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Fir meine Eltern

,Das Schonste was wir entdecken konnen, ist dai@ethisvolle“.

Albert Einstein (1879-1955), Physiker
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1. Einleitung
1.1 Adipositas und das metabolische Syndrom als \kakrankheit

Vor einigen hundert Jahren galt FettleibigkeitZéschen von Fruchtbarkeit und Reichtum.
Diese Sicht hat sich grundlegend geandert. Adipssividerspricht dem heutigen
Schonheitsideal. Auf3erdem ist seit Jahrzehnten nogékalass zu viel Fettgewebe zu
gesundheitlichen Problemen fihrt und die Lebensgmvg um durchschnittlich acht Jahre
reduziert (Trayhurnet al, 2006). Vor einigen hundert Jahren war die Fahigkar
schnellen Energiespeicherung zum Uberleben notweRdii der heutigen Lebensweise ist
sie gesundheitlich von Nachteil und erhoht die Ckaran einem sog. metabolischen
Syndrom zu erkranken. Das metabolische Syndrom whé&lfig begleitet von
leichtgradigen, chronischen Entziindungen, einerdhgéem Risiko der Insulinresistenz und
geht oft mit Diabetes oder einer koronaren Herzkinait einher (lacobellist al, 2005).
Zwar fuhrt die USA immer noch die Statistiken déeigewichtigen Menschen an, aber
auch in Deutschland steigt die Zahl drastisch. Neagersuchungen ddnternational
Association for the Study of Obesity (IAS®igen, dass auch in Deutschland bereits 75 %
der Méanner und 59 % der Frauen Ubergewichtig simdl ibhre Zahl weiter steigen wird
(IASO, 2007). Fettleibigkeit ist zur weltweiten Ri@mie geworden.

Der Unterschied zwischen Ubergewicht und Adipositdsrein quantitativ. Nach einer
Definition der World Health Organisation (WHO3ind Uber eine Milliarde Menschen
tibergewichtig und haben ein&vdy Mass IndexBMI) von tiber 25 kg/fh Mehr als 300
Millionen sind nach delVHO Kriterien sogar adipds. Das heifl3t, sie haben edidhvon
tiber 30 kg/m (WHO, 2008). DeBody Mass IndexBMI) erlaubt es auch den Grad der
Adipositas zu klassifizieren. Er errechnet sich desy Gewicht in kg, dividiert durch das

Quadrat der Kérpergréf3e in m.

Diagnose/Gewichtsklasse | BMI = kg/nf

Normalgewicht 18,5-24,9
Ubergewicht 25-29,9
Adipositas Grad 1 30-34,9

Adipositas Grad 2 35-39,9

Abbildung 1:Einteilung von Normalgewicht, Ubergewicht und Adimsitas nachBMI (WHO, 2008)

Jahrlich sterben allein in Europa mehr als 250.0@dschen und weltweit 2,5 Milliarden
Menschen an den Folgen von Ubergewicht und dentdarbundenen metabolischen und
kardiovaskularen Stérungen (WHO, 2002).
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THE GLOBAL OBESITY PROBLEM
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Abbildung 2:Die globale Verteilung der Adipositas nach prozentalem Anteil der Einwohnerzahl
(WHO, 2005)

GLOBAL OBESITY FORECAST
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Abbildung 3:Adipositasvorhersage fiir die Weltbevélkerung(WHO, 2005).

Ein weiteres zentrales Kriterium fur die Klassiéiming von Adipositas ist der
Taillenumfang. Bei einem Vergleich der Kérpermerkenaon 1950 und 2004 zeigt sich
zum Beispiel in Grof3britannien eine dramatischeafwme des Taillenumfanges von Uber
22 %. Dagegen sind Groéf3e und Brustumfang ledigfichmal gewachsen (siehe Abb. 4).

BRITONS' CHANGING SHAPE

19505 Woman 2004 Woman 2004 Man
Height 159em 163em 17FFem
Bust/Chest 94em 96cm 107em
Waist TOem 86cm 94em
Hips 99em 102em 102em

SOURCE:SizelJK 2004

Abbildung 4:Verénderungen der Grof3e und Kérperform in Grof3britannien bei Frauen zwischen 1950

und 2004 und bei Mannern fir 2004Quinn, 2004).

Ein zentrales Problem der Adipositas sind die &lgtfen und teilweise schwerwiegenden

Folgeerkrankungen, sowie die daraus resultiererfdenziellen Belastungen fir das
2



Gesundheitssystem. Knapp 5 % aller Gesundheitsbesgda den Industrielandern werden
nach Schatzungen der Deutschen AdipositasgesdligEhaG) fur die Behandlung der

Adipositas und ihrer Folgen aufgewendet (DAG, 20@9ein in den USA verursachen

Adipositas und deren Folgen schatzungsweise Kogt@nca. 90 Milliarden Dollar pro

Jahr. Adipositas und ihre Komorbiditaten fihren fltizum Tod und zur Invaliditat.

Studien zufolge ist die Krankheit weltweit fur rur2lé Milliarden Todesfalle und

mindestens fur 2,3 % der Gesundheitskosten veratlimio(IASO, 2007).

Die mit Adipositas verbundenen Stérungen werdemaabolisches Syndrom bezeichnet.
Die International Diabetes Federatio(IDF) definiert diese Krankheit wie folgt (IDF,
2011):
» Zentrale Adipositas (Taillenumfang > 94 cm fur Méanaond > 80 cm fur Frauen)
Hinzu kommen mindestens zwei der folgenden Patlwrog
« Gesteigerte Triglyceridspiegel: >150 mg/dl (1,7 niffh@der Therapie bei
vorher erhdhten Triglyceridspiegeln
* Reduzierte HDL Cholesterinspiegel: <40 mg/dl (1n0@ol/l) bei Mannern
und <50 mg/dL (1,29 mmol/l) bei Frauen oder Thezapiei vorher
erniedrigten HDL Cholesterinspiegel
e Erhoéhter Blutdruck: systolischer Blutdruck >130 mgblder diastolischer
Blutdruck >85 mmHg oder Behandlung einer vorhergdastizierten
arteriellen Hypertonie
» Gesteigerte nuchtern Glukosespiegel im Plasma: @@l (5,6 mmol/l)
oder bereits diagnostizierter Typ 2 Diabetes
Das metabolische Syndrom gilt als proinflammatdwsc prothrombotischer und
proatherogener Zustand. Neben genetischen und ubsdéeigten Faktoren spielt vor
allem ein Ungleichgewicht von Energieaufnahme ualkgabe eine zentrale Rolle bei der
Entwicklung der Adipositas (Spiegelman und Fli€dQ2). Fur die Energieaufnahme sind
die zugefihrte Nahrungsmenge und das Ausmal} irgsortion entscheidend, fur die
Energieabgabe der Grundumsatz, die korperliche vA&ti und die Warmeabgabe
(Thermogenese). Adipositas verandert bei vielerrdenen die sekretorische Funktion
von Adipozyten und Makrophagen. Aul3erdem kann Aslips zahlreiche funktionelle und
morphologische Verdnderungen auslésen, z.B. Natetgntion, renale Hyperfiltration,
endotheliale Dysfunktion, Linksherzhypertrophie, kkdialbuminurie und eine erhdhte
Konzentration an Entziindungsmarkern (Sharma, 208dipositas gilt als eine wichtige

Ursache fir kardiovaskulare Morbiditat und Mortalit
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1.2 Mdgliche Therapien gegen Adipositas

Obwohl das Fettgewebe und die Fettsucht seit mééir zahn Jahren im Fokus
endokrinologischer Forschung stehen, sind bis hewte winzige Bruchstlcke ihrer
Pathophysiologie entschliisselt und wenige therszmg Ansatze entwickelt worden.
Bisher sind zwei therapeutische Wege gegen Adigesierfolgt worden: ein chirurgischer

und ein medikamentoser.

