. Auch
braune Adipozyten sezernieren differenzierungsatpgabeptin (Krauset al, 2002). Als
Anorexigen mindert es zentral das Hungergefihl steigert den Energieverbrauch
(Wauterset al, 2000). Direkte autokrine Effekte auf braune Adigien u.a. im Sinne
einer Induktion zelluléarer Insulinresistenz konntesn der Arbeitsgruppe um Prof. Dr.
med. Johannes Klein bereits nachgewiesen werdesugtet al, 2002). Mit Leptin und

seinen Wirkungen wurde sich inzwischen weiter istemwissenschaftlich beschaftigt.
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Da es von allen Adipokinen als am besten erforgdhtund weitreichende metabolische
Wirkungen besitzt, wurde es in dieser Arbeit alstex Adipokin hinsichtlich seiner
Modifikation durch BNP untersucht.
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Abb. 10: Effekte von BNP auf die Leptin — Expression

Braune Adipozyten wurden fir die Dauer von eindbéa bis 24 h mit 100 nM BNP stimuliert. Durcal-
time RT-PCR wurde im Folgenden die Leptin-mRNA-Expressbestimmt. Die Grafik zeigt Mittelwerte
und Standardfehler von 4 unabhéngigen Experimeeneinfache Asterikus (*) kennzeichnet signifitan
der doppelte Asterikus (**) hochsignifikante Ergedse im Vergleich zur basalen Leptin-mRNA-Expressic

Es zeigte sich, dass BNP die Genexpression von irLeh den braunen

Adipozytenkulturen zeitabhangig steigert. Beresm?2 h liel3 sich eine hochsignifikante
Expressionssteigerung um etwa 40 % nachweisen. N&thh war die Leptin-

Genexpression durch BNP-Stimulation signifikant weitere 5 % hochreguliert worden
(Abb. 10).
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3.2.2 Modifikation der Genexpression von Adiponecti

Adiponectin ist ein weitestgehend fettspezifiscHesmon, dessen Plasmakonzentrationen
bei Adipositas und Insulinresistenzsituationen vedart sind. Adiponectin scheint an der
Regulation des Glukose- und Lipidstoffwechsels ibgte zu sein und soll vor
Arteriosklerose schutzen. Vor diesem Hintergrurgtleien die Frage interessant, ob BNP
auch die Adiponectinexpression in braunen Fetdikeinflusst.

Es hat sich gezeigt, dass die Gabe von 100 nM Bb#E? éine halbe bis 24 h bei der in
dieser Arbeit verwendeten Versuchsanordnung kegrefikanten Effekte an den braunen
Adipozyten bezlglich der Adiponectinexpression @sesh konnte (Abb. 11).
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Abb. 11: BNP zeigt keine signifikanten Effekte auf die Adipnectin — Expression
Nach Inkubation brauner Adipozyten mit 100 nM BNRrde die Adiponectin-mRNA-Expression durch
Anwendung derreal-time RT-PCR bestimmt. Die Grafik zeigt Mittelwerte urBtandardfehler vo
4 unabhéangigen Experimenten.

3.2.3 Modifikation der Genexpression von MCP-1

Das Monocyte Chemoattractant Protein %oll eine entscheidende Rolle bei der
Pathogenese der Arteriosklerose spielen. Es wardvom Fettgewebe sezerniert (Gerhardt
et al, 2001) und ist dort an der Entwicklung der adifassassoziierten Insulinresistenz
beteiligt (Sartipy und Loskutoff, 2003). Zur Klamirder Frage, ob BNP die mRNA-

Expression dieses Zytokins beeinflussen konntedemibraune Adipozyten nach einem

Zeitschema mit BNP stimuliert.
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Die Stimulation mit 100 nM BNP zeigte eine hochgigante Zunahme der
Genexpression von MCP-1 mit einem Maximum von + %0nach 2 h. Langere
Inkubationszeiten waren wieder mit einem Abfallbuerden (siehe Abb. 12).
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Abb. 12: Zeitabhangige Effekte von BNP auf die MCP-1 — Exmssion
Kulturen differenzierter brauner Adipozyten wurdiéin die Dauer von einer halben bis 24 h mit 100 M
BNP stimuliert. Durchreal-time RT-PCR wurde im Folgenden die MCP-1-mRNA-Expresgiestimmt. Die
Grafik zeigt Mittelwerte und Standardfehler von dabhéngigen Experimenten. Der doppelte Asteriktis |(*
kennzeichnet hochsignifikante Ergebnisse im Vecgleur basalen MCP-1-mRNA-Expression.

3.2.4 Modifikation der Genexpression von ATRAP

ATRAP wird als ein negativer Regulator der Signaiwtlung von Angiotensin I
betrachtet. Es kann auf diese Weise vermutlichimagettgewebe vorkommende lokale
RAS modulieren und somit Einfluss auf die physidobe Organfunktion des
Fettgewebes nehmen. Stérungen der Fettgewebspiyisialerden mit Veranderungen im
Adipokinsekretionsmuster und der Morbiditat bei pabitas in Verbindung gebracht.
Kirzlich konnte die Expression und Regulation voARAP auch in Adipozyten
nachgewiesen werden (Westpkahl, 2008).

Die  mRNA-Expression von ATRAP wird durch Stimulatiomit 100 nM BNP
zeitabhangig hochreguliert. Der Anstieg erreichtm& h mit einer um etwa 85 %
gesteigerten Genexpression statistische SignifikAlarh 24-stiindiger BNP-Stimulation
ist die ATRAP-Genexpression um dann allerdings tmioehr signifikante 100 %
gegenuber dem Basalwert erh6ht worden (Abb. 130%5.
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Abb. 13: Zeitabhangige Effekte von BNP auf die ATRAP — Expession
Adulte braune Adipozyten wurden fir unterschiedlehge Dauer mit 200 nM BNP inkubiert. Anschliel3end
wurde die ATRAP-mRNA-Expression durch Anwendung al-time RT-PCR bestimmt. Die Grafik zeig
Mittelwerte und Standardfehler von 4 unabhangigepelimenten. Der einfache Asterikus (*) kennzeithne
signifikante Ergebnisse im Vergleich zur basaleRAP-mRNA-Expression.

—

3.3 Einfluss von BNP auf die Insulinsignalkaskadend Insulinsensitivitat

3.3.1 Effekte von BNP auf Schlisselmolekiile der lnBnsignalkaskade

Stérungen in der Insulinsignaltransduktion werdels #&rsache einer reduzierten
Insulinsensitivitat bei  Adipositas diskutiert. Dite Effekte von BNP auf
Schlusselmolekile der Insulinsignalkaskade warstabg nicht bekannt und wurden im

Folgenden untersucht.

3.3.1.1 Phosphorylierung von MAP-Kinasen

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) stellenenkaryontischen Zellen eine Gruppe
zytoplasmatischer Proteine dar, welche als Sigeaiilitler von Chemokinen,
Wachstumsfaktoren und Hormonen dienen und so didprdkferation und -
differenzierung fordern (Seger und Krebs, 1993 durch Phosphorylierung aktivierte
Form der 44/42- MAPK (p44/42 MAPK) vermittelt vor allem Signale von
Wachstumsfaktoren wie Insulin. Sie besitzt einetrzé® Bedeutung in der Regulation
zahlreicher Proteinkinasen und Transkriptionsfaktor und beeinflusst so die
Genexpression und das Zellwachstum (Saltiel undhKah01). Auch hemmende Effekte

auf die Insulinsignaltransduktion konnten nachgeemewerden.
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Die 44/42-MAP-Kinase wird durch Stimulation mit BN#kut aktiviert. Der beobachtete
Effekt zeigte eine zeit- und dosisabhangige Charatik. Die Behandlung der
Adipozyten mit 1uM BNP resultierte bereits nach thhMn einem hochsignifikanten 2,5-
fachen Anstieg der MAPK-Phosphorylierung. Die Aldinung zeigte nach 5 Min. ihr
Maximum und erreichte die etwa 3,5-fache Starkgligren mit der Ausgangssituation —
hier dargestellt als Basalwert. Langere Stimulaitzuern minderten den beobachteten
Effekt wieder (siehe Abb. 14).

800

°
c\: 600
3
o
z8
E -
1
S& 400 T
Iz T
5 T
o
ac
g 200 4
0 : : : : :
basal 2 5 10 20 Minuten
1 uM BNP

Abb. 14: Zeitabhangige Steigerung der 44/42-MAPK-Phosphorigrung durch BNP
Differenzierte Adipozyten wurden (ber die Dauer wwvei bis zu 20 Min. mit 1 uM BNP stimuliert. Nach
Zelllyse und Auftrennung der Proteinfraktionen durGelelektrophorese konnten durch Anwendung |der
Westernblot-Methode mit phospho-44/42-MAPK-speetisn Antikbrpern quantitative Aussagen beztglich
der Phosphorylierung der 44/42-MAPK gemacht werden.
Die Grafik zeigt Mittelwerte und Standardfehler amimdestens 8 unabhangigen Experimenten. Der dppel
Asterikus (**) kennzeichnet hochsignifikante Ergetse im Vergleich zu unstimulierten Zellen (Basahyve

Die Abbildung oberhalb des Balkendiagramms zeigingdarisch ein Westernblot-Bandenmuster aus|der
Versuchsreihe.
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Steigende BNP-Konzentrationen Uber einen Zeitraom % und 10 Min. verstarkten die
Aktivierung der 44/42-MAPK. Bereits mit 1 nM BNPel} sich nach 10 Min. eine
Steigerung der Phosphorylierung um mehr als 300r84icken. Die héchste in diesen
Versuchen eingesetzte Konzentration von 10 uM BURté zu einem maximalen und
hochsignifikanten Anstieg um mehr als das 5-fac@hrilO Min (Abb. 15).
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Abb. 15: Dosisabhangige Steigerung der 44/42-MAPK-Phosphdigrung durch BNP

Differenzierte Adipozyten wurden fur 5 bzw. 10 Mmit steigenden Dosen BNP stimuliert. Durch Anwergider|
Westernblot-Methode konnten quantitative Aussageriiplich der Phosphorylierung der 44/42-MAPK gem

werden.

Die Grafiken zeigen Mittelwerte und Standardfetdas 4 unabhangigen Experimenten. Der einfache ikste(*)
kennzeichnet signifikante, der doppelte Asterikf¥ liochsignifikante Ergebnisse im Vergleich zu timulierten
Zellen (Basalwert). Die Abbildungen oberhalb derkBadiagramme zeigen exemplarisch Westernt

Bandenmuster aus den Versuchsreihen.
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Die p38-MAPK reagiert dagegen am meisten auf StressfaktorenUMidicht, Hitze,

osmotische Reize oder proinflammatorische Zytokine wird daher auch als Stresskinase

(stress-activated protein kinase, SARI€yeichnet (Zarubin und Han, 2005).

Die Stimulation brauner Adipozyten mit BNP zeigiees kontinuierlichen zeitabhangigen

Anstieg der p38-MAPK-Phosphorylierung. Nach 20 Mirurde das Maximum mit einem
etwa 3,6-fach hoheren Nachweis der Phospho-p38-MAfeKhessen. Sowohl dieser
hdchste, als auch die zuvor erhobenen Daten naddidOerwiesen sich als statistisch

signifikant (Abb. 16).
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Abb. 16: Zeitabhéngige Steigerung der p38-MAPK-Phosphoryliring durch BNP
Differenzierte Adipozyten wurden tber zunehmendyéa Dauer (2-20 Min.) mit 1 uM BNP stimuliert. M
Hilfe der Westernblot-Methode wurden quantitativeséagen beziiglich der Phosphorylierung der
MAPK gemacht.
Die Grafik zeigt Mittelwerte und Standardfehler @sinabhangigen Experimenten. Der einfache Aster
(*) kennzeichnet signifikante Ergebnisse im Verghezu unstimulierten Zellen (Basalwert). Die Ablbihdy

it
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oberhalb des Balkendiagramms zeigt exemplarischv&sternblot-Bandenmuster aus der Versuchsreihe
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3.3.1.2 Phosphorylierung der Proteinkinase B (PKB/KT)

Die Proteinkinase B (PKB, auch AKT genannt) gilts aBchlusselelement des
Phosphatidylinositol-3-Kinase-Signalweges, eineshtigen Signalweges der Insulin-
signalkaskade. Die phosphorylierte und damit a&ttei Form von AKT ist u.a. an der

insulinvermittelten Glukoseaufnahme durch Trandiokades Glukosetransporters GLUT
4 in die Zellmembran beteiligt (Hernandek al, 2001). Des Weiteren hemmt AKT den
kontrollierten Zelltod, die sogenannte Apoptosenmi Einfluss auf den Fettsaure- und
Glykogenmetabolismus und stimuliert die Zellprai#feon (Lawlor und Alessi, 2001).

BNP aktiviert in ausdifferenzierten braunen Adipezy die Phosphorylierung von AKT.

Der Effekt wies dabei einen zeitabhangigen Anstieg auf etwa das 2,6-fache des

Ausgangswertes nach 20 Min. auf und erreichtessisthe Signifikanz (Abb. 17).
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Abb. 17: Zeitabhangige Steigerung der AKT/PKB-Phosphorylieung durch BNP
Differenzierte Adipozyten wurden bis zu 20 Min. gamit 1 uM BNP stimuliert. Nach Zelllyse und
Auftrennung der Proteinfraktionen durch Gelelektrogese konnten durch Anwendung der Westernblot-
Methode mit phospho-AKT-spezifischen Antikdrperragtitative Aussagen bezuglich der Phosphorylierung
der AKT/PKB gemacht werden.
Die Grafik zeigt Mittelwerte und Standardfehler amisidestens 7 unabhé&ngigen Experimenten. Der diafac
Asterikus (*) kennzeichnet signifikante ErgebnigseVergleich zu unstimulierten Zellen (Basalweiie
Abbildung oberhalb des Balkendiagramms zeigt exarnguh ein Westernblot-Bandenmuster aus |der
Versuchsreihe.
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3.3.1.3 Phosphorylierung des Signalmolekuls p70S6

Die 70-kDa ribosomale Protein S6 Kinase (p70S6kise Serin/Threonin-Kinase, deren
Substrat das S6 ribosomale Protein ist. Die Phogpbung an S6 fihrt zur
Proteinsynthese am Ribosom und induziert die Zaiferation.

Die Stimulation brauner Adipozyten mit 1 pM BNP gtei keine signifikanten
Auswirkungen auf die Phosphorylierung des Signadikiglls p70S6 (Abb. 18).
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Abb. 18: Die p70S6-Phosphorylierung wird durch BNP nicht veandert
Differenzierte Adipozyten wurden Uber die Dauer wwei bis zu 20 Min. mit 1 pM BNP stimuliert. Mjt
Hilfe der Westernblot-Methode wurden quantitativaséagen beziiglich der Phosphorylierung von p70S6
gemacht. Die Grafik zeigt Mittelwerte und Standahdér aus mindestens 8 unabhéangigen Experimenten. D
Abbildung oberhalb des Balkendiagramms zeigt exangmh ein Westernblot-Bandenmuster aus |der
Versuchsreihe.
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3.3.2 Einfluss von BNP auf die Insulinsensitivitat

Adipozyten reagieren sensibel auf eine Stimulatioit Insulin. Als ein essentieller
insulinvermittelter Vorgang gilt die Glukoseaufnadanm die Adipozyten. Stérungen des
physiologischen Ablaufes z.B. in Form einer Insidsstenz konnen den gesamten
Organismus beeintrachtigen. Daher sind moglicherdktionen zwischen BNP und Insulin
von besonderem Interesse und wurden mit Hilfe ingwuzierter Glukose-Aufnahme-
Assaysauntersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die Prastimulatwonbraunen Adipozyten mit BNP in
einer Konzentration von 10 nM, 100 nM (Daten nighteigt) und 1 uM Uber Zeitrdume

zwischen einer und 24 h keinen signifikanten Esdluauf die insulininduzierte
Glukoseaufnahme hat (Abb. 19).
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Abb. 19: BNP &ndert die Glukoseaufnahme brauner Adipozytemicht
Glukoseaufnahme brauner Adipozyten nach alleinfgimulation mit 1 uM BNP fur 24 h und 100 nM
Insulin fir 30 Min. sowie Uber einen Zeitraum vaneg bis zu 24 h nach Préstimulationt 1 pM BNP und

anschlielender Gabe von 100 nM Insulin Uber 30 Miargestellt ist das Ergebnis aus 6 unabhé&ngjgen
Versuchen.
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4 DISKUSSION

Das Metabolische Syndrom mit seinen zentralen EhtemeAdipositas, Diabetes mellitus,
Dyslipidamie und arterieller Hypertonie stellt eiresentliches gesundheitliches Problem
dieses Jahrhunderts dar. Folgeerkrankungen desbMisizhen Syndroms fiihren die
Mortalitatsstatistiken der westlichen Industrieaaén an und verursachen immense
Kosten im Gesundheitswesen. Die Erforschung kaugad¢hogenetischer Zusammen-
hange zur Pravention oder Therapie dieser Erkragguist daher von grofR3er Wichtigkeit.
Dem Element Adipositas, dessen Inzidenz und Préxateder westlichen Welt weiterhin
stark ansteigen, kommt in letzter Zeit besonderes@nschaftliche Aufmerksamkeit zu.
Adipositas eignet sich in besonderem Mal3e fUr mpndéentive Therapieansatze wie
diatetische Ernahrungsumstellung oder vermehrtpektiche Betatigung, wodurch bereits
beachtliche Erfolge zur Reduktion adipositasasedeii Erkrankungen erreicht werden
konnen.

Auf welche Weise vergrol3erte Fettgewebsdepots fedocDetail zu den haufig damit
verbundenen gesundheitlichen Beeintrachtigungen m&eilinresistenz oder arterieller
Hypertonie flhren, ist bislang weitestgehend urtaeden. Das gleiche gilt fir Phdnomene
wie das ,Adipositas-Paradoxon”. Die Entdeckung Betigewebes als endokrines Organ
fuhrte in jungerer Vergangenheit zu einer Fillearerkenntnisse, von denen sich in der
Zukunft eine Aufklarung der Pathogenese des Meisditdn Syndroms und weiterer
Erkrankungen erhofft wird. Insbesondere braunetgy@eebe konnte durch seine Fahigkeit
zur Thermogenese neue therapeutische Moglichkertifimen.

Die erst relativ kurz bekannte Gruppe der Natrigobien Peptide stellt eines der
Hauptregulationssysteme des Volumenhaushalts und Bletdrucksteuerung des
menschlichen Kdrpers dar. Fehlregulationen des iKk@m Natriuretischen Peptidsystems
(KNPS) und des im Prinzip antagonistisch wirken&amin-Angiotensin-Systems (RAS)
werden als pathophysiologisches Erklarungsmodedl giehauft auftretenden arteriellen
Hypertonus und gewisser metabolischer Veranderubgemidipositas diskutiert (Engeli
und Sharma, 2001; Lafontaet al, 2005). Natriuretische Peptide entfalten zuderakitig
Effekte an humanem Fettgewebe (Sengesteal, 2000) und werden als Reaktion auf
einen erhéhten BMI und insbesondere eine gleidgeeitliabetische Stoffwechsellage
systemisch herunterreguliert.

Natriuretische Peptide stellen somit eine intemnggsastoffgruppe mit maoglicherweise

groRem Potential hinsichtlich der Klarung pathogischer Wechselwirkungen zwischen
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dem Fettgewebe einerseits und systemischen negatyesundheitlichen Folgen
andererseits dar. Die vorliegende Dissertation Higtgt sich daher mit der
Grundlagenerforschung einer moglichen Einflussnaklies Natriuretischen Peptids BNP
auf zentrale Elemente des Fettzellstoffwechselserunferwendung eines braunen

Adipozytenmodells.

4.1 Adipozytendifferenzierungsverhalten und Thermognese unter
Einfluss von BNP

4.1.1 Die Adipozytendifferenzierung wird durch BNPnicht verandert

Im Rahmen der Fettzelldifferenzierung vom Praadypmz zum vollstdndig ausgereiften
adulten Adipozyten vollzieht eine Fettzelle einest@&unlichen morphologischen Wandel,
in dessen Verlauf sie vermehrt Lipidtropfchen im tapfasma einlagert. Damit
einhergehend verandern sich auch die rezeptiverseki@torischen Fahigkeiten der Zelle.
Adipozyten sezernieren in Abhangigkeit ihres D#fezierungsgrades in unterschied-
lichem MalRe verschiedene endokrin wirksame Substarngo auch einige der in dieser
Arbeit untersuchten wie z.B. Leptin (Kraes al, 2002) und Adiponectin sowie UCP-1.
Der Differenzierungsgrad ist ebenfalls wichtig imsAmmenhang mit der Genexpression
verschiedener Entziindungsmediatoren und der Issulsitivitdt. Je besser eine Fettzelle
ausdifferenziert ist, um so weniger proinflammatdne Moleklle werden von ihr aktiviert
bzw. freigesetzt und um so groR3er ist ihre Insels#ivitat (Gustafsoret al, 2007). In
einer friheren Arbeit unserer Forschungsgruppe (ptias 2005), konnte gezeigt werden,
dass die farberische Darstellung der adipozytaresttakkumulation und deren
morphologische Kontrolle mit Hilfe eines Mikroskopshr gut mit der Expression friiher
und spéater Differenzierungsmarker korreliert.

Durch Anwendung einer fettspezifischen Zellfarbdmde wurde daher zunachst eine
Beeinflussung der Fettakkumulation und damit ddteEinzierungsverhaltens der braunen
Adipozyten und eine damit mdglicherweise verbund€adélschung der Ergebnisse der
folgenden Stimulationsexperimente durch dblichediaser Arbeit verwendete BNP-
Mengen ausgeschlossen. Gleichzeitig wurde die rmsikapische Zellmorphologie
zwischen der Kontroll- und Verumgruppe téaglich bediiet. Unterschiede im
Differenzierungsverhalten lieRen sich auch hiehnieststellen.