In der bariatrischen Chirurgie gibt es mehrere @p@nsmethoden. Restriktive Verfahren
wie z.B. das Magenband wirken Uber eine Kapazédtgition des Magens und fihren zu
rascher Sattigung. Malabsorptive Techniken wieRiaux-Y-Magenbypass oder der bilio-
pankreatische Bypass reduzieren die Dunndarmlangg werédndern dadurch den

Verdauungsprozess und verhindern die vollstandegoRption von Néahrstoffen.

Alle bariatrischen Verfahren fihren zu einem beerioklenden initialen Gewichtsverlust
von 50-70 %. Sogar nach zehn Jahren lag das Gemaciit um 10-20 % niedriger als das
praoperative Gewicht. Aul3erdem sanken nach prospekiStudien die Mortalitdt und
Komorbiditaten wie Diabetes, Dyslipidamie und adke Hypertonie (Sjostronet al,
2007). Auch die Auspragung des Schlafapnoesyndneanrsriicklaufig (Korenkov und
Sauerland, 2007).

Trotz vielversprechender Forschungsansatze in datikamentosen Adipositastherapie
werden momentan nur zwei Medikamente auf dem pheeutschen Markt angeboten:
Orlistat und Sibutramin. Ein drittes - Rimonabahtg¢mplia®) - wurde 2008 aufgrund von

Nebenwirkungen vom Markt genommen.

Orlistat (Xenical®) ist ein Lipaseinhibitor. Bei kbnuierlicher Einnahme fuhrt das
Medikament jedoch nur zu einem geringen Gewichisger Unerwinschte

Nebenwirkungen sind u.a. Steatorrhoe und Meteogsmu

Sibutramin (Reductil®) ist ein Noradrenalin- und@&seninwiederaufnahmehemmer. Auch
er verbessert die metabolische Stoffwechsellage dider zahlreiche Nebenwirkungen wie
Obstipation, Ubelkeit, Mundtrockenheit, Schlafldsig, Angst, Tachykardie, Flush und
Hypertonie aus.

Der vom Markt genommene Antagonist des Cannabiftedeptor Typ 1 Rimonabant
(Acomplia®) verursachte eine Fille von positiventabelischen und kardiovaskuléren

Stoffwechseleffekten bei adipdsen Patienten. Gramtk waren aber die von Rimonabant



ausgelosten Nebenwirkungen, wie z.B. psychischep&yme, die mit einer gesteigerten

Suizidrate einhergingen.

Fur das bessere Verstandnis der gewonnenen Datelerwm den nachsten Absatzen die
Fettgewebsfunktionen erlautert, die unterschiedlich Fettgewebsdepots néher
charakterisiert, das Endocannabinoidsystem undes€&wnktion beschrieben und die

bisherigen Ergebnisse einer CB1-Rezeptormodula&iatuiert.

1.3 Das Fettgewebe und seine Funktionen

Friher wurde angenommen, dass das Fettgeweberages NMasse ist. Heute weil3 man,
dass es als aktives endokrines Organ wirkt. Es lirgunicht nur optimal das
Gleichgewicht zwischen Energieaufnahme und —abgsdiedern auch die Synthese und
Sekretion pleiotroper Hormone (Fruhbeek al, 2001; Pittaset al, 2004). Um die
Wirkweise und mogliche therapeutische Ansatze lbessestehen zu kénnen, ist es
notwendig, auf die wichtigsten Fettgewebsfunktionewie Insulinsensitivitat,

Thermogenese und endokrine Funktionen einzugehen.

Die Speicherung von Triglyceriden ist eine zentr@lefgabe des Fettgewebes. Die
Prozesse der Lipogenese (Energiespeicherung) undlipl@lyse (Energiebereitstellung)
wechseln sich standig ab. Dabei ist Insulin ein hivges lipogenese-regulierendes
Hormon. Es regt die Zellen zur Glukoseaufnahme updgenese an. Insulin senkt die
Glukosekonzentration im Blut durch eine gesteig&tekoseaufnahme in den Muskeln
und im Fettgewebe und reduziert die Glukoseprodukith der Leber. Wird dieser Prozess
bei Adipositas aus dem Gleichgewicht gebracht, Hasalin nicht mehr optimal auf seine
Zielzellen wirken. Es kommt zu einer Insulinresigteals Vorstufe einer gestorten
Glukosetoleranz. Der Prozess der Lipolyse wird gjgstt und es kommt zur Oxidation
von freien Fettsduren und einer erhohten Glukonsegge Die dadurch verursachte
Lipotoxizitat fuhrt wiederum zu einer reduziertensullinsekretion der R-Zelle und
letztendlich zur Hyperglykamie. Bleibt dieser Zustalangerfristig bestehen, ist er
irreversibel und fuhrt zum Diabetes mellitus TyEhe weitere Funktion des Fettgewebes
ist die Warmeregulation des Kérpers. Im Koérper gibtverschiedene Fettgewebsdepots.
Funktionell unterscheiden sich vor allem das weift@ das braune Fettgewebe. Das weile
Fettgewebe dient unter anderem der Warmeisolieldagigegeniuber kdnnen die braunen
Fettzellen durch die Oxidation von Fettsduren salyarme produzieren. In der inneren
Membran der Mitochondrien dient das sog. Proteiariffogenin als Entkoppler, indem es

als Uniporter Protonen Uber die Membran transportizer durch digg-Oxidation und die
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Atmungskette aufgebaute Protonengradient wird adngielind die darin gespeicherte
Energie in Warme umgesetzt. Dieser Prozess wird ladsmogenese bezeichnet. Energie
wird also nicht mehr dem Organismus in Form von AP Verfligung gestellt, sondern
als Warme abgegeben. Zusatzlich weist das brauttgelebe eine besonders hohe
Konzentration an Glycerolkinase auf, so dass dashdden Fettabbau frei werdende

Glycerin phosphoryliert und ebenfalls metabolisehujzt werden kann.

Des Weiteren besitzt das Fettgewebe endokrine idtivin ihm werden Botenstoffe

produziert und sezerniert. Etwa 100 solcher Staifid bis zum heutigen Tag entdeckt.

Unter Adipozytokinen versteht man bioaktive Peptikes Fettgewebes, die autokrin,
parakrin oder endokrin wirken. Diese Adipozytoklmeeinflussen die Energiebalance, den
Lipid- und Glukosemetabolismus, Zytokine, Angiogemeund Blutdruckregulation,
Immun- und Komplementsystem, sowie Zellteilung uditose (Guerre-Millo, 2003;
Muoio und Newgard, 2006). Als erstes Adipozytokianrde 1994 Leptin beschrieben, das
auf den Hypothalamus wirkt und die Nahrungsaufnakerenindert (Zhanget al, 1994).
Die Leptingabe - lange Zeit ein Hoffnungstrager Adipositastherapie - konnte nur bei
Patienten mit schwerer genetisch bedingter oderor®wer Lipodystrophie positive
Ergebnisse erzielen. Sie versagte hingegen alsbAreltherapeutikum gegen Adipositas.
Danach wurden viele weitere, von Fettzellen seeemiHormone entdeckt, u.a. Resistin,
PAI-1 (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor), Adiponewcti TNFa (Tumornekrosefaktor),
Angiotensin und diverse Zytokine. Diverse Effekiesgr Adipozytokine, vor allem auf
den Metabolismus, aber auch auf Teile des Immuesystkardiovaskulare Komponenten
und das reproduktive System wurden beschriebenepal, 2004; Bertolani und Marra,
2010; DeMarcceet al, 2010; Kasset al, 2010; Klotinget al, 2010; Rothet al, 2010; Xu

et al, 2010; Zhuoet al, 2010). Diese Sekretionsprodukte sind essentieth, die
Pathologie und Komplexitat der Adipositas und ittemplikationen etwas besser zu

verstehen.