Effekte Natriuretischer Peptide auf das Differenamgsverhalten von Adipozyten wurden
bislang nur wenig untersucht. Sarzatial. konnten zeigen, dass ANP die Proliferation
von weil3en Adipozyten und Praadipozyten aus humansreralen Fettgewebe hemmen
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kann (Sarzaniet al, 2008a). Uber dessen Einfluss auf das Differennigsverhalten
wurden dort keine Aussagen getroffen. In einer kisklich veroffentlichtenin vitro -
Studie an Rattenadipozyten wirkte sich die Zugatwe ANP wiederum positiv auf das
Differenzierungsverhalten aus (Nishikingt al, 2009). Unserem Kenntnisstand nach
wurden bislang keine Daten Uber Wechselwirkungenisadven BNP und dem
Differenzierungsverhalten brauner Adipozyten vesbfficht. Aufgrund der in dieser
Arbeit gefundenen fehlenden Beeinflussung der aggoen Fettakkumulation ist hier
jedoch davon auszugehen, dass eine relevante Amgleles Differenzierungsverhaltens
durch BNP in den hier verwendeten Konzentrationenhtn stattfindet. Geringe
Abweichungen des Differenzierungsverhaltens lasseh aufgrund der rein visuell
erfolgten Beurteilung der Zellanfarbung und -moidplgee jedoch nicht vollstandig

ausschliefRen.

4.1.2 BNP hat keinen Einfluss auf die adipozytare fermogenese

Eine Mdglichkeit des Energieverbrauchs ist die Bmabgabe in Form von Warme.
Braunes Fettgewebe ist durch das spezifisctwwupling protein-{UCP-1) dazu beféahigt,
diese sogenannte Thermogenese zu betreiben. Mstdbalktives braunes Fettgewebe
kommt aktuellen Studien zufolge auch beim Erwacéservor. Es kann durch
Kalteexposition zur Expansion angeregt und durchn3differenzierung aus weil3em
Fettgewebe generiert werden. Die Thermogeneseiimaukt braunem Fettgewebe wird
daher als therapeutische Option bei Adipositas utiisk (Tiraby und Langin, 2003;
Nedergaarekt al, 2007; Langin, 2009; Virtanest al, 2009).

Kardiale Natriuretische Peptide gelten im kardidwd&ren System allgemein als protektiv
wirksam und BNP wird in seiner rekombinanten Forochatherapeutisch eingesetzt
(SciosInc., 2009). Bei Adipositas ist die Plasmaeniration Natriuretischer Peptide
erniedrigt (Wanget al, 2004). Als ursachlich werden ein gesteigerter sAblim
Fettgewebe oder eine geringere Sekretion aus dermeirleangesehen (Rubatéi al,
2008). Aufgrund der niedrigeren NP-Plasmawerte siedative Auswirkungen auf das
kardiovaskulare System zu erwarten. Daten zur Thgemese oder Beeinflussung des
Kdrpergewichts durch Natriuretische Peptide existiederzeit nicht. Es war daher
Gegenstand dieser Untersuchungen, herauszufinderBN® die Fahigkeit besitzt die
UCP-1-Genexpression und damit die Thermogenese raunbn Adipozyten zu

beeinflussen.
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Bei Stimulation der Fettzellen mit BNP Uber Zeitréaivon einer bis 24 h konnten weder
auf mRNA- noch auf Proteinebene signifikante Augwngen auf UCP-1 beobachtet
werden. Daraus kann geschlussfolgert werden, d&#2 Bicht an einer Anderung der

Energieabgabe durch Thermogenese beteiligt ist.

4.2 Modifikation der endokrinen Adipozytenfunktion durch BNP

Die Fahigkeit des Fettgewebes, verschiedenste enéolSubstanzen freizusetzen, ist
inzwischen gut erforscht. Neben seiner altbekanfiemktion bei der Aufrechterhaltung
des Energiehaushaltes spielt Fettgewebe daher einehwichtige Rolle als endokrines
Organ. Bei Adipositas vergro3erte viszerale aberhaperivaskulare Fettgewebsdepots
stehen im Verdacht, durch vermehrtes Freisetzentinfreser Adipokine an der
Entwicklung adipositasassoziierter Morbiditat biegezu sein (Chudek und Wiecek, 2006;
Guzik et al, 2007). Man vermutet, dass Adipositas u.a. zu reungerschwelligen
chronischen Entzindungsreaktion des Korpers fuhwielche wiederum fir
Folgeerkrankungen wie Arteriosklerose und Insubiistenz verantwortlich gemacht wird.
In dieser Arbeit konnte die Modifikation der Geneagsion einiger wichtiger Adipokine,
fur welche offensichtlich ein Zusammenhang mit &athogenese des Metabolischen
Syndroms besteht, durch BNP nachgewiesen werden.

4.2.1 BNP steigert die Genexpression von Leptin

Das Adipokin Leptin steigert den Energieverbrauok spielt eine Rolle als Anorexigen
(Wauters et al, 2000). An braunen Adipozyten scheint es autokgdellulare
Insulinresistenz auslésen zu kénnen (Kraual, 2002). Daneben kdnnte Leptin auch eine
wichtige Rolle als Regulator des koronaren Vasataspielen (Schindlest al, 2006).

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass BN® @enexpression von Leptin in
braunen Adipozytenkulturen zeitabhangig steigemmk®ies ist der erste Nachweis einer
gesteigerten Leptin-Genexpression durch ein Natigoches Peptid an braunen
Adipozyten. Es steht im Einklang mit dem Ergebnisee aktuellen Studie an weil3en
Rattenadipozyten: Nikishimet al. konnten nach Stimulation mit ANP ebenfalls eine
Steigerung der mRNA-Level von Leptin feststellenstikimi et al, 2009). Insgesamt gibt
es jedoch nur wenige Daten zum Einfluss Natriucags Peptide auf Leptin.

BNP konnte durch die Stimulation der Leptin-Genesgion einen direkten Einfluss auf
den Energiestoffwechsel nehmen. Dies ware nebenersebekannten lipolytischen

Eigenschaften (Sengenes al, 2000) eine mdgliche Erklarung fur die in einigesllen
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vorkommende kardiale Kachexie bei schwerer chrbwis¢lerzinsuffizienz. Hierbei sind
die Plasma-BNP-Level als Ausdruck der starken Be@htigung der Herzfunktion erhoht
(Rademaker und Richards, 2005). Die kardiale Kaehexilt als schwerwiegende
Spatkomplikation der chronischen Herzinsuffiziemzl ust mit einer schlechten Prognose
und erhdhten Mortalitat behaftet (Anketral, 1997). Die Ursachen des zugrundeliegenden
Gewichtsverlustes konnten bislang nicht hinreichgeklart werden. Leyvat al. konnten
bereits 1998 zeigen, dass die Plasmaleptinspiegel Ratienten mit chronischer
Herzinsuffizienz erhdht sind (Leyvat al, 1998). Die in dieser Arbeit nachgewiesene
Steigerung der Leptin-Genexpression durch BNP zeigtneues Erklarungsmodell zur
Pathogenese der kardialen Kachexie auf. Demnack deir ungewollte Gewichtsverlust
bei schwerer chronischer Herzinsuffizienz auch kduemen BNP-induzierten erhdhten
Plasmaleptinspiegel erklarbar. Verglichen mit Hemmgqhden fanden Doehnatral. erhéhte
Plasmaleptinwerte sowohl bei Herzinsuffizienzpagen mit als auch ohne kardiale
Kachexie (Doehneret al, 2001). Kachektische Patienten hatten gegeniber de
normgewichtigen Patienten jedoch niedrigere Lepting Auch eine neuere Studie weist
darauf hin, dass bei Herzinsuffizienzpatienten leiteits ausgepragter kardialer Kachexie
die Plasmaleptinspiegel (Paulo Araugt al, 2009) eher niedriger liegen als bei
normgewichtigen Patienten, so dass Leptin zuminagastortgeschrittenen Stadium der
kardialen Kachexie, wenn nur noch geringe leptidpmerende Fettgewebsdepots
existieren, keine weiteren gewichtsverringerndenswitkungen mehr haben drfte
(Doehneret al, 2001).

Eine chronische Herzinsuffizienz ist daneben aualifig mit einer Hyperinsulindmie und
Insulinresistenz vergesellschaftet (Swainhal, 1997). Chronisch erhohte Insulinspiegel
sind far ihre stimulierende Wirkung auf die Lep@hksetion bekannt (Fruhbeodt al,
1998). Die hier nachgewiesene Steigerung der L&pginexpression durch BNP-Gabe
konnte die bei Herzinsuffizienz haufig zu beobarct&Insulinresistenz mitbegriinden, da
Leptin zumindest an braunen Adipozyten der MaukitZee Insulinresistenz zu induzieren
vermag (Krauset al, 2002). Es kdnnte sich hier also um einen Verst&ggkmechanismus
im Sinne einesirtculus vitiosushandeln. Weitere Untersuchungen bezlglich deruigr
eines kausalen Zusammenhangs erscheinen jedochentigy Die Frage nach einer
generellen Beeinflussbarkeit der zellularen Insdmrsitivitat brauner Adipozyten durch
BNP wird im weiteren Verlauf erortert.

An humanen weil3en Adipozyten aus subkutanem Fedfigewurde nach Stimulation mit

ANP karzlich ein hemmender Effekt auf die Freisegwon Leptin beobachtet (Faet
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al., 2003; Moroet al, 2007). Die Hemmung der Leptinfreisetzung scheatiei zwingend

an den lipolytischen Effekt von ANP gebunden zuins€b auch die Genexpression von
Leptin in Abhangigkeit von Lipolyse in den Fettagil gehemmt wird, wurde in den
genannten Studien nicht untersucht. An Nagetiecagiien konnte im Gegensatz zu
Human- oder Primatenadipozyten bislang keine neswerte durch Natriuretische Peptide
induzierte Lipolyse festgestellt werden (Sengegteal, 2002). Dies wurde hauptséchlich
auf ein geringeres Vorkommen des aktiven Rezedit?R-A an Nagetierfettzellen im

Verhéltnis zum sogenannten Clearance-Rezeptor NPRrGckgefuhrt. Trotzdem kann
nach Stimulation dieser Fettzellen eine Zunahmesdesnd messenget&SMP gemessen

werden (Jeandedt al, 1989), welcher in der folgenden Signaltransdulgi@skade zur

Lipolyse fihren misste. Erklarbar wird das Auslk#eib der Lipolyse an

Nagetieradipozyten durch das Fehlen einer spezialeMP-abhangigen Proteinkinase
(PKG), welche fur die Vermittlung der lipolytisché&unktion der Natriuretischen Peptide
durch cGMP essentiell zu sein scheint (Fatnal, 2003). Eine jungst veroffentlichte
Studie widerspricht dieser These, da dort nebeneigesten cGMP-Leveln auch eine
Lipolyse durch Stimulation von Rattenadipozyten AINP hervorgerufen werden konnte
(Nishikimi et al, 2009). Wie bereits erwahnt, wurde in der genani@tidie auch eine

Steigerung der Leptin-Genexpression festgestalit. Kldrung der offenbaren Diskrepanz
einer durch Natriuretische Peptide gesteigertentih&penexpression und verminderten
Leptinsekretion bedarf es weiterer Studien. Daneb#ines zu bedenken, dass eine
gesteigerte Leptin-Genexpression nicht automatmsdiheiner erhéhten Leptinsekretion
einhergehen muss, da Uber die relativen Halbwetésee@ind Translationseffizienz der

Leptin-mRNA wenig bekannt ist.