Neben der Funktion der Adipozyten soll hier erléuweerden, wie Adipozyten entstehen
und differenzieren. Adipozyten entwickeln sich aumsultipotenten Stammzellen
mesodermalen Ursprungs. Die terminale Differennigruvon Praadipozyten zu
Adipozyten wird von einer vermehrten Lipideinlagegubegleitet. Der Grol3teil der Zellen
reift heran, ein Rest an pluripotenten Stammzelldeibt erhalten und steht bei

Zellverlusten als Reserve zur Verfugung (Verspohl, E2006). Wahrend der
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Differenzierung koénnen Veradnderungen der Zellmolphie beobachtet werden.
Praadipozyten weisen eine fibroblastenartige Strukiuf. Im Laufe der Adipogenese
runden sich diese Zellen ab und lagern Lipide de\eben den morphologischen
Veranderungen kommt es differenzierungsabhangig der Expression von
Adipozytenmarkern. Die Adipozytendifferenzierung riig auf dem komplexen
Zusammenspiel einiger Faktoren, die - je nach Regdatadium - aktiviert oder
supprimiert werden. Die Adipogenese wird in dreag&dn unterteilt: In der frihen Phase
unterdrickt der Praadipozytenfaktor Pref-1 die dgimlagerung, in der anschlielRenden
intermediaren Phase sind Proteine wie C/EBR®S (CCAAT/enhancer binding protgin
aktiv. Diese initiieren ihrerseits den Ubergang udie Expression der spaten
Differenzierungsmarker wie PPARAP2 und GLUT 4 und somit die dritte und letzte
Phase (Hammet al, 1999; Verspohl EJ, 2006). Dieser Differenziesprgzess von
Praadipozyten zu Adipoyzten ist die Voraussetzungr fdie Auswahl des
Untersuchungszeitpunktes wahrend der Adipogenesd der Interpretation der

gewonnenen Daten.

/ Adipogene
E Induktion
R

Praadipozyt

R A

Abbildung 5:Differenzierungsprozess vom Praadipozyten zum reifg lipidgefillten Adipozyten

Dieser Differenzierungsprozess lauft bei schlanked adipésen Menschen zunachst in
ahnlicher Weise ab. Wird dem menschlichen Orgamssmun bei Adipositas ein
Uberangebot an Glukose und Lipiden zur Verfigungteil, kann das Fettgewebe auf
zwei Arten reagieren: durch eine Erh6hung der Zélibei gleichbleibender Zellgrél3e der
adipozytaren Hyperplasie oder durch ZellvergréRgmer adipozytaren Hypertrophie. Bei
der Adipositas im Erwachsenenalter kommt es mesitzeir Hypertrophie der Fettzellen.
Diese hypertrophen Riesenzellen sind hochgradiglinresistent und sezernieren zudem
die resistenzfordernden und inflammatorisch wirksamdipozytokine (Schillinget al,
2004). Bei anhaltender UbemaRiger Fettaufnahme kasindann wieder zu einer

Hyperplasie der Fettzellen kommen.



1.4 Charakterisierung der unterschiedlichen Fettzétlepots

In der Wissenschatft ist seit Jahrzehnten bekamass dnterschiedliche Fettgewebsdepots
auch verschiedene metabolische Eigenschaften eesidifferenziert wird u.a. zwischen

drei Depots: dem viszeralen, dem subkutanen undteomen Fettgewebe.

Die genannten Fettdepots werden durch verschiedeembolische Funktionen wie
Adipozytokinproduktion, Lipolyse und Insulinsensitiat charakterisiert (Wajchenberg,
2000). Als Mal3 fur das Viszeralfett (Bauchfett)rdieler Taillen-Huft-Umfang oder auch
der,waist to hip ratio“. Ein Taillenumfang von tber 80 cm bei Frauen uner @# cm bei
Mannern gilt als negativer Pradiktor fur kardiovalske Erkrankungen und ist im Hinblick
auf gesundheitliche Folgen sogar deutlich aussa@ieder als deBMI. Das viszerale Fett
gilt unter anderem als Pradiktor des Mortalitéatkos. Bei Ratten konnte gezeigt werden,
dass eine ausgepragte Reduzierung des viszeratagewebes lebensverlangernd wirkt
(Huffman und Barzilai, 2010). Bei Mausen wird ess apididymales Fettgewebe
bezeichnet. Denn das viszerale Fett birgt ein adsdhRisiko fir Dyslipidamie,
Bluthochdruck, Typ 2 Diabetes mellitus, Schlafamyoelrom etc., also den Komponenten
des metabolischen Syndroms (Jensen, 2008). Eingziedng des viszeralen Fettes durch
eine Omentektomie verringert den Glukose- und Insplegel im Menschen. Dagegen
fuhrt eine Abnahme des subkutanen Fettgewebes Baispiel durch Liposuktion, haufig
nicht zu einer Verbesserung des Glukose- und Lipffisechsels (Giuglianet al, 2004;
Klein et al, 2004). Die Adipositasentwicklung ist mit einezsgeigerten Infiltration von
Makrophagen in das Fettgewebe assoziiert. Darubeaus ist bekannt, dass die
Monocyteninfiltrationsrate ins viszerale Fett dmtl hoher ist als in das subkutane
Fettgewebe. Die Genexpression fur Angiotensinog@mplementfaktoren und Fettsaure
bindendes Protein 4 ist im viszeralen Fett deutlaaisgepragter als im subkutanen
Fettgewebe. Eine Humanstudie an extrem adipdseenBat kam zu dem Ergebnis, dass
viszerales Fett ein Hauptrisikofaktor fur die Prkiion von erhéhten Plasma IL-6-
Konzentrationen ist und dadurch eine inflammatbesdntwort auslost. Durch die
Dysfunktion des viszeralen Fettgewebes kommt es Hypersekretion von
proatherogenen, proinflammatorischen und prodisbletin Adipozytokinen, die die
Adiponektinproduktion vermindern (Hajet al, 2008). Auch CT-Untersuchungen haben
gezeigt, dass die viszerale Fettmasse deutlictkestdmit Entzindungsprozessen und

Biomarkern des oxidativen Stresses verknipft stlas subkutane Fett (Peual, 2007).



Das subkutane Fettgewebe befindet sich in der Sisblnd in der Leistenregion. Bei der
Maus wird es als inguinales Fettbezeichnet. Sullestdett wirkt zum Teil protektiv, da
es das Risiko eines gestorten Glukosemetabolismdsetner Dyslipidamie reduziert -
unabhangig von der Menge an viszeralem Fett (Sngtlal, 2005; Huffman und Barzilali,
2010). Transplantiert man inguinales Fett zwisclegididymale, viszerale Depots in
Mausmodellen, kommt es zu einer Abnahme des Geegalntd der Fettmasse, sowie einer
Verbesserung des Glukosemetabolismus (Btaad., 2008). Porteet al. fanden in einer
Humanstudie heraus, dass die subkutane Fettmassé&egensatz zum viszeralen Fett -
die Risikofaktoren fir das metabolische Syndromhmitinear steigert. Bei hohen

Triglyceridspiegeln kann das subkutane Fett sogatektiv wirken (Porteet al, 2009).

Die Hauptaufgabe des braunen Fettgewebes liegteinsdg. Thermogenese, also der

sd Fettgewebe nur bei
Saugetieren und Sauglingen vorkommt, nicht jedoshBywachsenen. Diese Hypothese
konnte aber in den letzten Jahren revidiert werd¥n.Sauglinge eine besonders grol3e
Kdrperoberflache haben, und sie nicht wie Erwachsdarch Muskelzittern Wéarme
produzieren koénnen, ist das braune Fettgewebe Hyani fir die Warmeproduktion
unverzichtbar. Adulte Menschen verlieren zwar ddsssapulére Fett, haben aber dennoch
vereinzelte braune Fettgewebs-Cluster, die aktiveriflogenese betreiben konnen
(Nedergaaret al, 2007). Diese Cluster und ihre Funktionsfahigkernnten durch diverse
Studien mit PET-Untersuchungen verifiziert werdétarfy et al, 2002; Yeunget al,
2003; Tatsumiet al, 2004; Weber, 2004; Alkhawaldeh und Alavi, 2008pbb. 6). Vor
allem nach Kalteexposition lasst sich interscapwérvical, paravertebral und subscapuléar
aktives braunes Fettgewebe nachweisen (Cypesd, 2009; Cypess und Kahn, 2010).
Diese Regionen exprimieren hohe Level von PRDMPIBC-I0 und UCP-1 (Sealet al,

2009). Diese sind Marker die typischerweise im hemuFettgewebe exprimiert werden.

Braunes Fett ist sehr mitochondrienreich und wiod den sympathischen Nervenfasern
innerviert. Im Vergleich zum weilRen Fettgewebe bataullerdem die Fahigkeit, den
aufgebauten Protonengradienten der Atmungskette emtkoppeln (Hansen und

Kristiansen, 2006). Dieser Mechanismus der Thermege spielt bei Saugetieren fur das
Uberleben in der Kéalte und die Kontrolle des Enagushaltes nach Nahrungszufuhr

(,Diat-induzierte Thermogenese®) eine bedeutendéeRGannon und Nedergaard, 2004).



Abbildung 6:Nachweis des braunen Fettgewebes bei Kalteexpositiéa) und nach Aufwarmung (b) mit
Hilfe eines PET-ScansBraunes Fettgewebe (in Schwarz dargestellt) fisadt v.a. cervical und perirenal
(Garciaet al, 2006).

Die Regulierung erfolgt tUber das sympathische N&ystem, vermittelt durch die
Aktivierung der 33-adrenergen Rezeptoren. Diesgé eng an die Induktion vomcp-1bei
Maus und Mensch gekoppelt. UaRdient als Entkoppler der Atmungskette, indemlgss a
Uniporter Protonen Uber die Membran transportielierdurch wird der durch die R3-
Oxidation und Atmungskette aufgebaute Protonengradiabgebaut und die darin
gespeicherte Energie in Warme umgesetzt. Untersiggmuhaben belegen kdnnen, dass
Polymorphismen imucp-1 Gen allein und in Kombination mit Mutationen im -33
adrenergen Rezeptor-Gen die Entwicklung von Adipssbeginstigen. Die Zerstérung
aller drei R-adrenerger Rezeptor-Subtypen verhindare durch Kalte oder Nahrung
induzierte Thermogenese und fuhrte bei Mausen aer estarken Gewichtszunahme bei
fettreicher Kost (Bachmaet al, 2002). Mause mit einer hoheren Menge an braunem
Fettgewebe neigen weniger zur Gewichtszunahme,nhaime hdhere Insulinsensitivitat,
niedrigere Spiegel an freien Fettsduren und sindDiabetes und anderen metabolischen
Erkrankungen geschiitzt (Sealeal., 2009).

In einer Humanstudie wurden gesunde Menschen minemu33-Agonisten behandelt, um
deren positive metabolische Effekte zu analysiek&ach 12-wdchiger Behandlung wurde
eine verbesserte Insulinsensitivitat, sowie einestéekte Lipolyse und Fettoxidation

festgestellt (Weyeet al, 1999).Das Problem ist jedoch, dass der 33-adrenerge Rezep
kaum im weil3en Fettgewebe exprimiert wird und éierapeutischer Nutzen deshalb

unwahrscheinlich ist.
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Es konnte gezeigt werden, dass in weil3en Fettzeer Fettzellen mit einer gesteigerten
metabolischen Rate entstehen. Wahrscheinlich haegelich dabei um braune Fettzellen.
Wenn diese Fettzellen in weil3en Fettdepots entstepeht dies mit einem schlanken
Phanotyp einher, wie es in transgenen Mausmodé@fanckoutvon eif4ebpl-/} gezeigt
werden konnte (Cederber al., 2001; Tsukiyama-Koharat al, 2001). In den Mausen
war eine gesteigerte metabolische Rate, eine Zuaales Sauerstoffverbrauches und der
Insulinsensitivitat messbar. Diese Tiere waren adoeheinem Uberangebot an Nahrung
vor Adipositas geschitzt, ebenso wie UCRdnsgene Mause, die UCP-1 in weil3en

Fettgewebedepots exprimierten (Stdfhl, 1998).

Tiraby et al fanden heraus, dass d&roxisome proliferator activated receptp(PPAR))

und seine Coaktivatoren PG@Llind SRC-1 die Entwicklung des braunen Fettgewebes
maf3geblich mitbestimmen. Eine ektope Expressionpguoila induziert die Expression
von braunen Adipozytengenen innerhalb weil3er Aditoz Diese Verdnderungen der
Genexpression gehen mit einer gesteigerten Fetts@dation einher (Tirabgt al, 2003).

Die Behandlung von Mausen mit synthetischepar):Agonisten unterdrickten die
Expression von Gene im weillen Fettgewebe und ieden einen braunen
Adipozytenphanotyp (Vernochet al, 2009). Um eine Konversion von weil3en zu braunen
Adipozyten zu erreichen, bendtigen diese Zellen tgmschen Merkmale des braunen
FettgewebesPgc-1a, ucp-1 miussen exprimiert bzw. hochreguliert werden. Egtfeine
starkere Expression von Atmungskettengenen und eesteigerte Kapazitat zur
Fettsaureoxidation. Inzwischen ist deutlich, dasxhnviele weitere Transkriptions-
Cofaktoren nebepgc-la - wie zum Beispieprdm 16- existieren, die unerlasslich fir eine
Konversion von weil3en zu braunen Adipozyten sind die die Mitochondrienaktivitat
und -masse verandern konnen (8hal, 2005; Powelkat al, 2006; Sealet al, 2007;
Sonodeet al,, 2007).

1.5 Endocannabinoidsystem

Seit mehreren tausend Jahren ist bekannt, dasSadieabispflanze (Cannabis sativa) und
vor allem der Stoff Tetrahydrocannabinol eine apsd@gte psychoaktive Wirkung haben.
Aber Cannabis war und ist bis heute nicht nur eilegale Droge in einigen Landern
Europas, sondern findet auch therapeutische Anwend der traditionellen indischen
Medizin wird Cannabis seit langem als Analgetikui@edativum, Relaxans und
Anxiolytikum  verwendet (Mendizabal und Adler-Graswky, 2003). Das

Tetrahydrocannabinol wurde 1964 entdeckt (Mechoulard Gaoni, 1965; Gaoni und
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Mechoulam, 1971). Es dauerte jedoch noch einigeeJais zum Nachweis spezifischer
Bindungsstellen fir Cannabinoide und deren DeriviateGehirn (Devaneet al, 1988).
1990 gelang es der Forschungsgruppe um Matsudad#gam@annabinoid Typ 1-Rezeptor
(CB1-Rezeptor) nachzuweisen (Matsietaal, 1990). Der Rezeptor wird nicht nur - wie
anfanglich angenommen - im Gehirn exprimiert, sondeich in peripheren Organen, wie
zum Bespiel im Herz, im Gastrointestinaltrakt, iamRreas, im Skelettmuskel und auch im
Fettgewebe (Bensast al, 2003; Pagottet al, 2005; Matias und Di Marzo, 2007). Einer
danischen Arbeitsgruppe gelang dann 2011 ein veeitechritt. Sie fand heraus, dass der
CB1-Rezeptor im humanen subkutanen Fettgewebeidettbher exprimiert wird als in

viszeralen Depots (Bennetzen, 2011).

Kurze Zeit nach der Entdeckung des CB1-Rezeptorsdevul993 ein weiterer
Cannabinoidrezeptor identifiziert: der Cannabinemdptor Typ 2 (CB2-Rezeptor). Er wird
insbesondere in Immunzellen, aber auch in weitggenpheren Organen wie Lunge,

Uterus, Pankreas und im Fettgewebe exprimiert (Boulaet al, 1993).

Bei den beiden Cannabisrezeptoren handelt es sich-ransmembranrezeptoren, die G-
Proteingekoppelt sind. Uber das Pertussis-Toxin bindearsi&i/G0-gekoppelte Proteine.
Dabei vermindern sie die Aktivitat der Adenylat@s® und der Calciumkandle.

Gleichzeitig werden Kaliumkanale und dveAP-Kinaseaktiviert (Howlett, 2002).