4.2.2 BNP beeinflusst die Genexpression von Adiporten nicht

Adiponectin gilt als ein kardiovaskular protektiv wirkendes Adkin. Bei adipbsen
Menschen und Mausen findet sich trotz erhodhter Eigitmasse eine als genetische
Dysregulation verstandene deutlich verminderte &eression von Adiponectin (Het
al., 1996). Der daraus resultierende fehlende kardiavare Schutz deutete sich bereits
durch eine verstarkte Intimaproliferation nach ekpenteller GefalRschadigung
adiponectin-defizienter Mause an (Kubata al, 2002). Tatséchlich steigern niedrige
Plasmawerte fir Adiponectin das Risiko, einen Mydkdarkt zu erleiden (Pischaoet al,
2004). Eine weitere Wirkung von Adiponectin betriffie Energiehomoostase. Im

Tiermodell verringert die periphere Gabe von Adipaim die viszerale Fettmasse und
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behindert eine Gewichtszunahme (Masakial, 2003) bzw. fuhrt zu Gewichtsverlust
(Fruebiset al, 2001). In zwei aktuellen Studien wurde eine posiKorrelation zwischen
der Hohe der Adiponectin-Plasmawerte, des Gewiehiissts bei schwerer Herz-
insuffizienz und der HOhe der BNP-Plasmakonzemnatin vivo nachgewiesen
(McEntegartet al, 2007; Paulo Araujeet al, 2009). Erhohte Adiponectinlevel werden
daher trotz ihrer allgemein protektiven Eigensdraftinzwischen als unabhangige
Risikomarker einer gesteigerten Mortalitat bei &atn mit chronischer Herzinsuffizienz
angesehen (Tamuet al, 2007). Es wird vermutet, dass BNP moglicherweiisekt die
Adiponectinsekretion aus Fettgewebe fordern undzwgokardialen Kachexie beitragen
konnte (McEntegaret al, 2007).

In vitro konnte in dieser Arbeit jedoch kein signifikantBffekt von BNP auf die
Genexpression von Adiponectin in braunen Adipozyfestgestellt werden. Weitere
Expressionsstudien mit BNP zur Stltzung dieseslifigees existieren bislang nicht. Im
Einklang mit dem Ergebnis dieser Arbeit konnten &eierin vitro-Studie an humanem
subkutanen Fettgewebe bei Stimulation mit physistdgen ANP-Konzentrationen
ebenfalls keine Auswirkungen auf Adiponectin festght werden (Morcet al, 2007). Da
ANP und BNP weitestgehend die gleichen Rezeptareithnlicher Affinitat besetzen, ist
davon auszugehen, dass BNP in diesem Fall ebekflen Effekt hervorrufen sollte.
Hierbei muss einschrankend jedoch erwahnt werdass ds sich in der genannten Studie
um humanes weilRes Fettgewebe handelte und die ifRekestion und nicht die
Genexpression von Adiponectin untersucht wurde. niisssten weitere Experimente
unternommen werden, um die Frage einer moglicheriiussnahme von BNP auf die
Adiponectinsekretion bei braunen Adipozyten zuddér

4.2.3 BNP steigert die Genexpression von MCP-1

Die Hypertrophie der Fettzellen bei Adipositas fiiltser eine metabolische und endokrine
Dysregulation im Fettgewebe mit gesteigerter Fteisggy von u.a. FFA und
proinflammatorischen Zytokinen zu einem entzindiichZustand, welcher fir die
adipositas-assoziierte Morbiditat verantwortlichnssoll. Die Entziindungsmediatoren
TNF-a und IL-6 entstammen dabei grof3tenteils Makrophagdie aus Monozyten
hervorgegangen sind und bei Adipositas in gestiEigénzahl im Fettgewebe vorkommen
(Weisberget al, 2003). Man nimmt an, dass die Migration von Moyien ins Fettgewebe
durch das Chemokin MCP-1 vermittelt wird. Diesegel@uch bei der Pathogenese der
Arteriosklerose eine wichtige Rolle. Da auch Felgredie Fahigkeit besitzen, MCP-1 zu
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sezernieren (Gerhardet al, 2001), kann bei vergroRerten Fettgewebsdepotge ein
vermehrte Freisetzung dieses proinflammatorischieentkins in die Blutbahn erfolgen
und dort die Bildung arteriosklerotischer Plaqueigiert werden (Yla-Herttualat al,
1991; Christianseret al, 2005). MCP-1 ist offenbar auch an der Entstehung
Insulinresistenz in Muskulatur und Fettgewebe ligtgjSartipy und Loskutoff, 2003). So
wird die insulinvermittelte Glukoseaufnahme in weni3Fettzellen durch die Inkubation
mit MCP-1 nachhaltig gestort. Das MCP-1-Gen hingegeird bei allgemeiner
Insulinresistenz mit systemischer Hyperinsulindmaterhin durch Insulin hochreguliert,
so dass sich MCP-1 und Insulinresistenz im Sinmesetirculus vitiosusgegenseitig
verstarken kdonnen (Sartipy und Loskutoff, 2003).

Die Invasion des Fettgewebes mit Makrophagen waigt das neue Verstandnis der
Adipositas als Ursprung eines systemisch-entziinelicGesamtzustandes hin. Welche
Signale beeinflussen jedoch diese Entwicklung?

In der Literatur finden sich Hinweise auf immunmtdarische Wirkungen der kardialen
Natriuretischen Peptide ANP und BNP. Am Herzen Maigetieren wirken ANP und BNP
Uber ihren Rezeptor NPR-A offenbar antiinflammatcin, denn die Ausschaltung des
NPR-A-Gens bei Mausen flihrt zu einer deutlichendkumg der kardialen Genexpression
proinflammatorischer Zytokine wie TN&-und IL-6 (Vellaichamyet al, 2007). An
humanen subkutanen Fettgewebsproben filhren phgsolee ANP-Konzentrationen zu
einer verminderten Sekretion von TNFR#nd IL-6 (Moroet al, 2007). Fur BNP konnte an
Makrophagen der Nachweis einer Modulation der Pkbdo diverser Entziindungs-
mediatoren gefuhrt werden (Chiurchat al, 2008). Ebenfalls an Makrophagen zeigte
ANP eine direkte hemmende Wirkung auf die Sekretion MCP-1 (Moroet al, 2007).

Im Hinblick auf die Beteiligung dieses Entziindungsiators an der Pathogenese der
Arteriosklerose weild man, dass ANP und BNP sowispeachende Rezeptoren auch an
arteriosklerotischen L&sionen in humanen Koronar@mn exprimiert werden. Man
vermutet dort ein autokrin bzw. parakrin wirkendiéstriuretisches Peptidsystem, welches
in die Pathobiologie der intimalen Plagueformationd des vaskulareiRemodelings
involviert ist und dort eine schitzende Funktiomahat (Casccet al, 2002). Durch
Hemmung der neutralen Endopeptidase, eines Enzgass,in geringem Umfang auch
Natriuretische Peptide abbaut, konnte in einer @md8tudie eine Proliferationshemmung
der glatten GefalBmuskulatur durch BNP, sowie einerminderte Bildung
arteriosklerotischer Gefal3plaques nachgewiesen emef&chirgeret al, 2000). BNP

besitzt also offenbar eine generell vasoprotekiliekung. Es ist denkbar, dass BNP als
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kardiales Natriuretisches Peptid die Genexpresstmmokiner Botenstoffe wie MCP-1
auch in Fettzellen senkt und so seine schiutzendktibn ausiubt. Fur weil3es oder braunes
Fettgewebe existierten diesbezuglich bisher algslkeine Studien.

In dieser Arbeit konnte nun nachgewiesen werdess dNP an braunen Adipozyten
maoglicherweise eine proinflammatorische Wirkung faten kann. So wurde die
Genexpression von MCP-1 in braunen Adipozyten d@st hochsignifikant um 60 %
hochreguliert. In der Literatur finden sich bis aufe Studie, in der eine Stimulation der
Neutrophilenmigration durch ANP gezeigt werden Kenfilferink und De Koster, 1995)
derzeit keine weiteren direkten Hinweise auf eir@rglammatorische Wirkung von BNP
oder ANP. Bislang wurden fast ausschlie3lich die emob beschriebenen
antiinflammatorischen und vasoprotektiven Wirkungder Natriuretischen Peptide
festgestellt. Allenfalls fir supraphysiologischerkentrationen an ANP konnten negative
vaskulare Effekte nachgewiesen werden, die moglebise auch auf eine entztindliche
Ursache zurtckzufihren sind. Wo physiologische Aftfhzentrationen namlich die
endotheliale  Regeneration fordern, hemmen hoOhere nzé&drationen die
Regenerationsfahigkeit des Endothels wiederum (Rwbkgaal, 2008). Die in dieser Arbeit
durch BNP hervorgerufene Steigerung der Genexmmession MCP-1 in braunen
Adipozyten zeigt also erstmals, dass ein Natriscegs Peptid auch proinflammatorisch
wirksam werden konnte. Bei entsprechender Trawslsgiffizienz ist anzunehmen, dass
BNP z. B. fahig ist, die Einwanderung von Monozyies Fettgewebe zu bewirken und so
einen inflammatorischen Stimulus setzen kann. 8ysthe proinflammatorische und
destruktive Effekte wéren ebenfalls denkbar. Diéieerlegung gewinnt besonders in
Anbetracht neuerer Daten zur Anwendungssicherhestrdkombinanten humanen BNP-
DerivatesNesiritide (Natrecor®) Bedeutung, da es nach Gabe dieses klimdiktes bei
Herzinsuffizienzpatienten offenbar zu vermehrterddséllen im Vergleich mit anderen
Standardtherapien gekommen ist (Sciosinc., 2009)ciDeine Stimulation der MCP-1-
Genexpression ist BNP mdglicherweise auch in dgel#sulinresistenz an Adipozyten
zu initileren. Dieser Aspekt wurde in dieser Arlhirch Glukose-Aufnahme-Experimente

untersucht und wird im weiteren Verlauf diskutiert.