Nach der Entdeckung der Rezeptoren wurde nach iggemen Liganden gesucht, um
ihre Wirkung zu analysieren. Identifiziert wurdesb@i zwei Hauptvertreter der endogenen
Cannabinoide: das Arachidonethanolamid (Anandamia) das 2-Arachidonyl-Glycerol
(2-AG) (Devaneetal., 1988; Devanet al, 1992; Mechoulanet al, 1995; Sugiurat al,
1995). Diese Substanzen wirken an der gleichen uBigssstelle wie das
Tetrahydrocannabinol und sorgen so flr eine Reizidggring auf die Synapsen mit
Auswirkungen auf das zentrale und periphere Nemstam. Sie beeinflussen das
Glucksgefuhl, die Entspannung und die Analgesiehifszlinderung). Sie kénnen bei
Bedarf im Gehirn, aber auch als Mediatoren in agnléeeweben gebildet werden. Zur
Inaktivierung und zum Abbau werden die beiden Sarz#n durch die Enzyme FAAH
(fatty acid amide hydrolaségw. durch die Monoacylglycerol-Lipase hydrolisié@ravatt
et al, 1996; Dinhet al, 2002). So haben Tierversuche bestétigt, dass&jaenen das
FAAH Enzym fehlt, deutlich weniger Anandamide abbaugnayattet al, 2001).
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In der folgenden Abbildung soll dargestellt werdesm|che unterschiedlichen Wirkungen

das Endacannabinoidsystem hat:

Hunger, Sattiguny sgefahl und meaum'\ /Magenemeerung und Magernrmotilitat

Energieaufnahme I

| Transport

s ) ;|
9 i 3 8 e
> 7 5 ot e ;

= (e 650, %0s? Sl C ¢ &

Lipolyse und Lipcprotenlipase

Fettsaurensynthese und Lipogenese

Glukoseaufnahme und Glukoseoxidation

Abbildung 7:Funktionen des Endocannbinoidsystems (ECS)
Das ECS beeinflusst das Sattigungsgefuhl im Hypathas, die Fettsduresynthese und Lipogenese in der
Leber, die Glukoseaufnahme und —oxidation im Musttiel Lipolyse und Lipoproteinlipase im Fettgewebe

und die Magenmotilitdt und Nahrstoffweiterleitungsadlem Magen

Uber den Cannabinoidrezeptor Typ 1 werden diversekfionen moduliert, z.B. das
emotionale  Verhalten, die Schmerzwahrnehmung, sctédliche kognitive
Eigenschaften und das Essverhalten (Kirkham undiamis, 2004). Cannabiskonsum
wirkt appetitanregend. Studien zeigen, dass Prabantach Cannabiskonsum mehr
Nahrung und vor allem besonders viele sii3e Snamksuknieren (Kirkham, 2005). Diese
appetitsteigernde Wirkung acht man sich heute istilnenten Gebieten der Medizin
therapeutisch zu Nutze. Bei zehrenden Krankheiten z:B. Krebserkrankungen oder
HIV-Infektionen wird Dronabinol - ein synthetiscrewyonnenes Tetrahydrocannabinol -
eingesetzt. Es soll den Appetit anregen und demicdesverlust entgegenwirken (Plasse,
1991, Bealet al, 1995; Haneyet al, 2005). In den letzten Jahren wird Dronabinolhauc
zunehmend bei alteren Menschen und Demenzkrankgawamdet, um deren Appetit zu
steigern (Volicer, 1997).

Fur das Untersuchungsziel dieser Dissertation ustder CB1-Rezeptor relevant. Nur er

hat bei einer medikamenttsen Rezeptorblockade giiven metabolischen Effekten bei

Tier und Mensch gefuhrt.
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1.6 CB1-Rezeptormodulation

Der CB1-Rezeptor kann durch einen Rezeptorantaigongehemmt werden. Dies gelang
erstmals 1994 durch den medikamentosen CBl-Rebdpt&er Rimonabant (SR 1417
16) (Rinaldi-Carmonat al, 2004). Dieser Antagonist ist eine lipophile Sabgt die den
endogenen Cannabinoiden sehr &hnlich ist. Im Tidathd&onnte gezeigt werden, dass es
durch die Rezeptorblockierung zur Reduktion derdagsaufnahme und zu anhaltendem
Gewichtsverlust kam. Bei Mausen mit Ubergewicht,ruvsacht durch fettreiche
Ernéhrung, verringerte Rimonabant (CBl-Rezeptogomist) die Fettmasse und
verbesserte die metabolischen Parameter: Die msuwind Leptinkonzentrationen im
Plasma wurden gesenkt und das Verhaltnis von HDId UDL-Konzentration konnte
positiv beeinflusst werden (Ravinet Trillat al, 2004). Bei adipésen Mausen bewirkte
eine Behandlung mit Rimonabant einen erhdhten Stfererbrauch und eine gesteigerte
Glukoseaufnahme im Muskel (Liet al, 2005). Rimonabant steigert witro und invivo
die Expression des Adipokins Adiponektin, das negegulierend auf die Lipogenese
wirkt (Bensaidet al, 2003). Zudem hemmt Rimonabant die Proliferatmm 3T3-L1
Praadipozyten - eine murine Fettzelllinie - undgeg die Expression von Markern der
spaten Differenzierungsphase, ohne dass Lipidth@pfcentstehen (Gary-Bobet al,
2006). Diese Wirkung ist nicht nur zentral gesteuert, ssndwird auch peripher
vermittelt. Mit Rimonabant behandelkdduse wurden bei normaler Ernahrung schlanker
als Kontrolltiere aus dem gleichen Wurf und zeigeene deutlich geringere Fettmasse
(Cotaet al, 2003a; Coteet al, 2003b). Die Tiere entwickelten - auch bei fettner
Ernéhrung - weder Adipositas noch eine Insulin-rddsptinresistenz (Ravinet Trilloat
al., 2004).

Das Medikament wurde in mehreren klinischen Studigden sog. RIO-Studien
(Rimonabant in Obesityyetestet. 6.600 Probanden, die Ubergewichtig ousst sogar
adip6és waren, wurden in vier randomisierten, plakehtrollierten 1- bzw. 2-Jahres-
Studien RIO-Lipids, RIO-Diabetes, RIO-Europe, RIO-North America) untersucht
(Despreset al, 2005; Van Gaaét al, 2005; Pi-Sunyer, 2006; Scheenal, 2006). Die
Einnahme von 20 mg Rimonabant pro Tag fuhrte imgléch zum Placebo zu einem
Gewichtsverlust von 5 kg und zu einer Reduzierdeg Hiftumfangs um durchschnittlich
4 cm. Zusatzlich konnten positive Effekte auf demol@sterin- und Triglyceridhaushalt
festgestellt werden. Der HbAlc wurde um durchstlchit0,7 % reduziert (Scheest al,
2006) und dersystolische Blutdruck signifikant gesenkt. Nach m#gung der

Rimonabanttherapie glichen sich die metabolischararReter und die Gewichtssituation
14



der Placebogruppe wieder an (Engeli, 2008). RIi®-Studien konnten demnach belegen,
dass die Blockade des Endocannabinoidrezeptorsadikovaskularen Risikofaktoren und
die Glukosetoleranz verbessert, sowie die Fettmassie Dyslipiddmien und

Entzindungsmarker verringert (Rosenson, 2009).

Rimonabant wurde 2006 durch dieropean Medical Agency (EMEA)gelassen und war
unter dem Namen Acomplia® in Deutschland und neeiteren europaischen Landern
auf dem Markt erhéltlich, um Patienten mit einem IBM30 kg/nf oder einem BMI > 27
kg/m? und einem weiteren Risikofaktor wie Bluthochdruadker Typ 2 Diabetes mellitus
behandeln zu kénnen. 2007 wurde Rimonabant in d8A Wegen unerwartet starker
psychischer Nebenwirkungen (Angstzustande, Defessiund Suizidversuchen) von der
Food and Drug AdministratiofFDA) nicht zugelassenFDA, 2007) und auch ein Jahr
spater (2008) durch dEMEAvom europaischen Arzneimittelmarkt zuriickgezogen.

Dass Fettzellen Ziel- und Produktionsort von Endoedinoiden sein konnen, steht
mittlerweile fest. Adipogenese, Lipogenese und Gédaufnahme konnen durch
Endocannabinoidwirkung Uber den CB1-Rezeptor siemnuiverden. Eine Blockade der
genannten Effekte kann durch CB1-Rezeptorantaganisifolgen (Paganet al, 2008).
Man kann also vermuten, dass die metabolisch genittffekte auf das Fettgewebe durch
CB1-Rezeptormodulation zumindest teilweise duratippere Wirkungen erreicht werden
kénnen, Uber die bisher wenig bekannt ist. Dadwiihde sich die Mdglichkeit eréffnen,
die Wirkungen einer CB1-Rezeptormodulation auf Bastigewebe zu beschranken und

damit gleichzeitig die negativen Auswirkungen irdaren Organen zu vermeiden.

1.7 Fragestellung

Wegen ihrer vielschichtigen Wirkungen stehen diedeannabinoide weiterhin im Fokus
zahlreicher pharmakologischer Forschungsprojekiiezeit liegt das Hauptaugenmerk auf
peripheren Effekten, um negative zentrale Wirkungerreduzieren. Dabei ist bis heute
unklar geblieben, welche peripheren Effekte im dettebe nach CB1-

Rezeptormodulation entstehen. Ziel der Arbeit stdaher, die direkten Auswirkungen

eines CB1-Rezeptdthockdownszw. Knockoutsauf das Fettgewebe zu analysieren.

Nach dem Stand der Forschung ergeben sich zwerakenEragestellungen fur die

vorliegende Doktorarbeit:
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1. Kommt es zu peripheren metabolischen und endokrineNeranderungen der

Fettzellfunktionen wahrend einer CB1-Rezeptorherung¢rregulation?

2. Kommt es zu depotspezifischen Unterschieden im Fg#webe nach einem
CB1-RezeptorKnockout?

Um die Fragestellungen und die gewahlten Verfalzenillustrieren, wurde folgende
Graphik konzipiert:

Endocannabinoidsystem

siRNA and Shorthairpin-RNA B I CB1-Rezeptor-Knockout-Mduse

Periphere Wirkung ???

g

A

Depotspezifitat ?

&

Epididymales Fett Inguinales Fett

Abbildung 8:Darstellung der Fragestellung und der Methodik.Ziel ist durch CB1-Rezeptormodulation

die Auswirkungen auf das periphere Fettgewebe rersuchen.

Der CB1-Rezeptor soll mit Hilfe vosiRNA-und shorthairpin-Transfektion in Fettzellen
herunterrunterreguliert werden bzw. durch Genengrumeuer Fettzellinien aus CB1-
RezeptorkKnockoutMausen blockiert werden. Periphere metabolische und endekr
Veranderungen der Fettzellfunktion nach CB1-Rezéptointerregulation kdénnen so
untersucht werden. Durch die Generierung neuerzéitimien aus CB1-Rezeptor-
KnockoutMausen besteht die Moglichkeit, eine kompletten KEonsverlust des CB1-

Rezeptors in den Fettzellen und somit depotspebhiitinterschiede zu analysieren.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1 Gerate

» Agarosegelkammern: Peglab Biotechnology GMBH, EjtarRoth, Karlsruhe

» Autoklaviergerate: 2540EL Systec, Wettenberg; daw, H+P, Oberschleil3heim

» Analysenwaage: Sartorius, Géttingen

» Digitalcamera: Olympus, Hamburg

* B-Counter 1409, Wallac, Turku, FIN

» Eismaschine: Scotsman AF-20, Enodis, Herborn

» Elektronikriihrer Typ M23: Int. Laborat. App., Dattjen

» Elektronische Pipettierhilfe: accu-jet, Brand, eim

* Elektroporationsgerate: Gene pulser, BioRad, MiuingcheNucleofector
(Transfektionsgerat): Amaxa Biosystems/Lonza, Koln

* FACS-Gerat: FACS Canto, Becton and Dickinson, Hiarlkakes, USA

* Filmkassette: Hypercassette, Amersham Biotech, UK

e Fluoreszenzmikroskop: CKX 41, Olympus, Hamburg

* Fotokamera: Mp-4, Polaroid, Dreieich-Sprendlingen

* Fugene Transfektionsreagenz, Roche, Mannheim

» Gelkammern (Agarose): Peglab, Erlangen

* Heizblécke: Thermomixer Compact Eppendorf, Hamburg

e Heizschrank: Lab-Therm, B. Braun, Melsungen

» Hiperfekt Transfektionsregenz, Qiagen, Hilden

* Inkubator Typ B5060, EK C®Heraeus, Osterode

» Mikroskop: CK2, Olympus, Hamburg

* Mikrowellengerat: S2719N, Samsung, Schwalbach/Ts.

* Multistepper: Multipette Plus, Eppendorf, Hamburg

* Netzgerate: Power Pac 300, BioRad, Minchen; Powgplg 600, Pharmacia
BioTech, SF, USA

* Neubauer-Zahlkammer: Assistant Karl Hecht KG, Semuh

* pH-Meter: 766 Calimatic, Knick Elektronische Messie, Berlin

e Photometer: BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg

e Pipetten: Research, Eppendorf, Hamburg
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« Real Time Thermocycler: Applied Biosystems, FC, CISA

« Real Time Thermocycler: Realplex, Eppendorf, Hargbur

* Rotator: Renner GmbH, Dannstadt

» Sauerstoffmessgerat: Oxygraph System, HansatecfglkdEngland

» Scanner: UMAX Astra 2200

» Schuttler Vortex Genie 2: Scientific Industries,Hémia, USA

» Schwenker: Hassa, Libeck

» Stickstofftank: Arpege 110, VWR International Gmtbgrmstadt

* Thermocycler: Cyclone Gradient, Peqglab, Erlangen

* UV-Leuchttisch: Vilber-Lourmat, Eberhardzell

* Wasserbad: Typ 3044, Kéttermann, Hanigsen

* Werkbank (Steril) Nuaire Class II: Zapf Instrumer8arstedt

* Westernblot-Apparatur: Mini Protean 3, BioRad, Miiec

e Wippe: Doumax 1030, Heidolph

e Zentrifugen: Biofuge fresco, Rotor 3765; Heraeuste@de; MiniSpin Plus,
Eppendorf, Hamburg ; Multifuge 3 S-R, Heraeus, (@ste

2.2.2 Verbrauchsartikel

Einmal-Kuvetten
* Proteinphotometrie: Halbmikrokuvetten Plastibrangkrtheim
*  RNA-Photometrie: Mikrokiivetten Uvette, Eppendorgriburg

» Elektroporationsgerat (Nucleofector), Amaxa Biosys$/ Lonza Kdln

Film: Hyperfilm, Amersham Biosciences, Buckinghaimsh UK
Filter: Steritop Express Plus, 0,22 um, Milliporer@oration, USA

Nitrozellulosemembran, Protan BA 85, Whatman, Diasse

Parafilm M, American National Can., St. Louis, USA

Pipettenspitzen
e Biosphere Filter Tipg10, 100, 200, 1000 ul), Eppendorf, Hamburg
* Pipettenspitzen (10, 200, 1000 pul), Sarstedt, Néwtiir
» Stabpipetten (5, 10, 25, 50 mBerological PipetteSarstedt, Nimbrecht
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Reaktionsgefasse (1,5/2 ml) Sarstedt, Nimbrecht
* RNase-frei, Sarstedt, Numbrecht
» 96-Loch Platten, Sarstedt, Nimbrecht
Szintillationsréhrchen, Sigma, Deisenhofen
Zellschaber, Sarstedt, Nimbrecht
Zellkulturschalen:
e Zellkulturschalen (100/150 x 20 mm) Sarstedt, Nigoht
* 12-Loch-Platten Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
* 6-Loch-Platten Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

* 50 ml R6hrchen Sarstedt, NUmbrecht

2.1.3 Chemikalien

Fa. Sigma, Deisenhofen, GermanyAprotinin, Dexamethason, EDTA (Ethylendiamin-
Tetraessigsaure, Titriplex 1l), Formalin, IGEPAL &80, Indomethazin,
Isobutylmethylxanthin (IBMX), Isopropanol (100%), elupeptin, B-Mercaptoethanol,
Natriumfluorid, Natriumorthovanadat, Natriumpyrogpbat, Oil Red Q T3 (3,3,5-