4.2.4 BNP steigert die Genexpression V&XIrRAP
Eine Hauptfunktion des Kardialen NatriuretischenptRisystems (KNPS) ist die

Regulation von Blutvolumen und peripherem Gefal3veided. Auch beim dazu
antagonistisch wirkenden systemischen Renin-AnggiteSystem (RAS) besteht die
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Funktion primar in der Regulation des Plasmavolsnend des damit verbundenen
systemischen Blutdrucks sowie in der Sicherung d#ektrolythomobostase des
menschlichen Korpers (Silbernagl und Despopoul881)L

Neben dem systemischen RAS existieren offenbamegen Organen zugehoérige lokale
RAS. Storungen in der Physiologie lokaler RAS wardenit pathologischen
Organveranderungen wie z.B. hypertrophen Wachstingsr am Herzen in Verbindung
gebracht (Mazzolaet al, 1998). Auch Fettgewebe scheint ein solches ISkRAS zu
besitzen, da Adipozyten differenzierungsabhangigokbd Angiotensinogen exprimieren
als auch Angiotensin Il generieren kdnnen und dispgechenden Angiotensin IlI-
Rezeptoren (AF-Rezeptor und AFRezeptor) besitzen (Engedt al, 2000; Cassiet al,
2008). Das die Funktion des ARezeptors modulierende ATRAP wird von Adipozyten
ebenfalls exprimiert (Westphatt al, 2008). ATRAP ist ein noch nicht sehr lange
bekanntes transmembrandses Molekil, welches eieenalisierung des AfRezeptors
bewirkt und als negativer Regulator von Angioterikigilt (Daviet et al, 1999; Cuiet al,
2000).

Angiotensin Il entsteht enzymatisch mit Hilfe voerih und deg\ngiotensin Converting
Enzyme (ACE) aus Angiotensinogen und spielt eine entsedmd Rolle im RAS
(Silbernagl und Despopoulos, 1991). Es stimuliggteamisch die Ausschittung von
Aldosteron aus den Nebennieren, wirkt vasokonstrigth und gilt als Wachstumsfaktor
fur eine Vielzahl von Geweben und Zellen. Angiotendl stimuliert Gber den
Angiotensinrezeptor AfTauch die Proliferation und Differenzierung von palzyten und
hemmt die Lipolyse (Sarzaet al, 2008a). Moglicherweise ist adipozytares Angioieis
auf diese Weise in der Lage, im Falle von Ubergbtvéndo- bzw. autokrin eine weitere
Zunahme der Korperfettmasse zu foérdern und eingregektion entgegenzuwirken. Seine
genauen Wirkungen hinsichtlich einer Beteiligungdam Korpergewichtsregulation sind
jedoch noch immer Gegenstand kontroverser DisknesigEngeliet al, 2000; Sarzanet
al., 2008b).

Kardiale Natriuretische Peptide wie BNP oder ANFPnheen die genannten Wirkungen
von Angiotensin Il. So konnten Sarzani et al. vordem zeigen, dass ANP das Wachstum
humaner viszeraler Adipozyten vitro signifikant hemmen kann, wahrend Angiotensin |
als potenter Wachstumsfaktor wirkte (Sarzainal, 2008a). Auch auf systemischer Ebene
ist das KNPS ist fur seine hemmende Wirkung auf BAS bekannt. Richards et al.
fanden bereits 1988, dass physiologische Konzémtext von ANP die Plasmakon-

zentrationen von Renin und Aldosteron senken (Rdget al, 1988). In den Nebennieren
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hemmt ANP Uber den NPR-A direkt die Produktion Viddosteron (Potteet al, 2006).
AulRerdem sind Natriuretische Peptide in der Lage Wirkung von Angiotensin Il und
Aldosteron an deren Zielgeweben zu antagonisieGarz@niet al, 2008b). Genaue
Vorstellungen zur zellularen Wirkungsvermittiung Adipozyten sind in der aktuellen
Literatur bislang nicht beschrieben worden. Es wurddieser Arbeit daher die Hypothese
untersucht, ob BNP seine hemmende Wirkung auf daS Rber die Stimulation von
ATRAP erzielen kbnnte.

Es hat sich gezeigt, dass BNP die GenexpressionAMMdRAP in braunen Adipozyten
tatsachlich signifikant steigern kann. Da bislamgmkeine Daten zu einer Beeinflussung
von ATRAP durch Natriuretische Peptide veroffefificwurden, ist dies der erste
Nachweis einer Modulation der ATRAP-Genexpressiamchkl kardiale Natriuretische
Peptide Uberhaupt. Das Ergebnis steht im Einklamglen zu erwartenden Hemmfunktion
kardialer Natriuretischer Peptide auf das RAS ungkteb bei entsprechender
Translationseffizienz ein neues Erklarungsmodelt genauen zellularen Vermittlung

dieses hemmenden Effektes auch an Adipozyten.

4.3 Interaktionen von BNP mit Signalmolekilen der hsulinsignal-
kaskade

BNP vermittelt seine physiologischen Wirkungen (bemen membranstandigen
Guanylatcyklasezezeptor, nach dessen Aktivierungkkssischer intrazellularesecond
messenger das cGMP, gebildet wird. Dieses wiederum bindet GGMP-bindende
Proteine, von denen aktuell drei verschiedene bekasind: cGMP-abhangige
Proteinkinasen (PKG), cGMP-bindende Phosphodiestar@”DE) und cGMP-abhéangige
lonenkanale. Am besten untersucht ist die Signadnteitung Uber PKG. Die Aktivierung
einer spezifischen PKG bewirkt beispielsweise damiytischen Effekt von ANP.
Interaktionen der NP-Signalweiterleitung mit dersuhnsignalkaskade sind bislang
weitestgehend unerforscht. Dass beide Signalweggnmander interagieren kbnnen, zeigt
eine Untersuchung von Berganeti al. aus dem Jahr 2003: In Kulturen humaner glatter
GefalRmuskelzellen besitzt Insulin vitro die Fahigkeit, tUber einen cGMP- und PKG-
abhangigen Signalweg die zellulare Glukoseaufnakzmestimulieren (Bergandet al,
2003). Mdoglicherweise existieren &hnliche Verbinglelm auch im Fettgewebe.
Natriuretische Peptide kdnnten dann modulierendl@sidlinsignalwege einwirken, diese
fordern oder hemmen. Stérungen der Insulinsignél@e in Fettgewebe oder Muskulatur

konnen aber urséachlich fir die Entstehung zellulévsulinresistenz bei Adipositas sein
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(Pessin und Saltiel, 2000; Saltiel und Kahn, 2001 Interaktionen zu Uberprifen,
wurden deshalb insgesamt vier unterschiedliche iSsklmolekile der Insulinsignal-
kaskade auf ihre Aktivierung oder Suppression dias hin untersucht. Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen, dass BNP an braunen Fettzeilee Modulation einiger wichtiger

Signalmolekule der Insulinsignalkaskade bewirkt.

4.3.1 BNP stimuliert die MAP-Kinasen p38 und p44/42

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) dienen 8ignalibermittler von Chemokinen,
Wachstumsfaktoren und Hormonen und fordern u.a. dAaélproliferation und -
differenzierung durch Steuerung der Gentranskmipt®eger und Krebs, 1995).

Die p38 MAPK wird durch verschiedene Stressfaktoadtiviert und daher auch als
Stresskinases{ress-activated protein kinase, SARI€reichnet (Zarubin und Han, 2005).
Die p44/p42 MAPK (auch ERK 1/2 genannt) wird duhskulin und eine Vielzahl anderer
Wachstumsfaktoren aktiviert. Durch Interaktion dém PI3-Kinase-Signhalweg kdnnen
Anderungen der p44/p42 MAPK-AKktivitat metabolischellfunktionen wie den Glukose-
und Lipidmetabolismus beeinflussen.

In dieser Arbeit konnten direkte Effekte von BNRvedl auf die p38-MAPK als auch auf
die p44/42-MAPK nachgewiesen werden. Es wurde entikuierlicher, zeitabhangiger
und signifikanter Anstieg der p38-MAPK-Phosphomiieg festgestellt. Die p44/p42
MAPK wurde durch Stimulation mit BNP ebenfalls akeit- und dosisabhangig aktiviert.
In der hochsten eingesetzten BNP-Dosierung wurde miaximale und hochsignifikante
Steigerung um mehr als das fiinffache gegenibeAudsgangswertes beobachtet.
Komalavilaset al. beschrieben 1999 in ihrer Studie an glatten Get&Reizellen bereits
eine Aktivierung von MAPK Uber einen cGMP- und PHkBhangigen Signalweg
(Komalavilas et al, 1999). Obwohl es sich in der genannten Studie aiimanderes
Zellmodell und primar den Stickoxid-(NO-)Signalwepandelt, werden &hnliche
Signaltransduktionsstudien in der Literatur aufgruder gleichen Signalmolekile
wiederholt mit der Signalvermittlung NatriuretiscHeeptide in Verbindung gebracht und
zeigen mogliche Interaktionswege der verschiedé&wbstanzen auf (Sosaal, 2007).

Die starke Steigerung der MAPK-Aktivitat durch Stilation der Adipozyten mit BNP
kann in jedem Falle als Indiz einer ausgepragtamskriptionsfordernden Wirkung dieses
Natriuretischen Peptids interpretiert werden. DageBnis passt zu der gezeigten

Steigerung der Genexpression von Leptin und MCPd unterstreicht die erst seit
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kurzem gewonnene Erkenntnis, dass Natriuretiscpéd@ewichtige Fettgewebsfunktionen

modulieren kdnnen.

4.3.2 BNP stimuliert die Proteinkinase B (PKB/AKT)

Die Proteinkinase B (PKB = AKT) ist ein wichtigedebhent der Insulinsignalkaskade.
Nach der Rezeptorbindung von Insulin mit Aktivieguwon Insulinrezeptorsubstraten und
Bildung von Inositoltriphosphat durch die Phospihdinositol-3-Kinase (PI-3-Kinase)
wird AKT innerhalb der Insulinsignalkaskade verglesweise proximal aktiviert. Es gilt
als ein Schlisselelement der insulinvermittelteruk@seaufnahme (Hernandet al,
2001), wobei seine Rolle dabei noch nicht abschhel3geklart ist (Saltiel und Kahn,
2001). In seiner phosphorylierten und damit aktteile Form soll es die Aufnahme von
Glukose in das Zellinnere durch Translokation dem3porters GLUT4 aus zytosolischen
Vesikeln in die Zellmembran fordern. Durch das \Mwrknen verschiedener Isoformen
von AKT lassen sich auch andere Funktionen diesalelVils erklaren (Baet al, 2003).
So stimuliert es u.a. die Zellproliferation und hetdie Apoptose, wodurch ihm auch eine
wichtige Funktion in der Onkogenese gewisser malighiumore zugeschrieben wird
(Lawlor und Alessi, 2001).

BNP aktiviert AKT in adulten braunen Adipozyten & in sehr niedrigen
Konzentrationen akut. Es kénnte dadurch die Apaptamn Adipozyten hemmen. Dieses
Ergebnis geht konform mit den Daten aus einer $tudn Katoet al, in welcher ANP in
Kardiomyozyten Uber einen cGMP-abhangigen Signalweageiner Aktivierung und
nukledren Akkumulation von AKT fuhrt und auf diedéeise vermutlich antiapoptotisch
wirksam werden kann (Katet al, 2005). Auch eine weitere Studie konnte an Ragtegrin

in vivo eine antiapoptotische Wirkung von ANP Uber Aktivieg des PI-3-Kinase-
Signalwegs mit nachfolgender Aktivierung von AKTchaveisen (Grutzneet al, 2006).
Fur BNP konnte ebenfalls eine hemmende Eigensehdftiie Apoptose gezeigt werden
(Wu et al, 2009).

Die Aktivierung von AKT koénnte aber auch auf eineerlvesserte zellulare
Glukoseaufnahme durch BNP hindeuten. An Fettzedierin solcher Effekt bislang nicht
bekannt. Parakrine Funktionen Natriuretischer Bepén Kardiomyozyten sind hingegen
schon beschrieben worden und beinhalten auch digul&en der zellularen
Glukoseaufnahme und des Glukosemetabolismus. SahtedNP an Kardiomyozyten
unter Oxygenation und Hypoxie die GlukoseaufnahiKedfh et al, 2002; Soseaet al,
2007). Die Funktion des Signalmolekiils cGMP dista$ Natriuretischen Peptidrezeptors
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wird dabei kontrovers diskutiert. Manche Autoremmveten eine hemmende Wirkung auf
die Glukoseaufnahme, andere eine fordernde (Bengemiaal, 2001; Vandecasteelet
al., 2001). Zumindest in einer Studie von Bergaedal. fihrte gerade ein cGMP- und
PKG-abhéngiger Signalweg nach Stimulation von Gefi#gkelzellen mit Insulinn vitro

zu einer Zunahme der zellularen GlukoseaufnahmegéBeliet al, 2003). Gegensatzliche
Effekte der cGMP werden mit den drei verschiededieimolekulen distal diesesecond
messengerserklart, auf welche cGMP unter unterschiedlicheimmstinden auch
verschiedenen Auswirkungen haben kann (Lohmahral, 1991). Insgesamt ist die
Wissenslage diesbeziglich jedoch noch unzureich&ndFettzellen existieren in der
aktuellen Literatur keine weiterfiihrenden Daten.

Die hier gefundene Hochregulation von AKT zeigt geld, dass den Effekten
Natriuretischer Peptide im Hinblick auf die Apomosnd den Glukosemetabolismus im
Fettgewebe und darlber hinaus eine groRere widsdtisshe Aufmerksamkeit gebihrt
und weiterfihrende Studien unternommen werdenespllim neue Wechselwirkungen des

Natriuretischen Peptid-Signalwegs und des PI-3-8@sgnalwegs aufzudecken.

4.3.3 BNP aktiviert p70S6 nicht
Das Molekil p70S6 ist ebenfalls ein wichtiges Slglement innerhalb der

Insulinsignalkaskade. Es gilt auch bei Fettzellels @&in Schlisselregulator der
Zellproliferation. Tierexperimentelle Untersuchungen Mausen mit einetknock-outfur
das p70S6-Gen haben zudem gezeigt, dass p70Seagwinhtlie Insulinsensitivitat ist und
das Fehlen von p70S6 vor diatinduzierter oder gsstebedingter Adipositas schutzt. Die
Fettgewebsdepots solcher Mause waren gegenubemdgem der Wildtyp-Mause deutlich
kleiner. Zusatzlich nahm weil3es Fettgewebe kimvck-outMause morphologisch und
durch Expression von UCP-1 Eigenschaften braundtgdweebes an. Als Hintergrund
wurde ein fehlender negativer Ruckkopplungsmechamsvon p70S6 auf den Signalweg
von Insulin und dennsulin-like growth factor 1(IGF-1) angenommen (Hansen und
Kristiansen, 2006).

Die Stimulation brauner Adipozyten mit BNP zeigtedieser Arbeit keine Auswirkungen
auf die Phosphorylierung und damit Aktivierung yof0S6. In der Literatur wurde bislang
nur ein hemmender Effekt von ANP auf die Prolifematvon weil3en Adipozyten und
Praadipozyten aus humanem viszeralen Fettgewelmhrisen (Sarzanet al, 2008a).
Daten zu BNP oder braunen Fettzellen existierezeitenicht. Die Beobachtungen in
dieser Arbeit deuten aber darauf hin, dass BNPFdigzellproliferation nicht beeinflusst
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und - wie im Folgenden erortert wird - auch keindele auf die zellulare Insulin-

sensitivitat hat.

4.4 BNP zeigt keinen Einfluss auf die Insulinsenswitat brauner
Adipozyten

Zur Klarung der Frage, ob BNP die Insulinsensiéivian braunen Adipozyten verédndern
kann, wurde die insulininduzierte zellulare Glukasimahme nach BNP-Stimulation
untersucht. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt eerddass die Prastimulation der
Fettzellkulturen mit BNP in verschiedenen Konzetdreen Uber unterschiedliche
Zeitraume keinen signifikanten Einfluss auf dieuinmsnduzierte Glukoseaufnahme hat.
Auch die oben beschriebene Aktivierung von AKT téigr keine die Glukoseaufnahme
fordernde Wirkung. AKT konnte allerdings einen vbrsulin unabhangigen, direkten,
fordernden Effekt auf die Glukoseaufnahme habemeban werden mdglicherweise auch
andere Zellfunktionen, wie die Proteinbiosynthedaes Zellwachstum und die Regulation
der Apoptose durch die Stimulation von AKT beeisfii

In der Literatur finden sich derzeit nur wenige Wese auf bzw. Daten zu Interaktionen
von Natriuretischen Peptiden mit der zellularen KkBkeaufnahme. In humanen glatten
GefalBmuskelzellen besitzt Insulin vitro die Fahigkeit, tUber einen cGMP- und PKG-
abhangigen Signalweg die zellulare Glukoseaufnazmestimulieren (Bergandet al,
2003). Da Natriuretische Peptide wie BNP ihre Wirgen nach Rezeptorbindung
hauptsachlich Gber eine cGMP- und PKG-abhangigenaBigiterleitung vermitteln,
konnten sie durch Interferenz dieser Signalmolekiiglicherweise ebenfalls Einfluss auf
die zellulare Glukoseaufnahme und Insulinsensgiviehmen. Die Arbeitsgruppe um Sosa
konnte vor kurzem tatsachlich zeigen, dass ANFGli&koseaufnahme an Kardiomyozyten
erhohen kann (Soset al, 2007). Das Signalmolekil cGMP distal des Nattisohen
Peptidrezeptors schien diesen Effekt jedoch wiederu hemmen. Der géangigen Meinung
nach ist fur die physiologischen Effekte der Nagtischen Peptide wie z.B. die Natri- und
Diurese oder auch die Lipolyse die Bildung von cGMIB second messenggedoch
essentiell. Weitere Untersuchungen mussten zumuKgidieser Diskrepanz unternommen
werden.

Festzuhalten ist in jedem Falle, dass BNP naclhEdgebnissen dieser Arbeit auf zellularer
Ebene offensichtlich nicht an Anderungen der aditioen Insulinsensitivitat beteiligt ist.
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4.5 Funktionelle Konsequenzen der BNP-Effekte flr i& Physiologie der
Fettzelle und des Gesamtorganismus

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass das dardllatriuretische Peptid BNP direkte
Effekte an braunen murinen Adipozytenkulturen henfen kann. Diese beinhalten die
Modulation  wichtiger  Adipokinexpressionsmuster undlie  Aktivierung von
Schlusselelementen der Insulinsignalkaskade. Hitlgih der Fettzelldifferenzierung
konnten keine relevanten Veranderungen durch BN&bdmhtet werden. Auch andere
Fettzellfunktionen wie die Thermogenese oder dgilinsensitivitat wurden durch BNP
nicht beeinflusst. Die beschriebenen Wirkungen artenschiedlichen adipozytaren
Signaltransduktionsmolekilen sprechen dennoch fiielfaltige Beeinflussungs-
maoglichkeiten der Fettzellfunktion durch BNP. DeadkWiweis aktivierender Effekte auf
wichtige Elemente des Insulinsignalweges weistdegsen Fahigkeit zur Interferenz mit
dieser Signalkaskade hin und koénnte neben der yspolbedeutend fur weitere
Komponenten des Fettzellmetabolismus und gesamtergiestoffwechsels sein.

Die dargestellten Effekte wurden vermutlich durcimee direkte rezeptorvermittelte
Signalweiterleitung hervorgerufen. In der Tat skettzellen von S&ugetieren und Nagern
fur ihren Besatz mit Natriuretischen Peptidrezegniaschon langer bekannt (Jeanekedl,
1989; Sarzanet al, 1996). Untersuchungen in der jingeren Vergangehhag&en jedoch
gezeigt, dass Nagerfettzellen quantitativ mehr isageteClearanceRezeptoren (NPR-C)
als Wirkungsrezeptoren (NPR-A und -B) besitzen, nedtl an der Zelloberflache von
Primatenadipozyten die genau entgegengesetzte Rezmpstellation zu finden ist. Auf
diese unterschiedliche Rezeptorverteilung zwisaem Spezies wurde die Effektdifferenz
z.B. hinsichtlich der durch Natriuretische Peptidduzierbaren Lipolyse zurtickgefihrt
(Sengenest al, 2002). Gleichwohl wird durch NP-Stimulation and¢eadipozyten der
second messengeGMP gebildet, wenn auch in geringerem Mal3e al®¥bmaten. Auch
aufgrund einer fehlenden, fir die Weiterleitung d@gnals bedeutsamen Proteinkinase
(PKG) scheint dies fiir eine effektive Lipolyse b&gern nicht auszureichen, wenngleich
eine aktuelle Publikation zu einem abweichenderlmng kommt (Nishikimet al, 2009).
Andere Effekte sind jedoch sehr wohl denkbar (Jebedal, 1989). Adipozyten stellen
daher auch im Nagermodell ein Zielgewebe fiur Negtische Peptide dar, deren
physiologische Funktionen dort bislang weitestgehamerforscht waren.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse dprdur eine generelle Stressreaktion der
Fettzelle auf erhohte BNP-Konzentrationen, welcha. im Rahmen akuter oder

chronischer Volumen- und Druckbelastung des Herzmits vermehrter ventrikuléarer
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Dehnung und einer gesteigerten Herzarbeit auftrdd&n erhobenen Daten deuten in der
Mehrheit auf eine sinnvolle physiologische Reaktiomr Bewaltigung der kardialen
Belastungssituation hin und unterstitzen bereitkatuete Theorien Uber die
Wirkungsweise des Kardialen Natriuretischen Pepsidsns. Dazu gehort auch die bereits
bekannte lipolytische Wirkung kardialer Natriuretier Peptide zur Bereitstellung
notwendiger Energiereserven.

In dieser Arbeit konnte zunachst gezeigt werderssdBNP weder das adipozytare
Differenzierungsverhalten noch die Thermogenesenfiesst. In der Literatur finden sich
Daten, die von einem hemmenden Einfluss Natriurletis Peptide auf die Proliferation
von weil3en Adipozyten berichten (Sarzahial, 2008a). Vor dem Hintergrund der BNP-
Ausschittung bei Herzbelastung erscheinen dieséd@btungen sehr plausibel, da in
einer solchen Situation die Bereitstellung von [greerfir die gesteigerte Herzarbeit
oberste Prioritat hat und anabole Wachstumsvorgéadgeein Energieverlust in Form von
Thermogenese eher kontraproduktiv wéren.