Triiod-L-Thyronin-Natriumsalz), TEMED (Tetramethylg/lendiamin), Tween 20, bovines

Insulin, Puromycin

Fa. Merck, Darmstadt, Germany: Chloroform, Dinatriumhydrogenphosphat 2§
Ethanol, Glukose, Kaliumchlorid, Kalium-dihydrogdmsphat, Kalziumchlorid,

Magnesiumchlorid, Natriumchlorid, 2-Propanol

Fa. Qiagen, Hilden, Germany: siRNA (Mm_Cnrl_1 HP  siRNA:
TAAGTTTACCATGTTTAGTAA, Mm_Cnrl_2 HPsiRNA Mm_Cnrl_3 HPsiRNA
Mm_Cnrl_ 4 HP siRNA Mm_Cnrl 5 HP siRNA Mm_Cnrl 8 HP siRNA:
TACAATAAGTATAGTGCTAAA), siRNAkit (HiPerFect Transfection Reagent,
Nonsilencing ControsiRNA Alexa Fluor 488 Labeled, Hs/Mm_ MAPK1 ContsiRNA
siRNASuspension Buffer), QIAprep Spin Miniprep Kit

Fa. Operon Biotechnologies = GMBH, Kaln, Germany: shCB1R-3:
GCCTATAAGAGGATCGTCA (sense: GCCTATAAGAGGATCGTCA asense:
CGGATATTCTCCTAGCAGT); shCB1R-4: GCGGAAAGCTGCATCAAGA (sense:

19



GCGGAAAGCTGCATCAAGA antisense: CGCCTTTCGACGTAGTTGT3hControl:
TAGCGACTAAACACATCAA (sense); ATCGCTGATTTGTGTAGTT (disense)

Fa. Roche, Mannheim, Germany: Chemolumineszenzkit (BM Chemoluminescence
Western Blotting Kit (Mouse, Rabbit), Cell deathtet#ion Plus kit, Ethidiumbromid,

FuGene Transfektionsreagenz

Fa. BioMol, Hamburg, Germany: Glycin, HEPES (1 M Hydroxyethylpiperazin-

Ethansulfonsaure), Rinderserumalbumin (BSA), Tris

Fa. Invitrogen, Karlsruhe, Germany: Fetales Kalberserum (1,4-Dithiotheitrol),
Dulbecco’s Eagle Modified Medium (DMEMhigh Glukose(45 g/l), Trizol, Trypsin-
EDTA, Lipofektamin 2000 (Transfektionsreagenz), DM (reduziertes Serummedium)

Fa. LONZA, KoIln, Germany: Nucleofection kit V for adherent celldN{cleofector
Solution)

Fa. Macherey und Nagel:Nucleospin RNA Il kit

Fa. New England BiolabsT4-Puffer, T4-Ligaseg-Select-E.coli, NEB2-Puffer, XhoRI

Chemikalien anderer Hersteller: Acrylamid 30 (Roth, Karlsruhe), Agarose (Applichem,
Darmstadt), APS (Serva, Heidelberg),, Aquasafe 3Plus (ICN Biomedicals,
Meckenheim), BradfordProteinassay(BioRad, Miinchen), 2-DeoxyHi]-Glukose (NEN
Life Science Products (Dreieich), DEPC (Fluka, idteim, CH), dNTPs (Fermentas, ST.
Leon Roth) Entwickler: G 153B (Agfa-Gevaert Ag, Rindorf), Ethidiumbromid (Serva,
Heidelberg) Fixierer: G 354 Schnellfixierer (Agfaert Ag, Dubendorf), Glycerol (85
%) (Apotheke der Universitat zu Lubeck), Insulino@ringer Mannheim), Nucleospin
RNA Extract Il (Macherey Nagel, Duren), Methanobi@r, NL), Penicillin/Streptomycin
(PAA, Colbe), PMSF (Boehringer, Mannheim), SDS Kalu Steinheim, CH), siGLO
(Thermo Fischer Scientific, Schwerte), pLXSN-EGFPeKtor) und pSIREN-RetroQ-
Neo® (Clontech/Takara Bio Europe, Saint-Germairl-aye, France; modifiziert durch

Dr. D. Hadaschik PuroR ausgetauscht gegen NeoR Gen)

2.1.3.1 Molekuargewichtsmarker
BenchMark™ PreStained Protein Ladder, Invitrogearl¢tuhe Germany

Ready-Load 100bp DNA ladder, Invitrogen, KarlsruBermany
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2.1.3 Antikorper

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany
Anti PPAR gamma

Anti Cannabinoid Receptor 1
Cell Signaling Technology/ New England Biolabs, Frakfurt, Germany

Anti p44/42 Map Kinase

Anti phospho p44/42 Map Kinase (Thr 202/ Tyr 204)
Caspase-3 Antikorper

Phospho p53 (1C12) und p53 Antikorper

Millipore, Schwalbach, Germany (ehemals Chemicon l®rnational Temecula, CA,
USA)

Anti Uncoupling Protein 1

Anti Cannabinoid Receptor 1

Thermo Fisher Scientific, Bonn, Germany

Anti Cannabinoid Receptor 1

Sekundarantikdrper

anti-lg-Mouse/anti Ig-Rabbit: (Chemiluminescenceé;&oche Diagnostics
Goat anti-Rabbit: Dako, Glostrup, DK

Rabbit anti Goat: Dako, Glostrup, Dk

Enzyme und Puffer fur RT-PCR

Taq DNA Polymerase: Peglab Biotechnologie GmbHarkgén
SuperScriptll RNase: Invitrogen, Karlsuhe

Anti-RNase: Ambion Inc. Austin TX, USA

dNTPs: Fermentas GmbH, ST. Leon-Rot

SYBR Premix Ex Taqg: TaKaRa/ Lonza (Basel, Schweiz)
Water RT-PCR Grade: Ambion Inc., Austin TX, USA

Die Reaktionspuffer fur alle Polymerasen wurdersgr@chend der Herstellerempfehlung

verwendet und vom jeweiligen Hersteller bezogen.
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2.1.4 Primer
Oligo dT Primer zur c-DNA Synthese: Fa. Roche, Maim, Germany
Alle Primer wurden mit dem Programmrimer Expressder FirmaApplied Biosystems

erstellt. Die so ausgewahlte Primersequenz wurde der Firma Whatman Biotmetra,

(Gottingen) synthetisiert.

36B4: Acc. Nr. NM_007475 AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT (Forward)
CCGCAGGGGCAGCAGTGGT (Reverse)

ucp-1: Acc Nr. NM_009463 GTACTGGAAGCCTGGCCTTCACCTTGG)(F
ATGGTGAACCCGACAACTTCCGAAGTG(R)

cnr-1: Acc.Nr. NM_007726 ATGGTGAACCCGACAACTTCCGAAGTG

TGTGCAGGCAGTCTGAGTCC (R)
pgc-1a. Acc. Nr. NM_008904  AGCACACGTTTATTCACGGGT (F)
GCCCCCAAGTCCTCACATG (R)
ppary: Acc. Nr. NM_011146 TTTTCAAGGGTGCCAGTTTC (F)
AATCCTTGGCCCTCTGAGAT (R)
ap 2: Acc. Nr. NM_001040106 CAAAATGTGTGATGCCTTTGTG (F)
CTCTTCCTTTGGCTCATGCC (R)
pref-1: Acc. Nr. NM_010052 GATCTAAGCAGCGTTCCCCA (F)
AGCGTTCACTCGATTCCACAC (R)
glut 4: Acc. Nr. NM_009204 GTGGCCACCTAGATGGGCT (F)
CCTGCAGACCCCTTCTCGA (R)

tfam: Acc. Nr. NM_009360 GATGGCTGAAGTTGGACGAAG (F)
GGGCCTAATCCCAATGACAA (R)

nrf-1: Acc. Nr. NM_010938 GCATGGAGCTCTATCATGGCA (F)
TGGCGTTCATTCCACCAGA (R)

iI-6:  Acc. Nr. NM_031168 AGCCAGAGTCCTTCAGA (F)