Bei drohender ventrikularer Uberfillung senkt BNBkénntermafRen die Aktivitat des
systemischen RAS und bewirkt so eine Minderung Volumen und Blutdruck, was zur
Entlastung des Herzens fuhrt und der OptimierungHizfunktion dient. Die in dieser
Arbeit erstmals nachgewiesene Steigerung der ATK&Rexpression durch BNP an
Adipozyten bietet dabei moglicherweise ein neuegldgigsmodell zur zellularen
Wirkungsvermittlung eines solchen hemmenden Efekte

Im Falle von Adipositas konnte diese physiologiséimpassungsreaktion des Organismus
auf eine konkrete Herzbelastung allerdings ges@ir, da die Plasmalevel der kardialen
Natriuretischen Peptide bei Adipositas unabhangig Merzfunktion oder systemischem
Blutdruck erniedrigt sind (Mehrat al, 2004; Wanget al, 2004). Bei adipésen Individuen
wird daher die Hemmung des systemischen RAS aufigilen niedrigeren NP-Plasmalevel
wahrscheinlich reduziert sein, wodurch es zu einsdaquaten Aktivierungszustand des
RAS mit erhéhten Blutvolumina, erhdhten peripheBafalRwiderstanden und konsekutiv
gesteigertem arteriellen Blutdruck kommen kanrhénzbelastenden Situationen ware der
Organismus dann nicht mehr in der Lage, adaquaeagieren, wodurch es schneller zu
einer akuten kardialen Dekompensation kommen kdnnte

Als pathogenetischer Hintergrund der reduzierterFN3malevel wird bei Adipositas u.a.
ein gesteigerter Abbau der Natriuretischen Peptidech ClearanceRezeptoren im
Fettgewebe vermutet (Sarzagi al, 2008b). Diese Hypothese wird indirekt durch die

Beobachtung gestltzt, dass ein diatetischer GesvieHtist in der frihen Phase haufig von
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einer verstarkten Diurese und Natriurese gekenhmeicist und zu einer Reduktion des
systemischen Blutdrucks fuihrt. Die Gewichtsredukti@nnte also wiederum mit einer
erhohten biologischen Aktivitat Natriuretischer Bég vergesellschaftet sein. Sarzani et
al. wiesen mit einer Veroffentlichung aus dem Jd@@5 nach, dass Fasten im Fettgewebe
von Ratten zu einer ausgepragten HerunterregulatesClearanceRezeptors NPR-C
fuhrte, wahrend der Wirkungsrezeptor NPR-A davorbegmntrachtigt blieb und die
cGMP-Plasmakonzentration gesteigert waren. DiesterDarklaren damit sowohl die
verstarkte Di- als auch Natriurese als auch digdBlicksenkung bei Gewichtsabnahme
(Sarzaniet al, 1995).

Durch die reduzierte biologische Aktivitat des KNR®i Adipositas sind vor dem
Hintergrund lokaler Fettgewebs-RAS zusatzliche lek&uswirkungen denkbar. An
Kardiomyozyten hemmt ATRAP z.B. die bekannten Amnbluzierten hypertrophen
Wachstumsreize (Tanakat al, 2005). Die fehlende Stimulation von ATRAP bei
Adipositas konnte sich daher insbesondere in I|okafroliferationsanreizen der
Adipozyten oder auf systemischer Ebene auch anremdéeweben wie dem Herzen
aulBern. Durch die weniger gehemmte Angiotensin ilkg&amkeit waren aber auch
parakrine Effekte beispielsweise auf die von Fettgeskapseln umgebenen Gefalie
maoglich, da ATRAP in GefalRen die Proliferation tgatMuskelzellen hemmen kann (Cui
et al, 2000). Adipositas konnte sich auch auf diese Weaisgativ auf die Gefal3- und
Herzgesundheit auswirken.

Durch Interaktionen mit Signalmolekilen der Inssignalkaskade ist BNP zudem
offenbar in der Lage, Einfluss auf den Energiestetfhsel und adipozytére
Wachstumsvorgange zu nehmen. Wéhrend ein Schlégskdtor der Zellproliferation und
Insulinsensitivitat, das Molekul p70S6, unbeeirglublieb, konnte in der vorliegenden
Arbeit bei der Proteinkinase B (AKT) ein starkerti&ikatsanstieg durch BNP beobachtet
werden. Durch die Beteiligung von AKT an der insugrmittelten Glukoseaufnahme und
an zellularen Wachstumsvorgangen, aber auch duech/ermittlung antiapoptotischer
Effekte untermauert dieses Ergebnis die Vorstellaimgr zellschitzenden Funktion von
BNP. An einigen Organen wie dem Ventrikelmyokardd uter Leber konnte diese
protektive Funktion Natriuretischer Peptide bereis verschiedenen Forschungsgruppen
nachgewiesen werden (Katt al, 2005; Grutzneret al, 2006; Wuet al, 2009). So
minimierte beispielsweise die experimentelle Vodoellung von Kaninchenherzen mit
BNP den ischamiebedingten Reperfusionsschaden akotem Myokardinfarkt durch

Hemmung der myokardialen Apoptose (\&tual, 2009). Andere Autoren beschrieben eine
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ANP-vermittelte Steigerung der zellularen Glukogeabme durch Kardiomyozyten (Sosa
et al, 2007). All diese Effekte erscheinen im Rahmereekardialen Belastungssituation
physiologisch sinnvoll. Fur Adipozyten ist dies&ké&mntnis hingegen vollig neu und wirft
Fragen hinsichtlich ihrer Bedeutung auf. BNP koniéennach eine schitzende Funktion
auf das Fettgewebe austben, um die Energieversprgdas Herzens und
Gesamtorganismus aus den Fettdepots bei Herzinguifi zu gewéhrleisten.

Zumindest hinsichtlich der Glukoseaufnahme kannsalieHypothese jedoch nicht
unterstitzt werden, da in dieser Arbeit keine Bigssung der insulinvermittelten
Glukoseaufnahme von Adipozyten durch BNP festgéstelverden konnte.
Antiapoptotische Effekte zur Verhinderung einestZedlverlusts waren aber durchaus
denkbar und neben einer durch die Natriopeptideemesten Lipolyse physiologisch
sinnvoll. Hier missten weiterfihrende Untersuchunggternommen werden.

In dieser Arbeit konnte des Weiteren eine ausgépr&gmulation der Aktivitat der p38
und p44/42 MAP-Kinasen (MAPK) durch BNP nachgewreserden. Insbesondere die
Aktivitatssteigerung der sogenannten Stresskin&8eupterstreicht die Stressreaktion des
Organismus bei erhohten BNP-PlasmakonzentratioRenktionell kénnte daraus durch
Steuerung der Gentranskription eine verbesserteagsymng des Korpers an eine kardiale
Belastungssituation resultieren. Allerdings konntbeeispielsweise bei chronischer
Herzbelastung mit langerfristig erhohten BNP-Pldsmnaentrationen auch negative
Folgeerscheinungen durch eine verstarkte Genexpressorexigener Adipokine wie
Leptin oder inflammatorischer Adipokine wie MCP-dftaeten.

Die Genexpression von Leptin wurde in dieser Arlakitch BNP z.T. hochsignifikant
gesteigert. Durch seine anorexigenen Eigenschakénnte Leptin bei schwerer
chronischer Herzinsuffizienz zur Entstehung dereddiufiger auftretenden kardialen
Kachexie beitragen. Dieser ungewollte Gewichtswrlum Rahmen schwerer
Herzinsuffizienz ist mit einer schlechteren Prognosind erhdhten Mortalitat
vergesellschaftet. Daneben treten bei diesen Ratieuch haufiger metabolische
Komplikationen wie eine Hyperinsulinamie und Insudisistenz auf, welche ebenfalls in
Zusammenhang mit den erhohten Leptin-Plasmaspisgethen konnten.

Auch die Genexpression des chemokinen Botenstdff€®-1 wurde in dieser Arbeit
durch BNP gesteigert. MCP-1 gilt als Locksubstainzdie Migration von Monozyten in
Gewebsverbande. Dort konnen diese zu Makrophagaeitan und Entziindungsvorgange
induzieren und unterhalten. Adipositas wird inzwisg von vielen Experten als Ursprung

eines systemisch-entzindlichen Geschehens angesetlehes zu den damit assoziierten
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Folgeerkrankungen pradestiniert. Der Nachweis eiperinflammatorischen Wirkung
kardialer Natriuretischer Peptide an Fettgewebecheiat vor dem Hintergrund der
Uberwiegend fir eine generell vaso- und kardioptote Funktion dieser Peptide
sprechenden Daten zunédchst paradox. Neuere Anwgsidewbachtungen mit dem
rekombinanten humanen BNP-Derividesiritide (Natrecor®) zeigen jedoch, dass dieses
kardiale Natriuretische Peptid mit gro3erer Vorsibatrachtet werden sollte, da es nach
Gabe des Medikamentes bei Herzinsuffizienzpatieatesmbar zu vermehrten Todesfallen
im Vergleich mit anderen Standardtherapien gekomnsn (Sciosinc., 2009). Die
Ursachen konnten bislang nicht hinreichend charisli¢et werden, so dass auch eine
madgliche proinflammatorische und damit destruktivgirkungskomponente dieses
Natriopeptids in Frage kame. Diese Uberlegungerdererdurch ein weiteres Ergebnis
dieser Arbeit indirekt bekraftigt: BNP zeigt keilBzeinflussung der Genexpression des
kardiovaskulér protektiv wirksamen Adipokins Adigmtin. Auch durch ANP konnten in
der Literatur keine Steigerungen von AdiponectinAattgewebe detektiert werden. Diese
Beobachtungen kdnnen als Bestéatigung einer prommfiatorischen Wirkungskomponente
kardialer Natriuretischer Peptide interpretiert caar.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen eine néffierenziertere Sichtweise der
Funktion des Kardialen Natriuretischen Peptidsysteinhand des eingesetzten BNP
konnten verschiedenartige Effekte am Fettgewebddmaet werden, welche fur eine
Stressreaktion des Korpers auf herzbelastendetiSitea sprechen. Diese kdnnten sich fur
den Gesamtorganismus sowohl protektiv als auchruddist auf lokaler und systemischer
Ebene auswirken.

Bei Patienten mit Herzinsuffizienz kdnnte die Dader Erkrankung und das personliche
Kdrpergewicht bei dieser neuen Betrachtungsweise entscheidende Rolle spielen. So
fuhren erhohte BNP-Plasmakonzentrationen in deteakiderzbelastungssituation u.a.
durch Steigerung der Natriurese und Hemmung ddemischen RAS zu einer raschen
kompensatorischen Senkung des Blutdrucks, wodumeh Iderz entlastet und seine
Funktion optimiert wird. Die Hemmung des lokalen Am Fettgewebe kdnnte durch
parakrine Effekte auf die von Fettgewebskapselnabeagen Gefal3e systemisch zu dieser
Entlastung beitragen. Durch Induktion der Lipolysérde der gesteigerte Energiebedarf
gedeckt. Gleichzeitig wirde einem (Fett-) Zellvsetlidurch antiapoptotische Effekte
entgegengewirkt. Auch unerwinschte Proliferationsiae auf Kardiomyozyten oder
GefalRendothelzellen wirden gehemmt. Bei Ubergeigmmtindividuen sind die BNP-

Plasmakonzentrationen erniedrigt, so dass in di&geation eine schlechtere Adaptation
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auf eine akute Herzinsuffizienz zu erwarten ist wsl schneller zu einer kardialen
Dekompensation kommen koénnte. Des Weiteren wéarenerdéiwvichtige vor
kardiovaskularen proliferativen und fibrotischen kbmvorgangen weniger geschitzt.
Interessanterweise sprechen die Daten in der #&ktudliteratur allerdings fir einen
schutzenden Einfluss von Ubergewicht oder Adipsesiiaf die Mortalitatsraten sowohl bei
akuter als auch chronischer Herzinsuffizienz. Mpricht vom ,Adipositas-Paradoxon®,
da Adipositas ein anerkannter wichtiger Risikofaktfir die Entstehung einer
Herzinsuffizienz ist, nach deren Manifestation alparadoxerweise lebensverlangernd
wirkt (Arena und Lavie, 2010). Patienten mit Metbdzhem Syndrom entwickeln
ebenfalls deutlich haufiger als andere eine Heuffizsenz, besitzen nach Manifestation
der Herzinsuffizienz aber trotz ihres erhohten Kdgewichts keine bessere sondern eine
schlechtere Prognose verglichen mit Patienten dhetbolisches Syndrom (Tamargt
al., 2009). Es muss also einen entscheidenden Uniedsdwischen allein adipdsen
Herzinsuffizienzpatienten und denjenigen mit Metelobem Syndrom geben.

Es existieren verschiedene Hypothesen zur Erklaréaypositas-Paradoxons”, welche
von grélReren Energiereserven adipdser Patienten Bewaltigung des gesteigerten
Energiebedarfs bei Herzinsuffizienz Uber eine Hiation erhohter schadlicher TN--
Konzentrationen durch das Fettgewebe bis hin zuleRehim Studiendesign der
entsprechenden Untersuchungen reichen (Arena uvie,L2010). Nach den Ergebnissen
dieser Arbeit konnten diese Patienten auch von eldnstig geringeren BNP-
Plasmawerten profitieren, da das Risiko der Entling einer kardialen Kachexie mit der
damit einhergehenden schlechten Prognose auchuadfgriedrigerer Leptinwerte und
einer geringeren Lipolyseinduktion vermutlich geen ist. Auch durch BNP ausgel6ste,
MCP-1-vermittelte inflammatorische Stimuli am Fettgebe dirften niedriger ausfallen.
Normal- oder untergewichtige Herzinsuffizienzpatéan hatten aufgrund ihrer primar
hoheren BNP-Plasmalevel und den damit verbundenesseben Kompensations-
maoglichkeiten in der akuten Herzbelastungssituatimmidchst wahrscheinlich eine bessere
Prognose. Die durch BNP hervorgerufene Stressoeakiire als physiologische Antwort
auf die Herzbelastung zu verstehen. Die mittel- d@dgerfristige Prognose dieser
Patienten wirde nach den Ergebnissen dieser Adiitdings von metabolischen
Komplikationen wie einer Insulinresistenz durch diadhten Leptin- und unveranderten
Adiponectinwerte, einer moglichen Inflammationska@mente durch gesteigerte MCP-1-
Expression im Fettgewebe und der verstarkten Lgmlynit der Entwicklung einer

kardialen Kachexie bestimmt.
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Das Kardiale Natriuretische Peptidsystem ist efierddar fein justiertes System, das eine
optimale Herzfunktion durch verschiedene systensiscind lokale Effekte an
unterschiedlichsten Geweben unterstutzt. Es kanbeidén Abhangigkeit von der
jeweiligen korperlichen Konstitution eines Individus wahrscheinlich sowohl protektiv
als auch destruktiv wirksam werden. Durch seine dieser Arbeit anhand der
Beispielsubstanz BNP aufgefiihrten Wirkungen an zE#én ist es in der Lage,
verschiedenartige Stoffwechselvorgdnge zu beesdlus Die daraus eventuell
resultierende Bedeutung fir den Gesamtorganismiisegiin der Zukunft weiter zu
erforschen, um durch neue Erkenntnisse besserafiberdglichkeiten beispielsweise fur

Herzinsuffizienzpatienten mit und ohne MetabolisuH®&yndrom entwickeln zu kénnen.
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Aufgrund der dargestellten Beobachtungen konntetieéser Dissertation folgende Fragen
zur Wirkung von BNP auf thermogenetisch aktive bealAdipozyten geklart werden
(siehe Abb. 20):

1. Zeigt die Gabe von BNP Auswirkungen auf dasddédhzierungsverhalten oder die

thermogenetische Potenz brauner Adipozyten?

BNP beeinflusst weder die Differenzierung noch v&aaht es eine Veranderung

der Thermogeneseaktivitat brauner Fettzellen.

2. Beeinflusst BNP die endokrine Adipozytenaktivitdurch Veranderung der

Genexpression wichtiger Adipokine?

BNP bewirkt eine Steigerung der Genexpression digpakine Leptin, MCP-1 und
ATRAP. Die Genexpression von Adiponectin bleibt \BRP unbeeinflusst.

3. Werden Elemente der Insulinsignalkaskade dumdR Bhodifiziert und ist dies fur

die zellulare Insulinsensitivitit relevant?

BNP aktiviert akut einige wichtige Schlisseleleneedier Insulinsignalkaskade.
Dazu gehdren AKT und die p38- sowie p44/42 MAPKTr Behlusselregulator der
Zellproliferation, p70S6, wird durch BNP nicht befusst. Auf die zellulare

Insulinsensitivitat haben diese Veranderungen kaumvirkungen.

Insulinrezeptor

Insulinsignalkaskade/-sensitivitat:
’ p44/42 MAPK

p38 MAPK

Fettzelldifferenzierung l PAKT

und Thermogenese: p70S6
InsulinvermittelteGlukoseaufnahme-

! =>=>=

el EMmives Endokrine Aktivitat:
Leptin )
Adiponectin =
MCP-1 ]
ATRAP ]

Abb. 20: Schematische Darstellung der Effekte voBNP am Adipozyten
Steigerund!; kein Effekt <
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o) ZUSAMMENFASSUNG

Ein wesentliches gesundheitliches Problem unser@selzchaft besteht in der
zunehmenden Inzidenz und Pravalenz der Adiposiat;he zu Diabetes mellitus und
kardiovaskularen Folgeerkrankungen pradisponierd umit der Pathogenese des
Metabolischen Syndroms eng verknipft ist. Die Edbung der zugrundeliegenden
Pathomechanismen ist fur die Entwicklung effektiveeuer Behandlungsmethoden
essentiell. Das Fettgewebe spielt neuesten Erkissein zufolge eine entscheidende Rolle
in der Regulation des Energie- und Glukosestoffwselsh Dysregulationen der
metabolischen und der erst in jingerer Zeit entideckndokrinen Fettzellfunktion werden
fur die Entstehung adipositasassoziierter Erkragkarverantwortlich gemacht. Das beim
erwachsenen Menschen in geringerem MalRe vorhantlemene Fettgewebe bietet
aufgrund seiner Fahigkeit zur Energieabgabe durdmermiogenese und seiner
medikamentds induzierbaren Expansion interesshatapeutische Optionen.

Das Kardiale Natriuretische Peptidsystem (KNB&)It eines der Hauptregulationssysteme
des Volumenhaushalts und der Blutdrucksteuerungh bidenschen dar. Natriuretische
Peptide beeinflussen endokrine adipozytare Stofiselvorgange und konnen an
Fettzellen rezeptorvermittelt eine direkte lipadgthe Wirkung entfalten. Fehlregulationen
des KNPS werden pathophysiologisch mit der erh6Rtugivalenz arterieller Hypertonie
und metabolischer Veranderungen bei AdipositasarbWvidung gebracht. Weitere Effekte
dieser vergleichsweise jungen Stoffgruppe am PFeibe waren bislang allerdings
weitestgehend unerforscht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf eine gdeeBiressreaktion der Fettzelle auf
erhohte Konzentrationen des kardialen NatriuretacPeptids BNP hin. Wahrend bei
Herzbelastung eher kontraproduktive Stoffwechsegi@oge wie die Adipozyten-
differenzierung, die Thermogeneseinduktion undidgalinvermittelte Glukoseaufnahme
in die Fettzellen durch BNP unbeeinflusst bleibeeyden einige fur das Zelliberleben
und die Genexpression wichtige Schisselelemente Siresskinasen der Insulinsignal-
kaskade akut aktiviert. Daneben greift BNP modaher in die Adipokin-Genexpression
ein, woraus sich neue Ansatze zur Bedeutung desSKbwvohl auf lokaler als auch
systemischer Ebene ergeben konnten. So werden nLeptd MCP-1 durch BNP
hochreguliert, wodurch es in der Lage sein konateder Entstehung der prognostisch
unginstigen kardialen Kachexie bei Herzinsuffiziemer bei entztindlichen Vorgangen

beteiligt zu sein. Das als protektiv geltende Adipctin bleibt durch BNP hingegen
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unbeeinflusst. Die reduzierten Plasmakonzentratiowker Kardialen Natriuretischen
Peptide bei erhhtem BMI durften diese negativeieki® bei Herzinsuffizienzpatienten
weniger ins Gewicht fallen lassen, so dass sichrigglicherweise ein neuer Ansatz zur
Erklarung des ,Adipositas-Paradoxons” herausktistatt. Die in dieser Dissertation
erstmals nachgewiesene Steigerung der GenexpressioATRAP bietet zudem ein neues
Erklarungsmodell zur direkten zellularen Vermitdunder bekannten hemmenden
Wirkungen von BNP auf das Renin-Angiotensin-System.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass BNPmebmer bekannten Lipolysewirkung
weitere direkte Wirkungen an Fettzellen hervorrufeann. Auf die Pathogenese des
Metabolischen Syndroms durfte dies aufgrund deingeren Plasmakonzentrationen der
Kardialen Natriuretischen Peptide bei einem erhdB&1l jedoch kaum einen Einfluss
haben. Die Mehrheit der erhobenen Daten untermaagegen bereits bekannte Theorien
Uber die Wirkungsweise des Kardialen NatriuretischBeptidsystems. Durch den
Nachweis maoglicher negativer Effekte beispielswedigch Induktion entzindlicher
Prozesse ergeben sich jedoch auch vollig neue Asp8las KNPS stellt ein offenbar
genau balanciertes System zur Optimierung der Herd-Kreislauffunktion dar, welches
unter gewissen konstitutionellen Umstanden jedach dem Gleichgewicht geraten und
dann lokal oder systemisch auch negative Auswirkartgaben kann.

In zuklnftigen Studien sollte dieser Ansatz einéfiecenzierteren Sichtweise zu Funktion
und Bedeutung des Kardialen Natriuretischen Peidms weiter untersucht werden, um
durch neue Erkenntnisse bessere Therapiemdoglienkelieispielsweise fur Herz-
insuffizienzpatienten mit und ohne Metabolischemn®gm entwickeln zu kénnen.
Insbesondere beim therapeutischen Einsatz kunsthengestellter Derivate von
Natriuretischen Peptiden sollten diese Uberlegungehon heute mit berlicksichtigt

werden.
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