GGTCCTTAGCCACTCC (R)
mcp-T Acc. Nr. NM_011333  GCCCCACTCACCTGCTGCTACT (F)

CCTGCTGCTGGTGATCCTCTTGT (R)
tnf-a¢  Acc. Nr. NM_013693 GGACCCAGTGTGGGAAGCT (F)

GCAAAAGAGGAGGCAACAAGG (R)
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2.1.5 Puffer und Medien
2.1.5.1 Zellkulturmedien
Grundmedium

Fetales Kalberserum 20 %, Penicillin 100 U/ml, Sioenycin 100 pg/ml, DMEM mit
Glukose, Pyridoxin und Glutamax (4,5 g/l)

Differenzierungsmedium

Fetales Kéalberserum 20 %, T3 1 nM, Insulin 20 nkniBillin -~ 100 U/ml, Streptomycin
100 pg/ml, DMEM mit Glukose, Pyridoxin und Glutam@x5 g/l)

Induktionsmedium

Dexamethasone 2 mg/l, NaCl 8 g/I, Indomethacingub) KCI 0,2 g/l, IBMX 100 uM,
H,KO4P 0,2 g/l in Differenzierungsmedium MPO* 2H,0 1,44 g/l

Kulturmedium Primarzellen

1 M HEPES in Grundmedium

Isolationspuffer

NaCl 123 mM, KCI 5 mM, CaGlI1,3 mM, Glukose 5 mM, HEPES 100 mM, PEN/Strep
100 U/ml, BSA 4 % wi/v Steril filtriert durch 0,2 oron

2.1.5.2 Puffer fiir Proteinanalysen
Lysis-Puffer (pH 7,4 bei 4 °C)

HEPES 50 mM, NaCl 137 mM, Mg&€l mM, KCL 1 mM, NaP,O; 10 mM, IGEPAL 1
% wiv, Glycerol (85%) 10 % vol., Inhibitoren fris@u geben: Vanadat 2 mM, Leupeptin
10 pg/ml, Aprotinin 10 pg/ml, PMSF 2 mM, NaF 10 mEDTA 2 mM

Laemmli (5x)
Glycerol 50 % vol., SDS 100 g/l, Bromphenolblau g/ NaHPO 50 mM, DTT 500 mM

Herstellung 1 M Sodiumphosphat pH 7

1 M NaH,PO, monobasic, 1 M NaiPO, dibasic, beide Losungen solange zusammen
geben, bis pH 7 erreicht ist

Transferpuffer 10X

Methanol 20 % vol., Tris 30 mg/l, Glycin 144 mg/l
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Transferpuffer 1X zur Verwendung ftr 1000 ml

Methanol 200 ml, 10 X Transferpuffer 100 ml, Ad Axqdest.
Laufpuffer 10X

Tris 30,3 g/l, Glyzin 142,5 g/l, EDTA 3,35 g/I, SO9 g/l

Waschpuffer (Rinsing Buffer)

Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,05 %, pH 7,24eC

APS-L6sung
10 % (w/v) APS

2.1.5.3 Oil Red O Fdirbelosung
StocklésungQil Red 00,5 g in 100 ml Isopropanol
Gebrauchslésun@0 %Oil Red OStocklosung, 40 % aqua dest.

2.1.5.4 Puffer zur Glukoseaufnahme Messung
Krebs-Ringer-Puffer (KRH) pH 7,4

HEPES 20 mM, NaCl136 mM, KCI 4,7 mM, Mg$025 mM, CaCl 1,25 mM

2.1.5.5 Puffer fiir die Agarosegelelektrophorese

TBE Puffer

Tris 890 mM, Borsaure 890 mM, Bromphenolblau0,05¢4) in 1x TBE

Auftragspuffer

Glycerin 50 % (w/v), SDS 0,2 % (w/v), EDTA 2 mM

DEPC Wasser

DEPC 1:1000 in Aqua dest.; mindestens 30 min rihidrer Nacht bei 37 °C dann

autoklavieren
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2.2 Methoden

2.2.1 Generierung von Fettzelllinien

Epididymales und inguinales Fettgewebe wurde vori-BBzeptoiknockout (KO) und
-Wildtyp (WT)Mausen isoliert. Es folgte ein Kollagenaseverdaeinem mit Kollagenase
versetzten Isolationspuffer (1 mg Kollagenase iml1solationspuffer bestehend aus 0,123
mM NaCl, 5 mM KCL, 1,3 mM CaG] 5 mM Glukose, 100 mM Hepes, 100 U/ml
Penicillin/Streptomycin und 4 % BSA) fur 40 Minutetm 37 °C warmen und
schwenkenden Wasserbad. Das verdaute Gewebe wunsishlial3end durch einen
Nylofilter (100 um) filtriert und danach bei 200 g fur 10 min zefumgiert. Nach Absaugen
des Uberstandes wurde das Pellet mit Isolationspufewaschen und es folgte eine
weitere Zentrifugation bei 200 g fir 10 min. Dasll&@ewurde in Grundmedium
resuspendiert. Die so gewonnenen Zellen wurden Kadfurplatten gegeben und im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % @6is zu einer Konfluenz von 60-70 % kultiviert.

Phoenix-Zellen wurden kultiviert, um einen Virusidtand zu erhalten. Die Transfektion
der Helferzellen erfolgte mit 44 Fugene. Hinzugefligt wurde 1,5 ml DMEM und der Mix
wurde 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. In eingaiteren Eppendorfgefald wurden
60 ul geloste DNA des fur SV40T-Antigen-kodierenden p8a/ektors und der eben
beschriebene Mix fir 30 min inkubiert. Die Losungirde nach Inkubation auf eine
Zellkulturplatte gegeben. Am nachsten Tag wurde Meglium durch Grundmedium
ersetzt. Der Virusiberstand wurde nach 24 h inFailcon-Gefald tGberfuhrt und mit.&)
Polybrene versetzt und filtriert (0,48n). Nach 24 Stunden erfolgte erneut eine Abnahme
des Virusiberstandes. Nach Erreichen einer 50 %igenfluenz wurden isolierte
Praadipozyten tUber Nacht mit 1 ml des Virusibedsardes retroviralen Vektors pBabe
infiziert. Dieser kodiert fir das SV40T-Antigen umgkist eine Puromycin-Resistenz auf.
Eine Kultivierung erfolgte fur 72 h in Grundmediubann kam es zur Selektionierung der
Zellen fur eine Dauer von 3 Wochen min@/ml Puromycin-enthaltendem Grundmedium.
Immortalisierte Zellen wurden nach 80 %iger Konflmeauf grof3e Zellkulturschalen
ausgesat. Ein Teil der Zellen wurde flr spateresiansreihen weggefroren, die restlichen
Platten konnten direkt fur geplante Versuche vedeerwerden. Die Isolation und die
Selektion wurden unter Anleitung der Biologin Der.rnat. Nina Perwitz durchgefuhrt.

Beim Aufbau der neuen murinen Fettzelllinie und &xperimenten im Labor wurden die

Leitlinien desNational Institute of Health (NIHbefolgt. Das Konzept fir die Pflege und
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den Umgang mit Labortieren hat das zustandige Kéinism fir Landwirtschaft, Umwelt
und landliche Raume des Bundeslandes Schleswigéditolgenehmigt (Genehmigung
siehe Anhang S.101).

2.2.2 Kultivierung und Differenzierung von Adipozyten

Verwendet wurden die neu generierten Fettzellliaa CB1-RezeptdtnockoutMausen
Diese Fettzellen lassen sich fur ca. 28-35 Teilaykjen kultivieren. Zuerst wachsen die
Zellen auf einer sogenannten Masterschale im Greddm (DMEM mit Glukose,
Pyridoxin und Glutamax 4,5 g/l, 20 % FBS, 100 U/nRillin und 100 ug/ml
Streptomycin). Bei 80-90 %iger Konfluenz werden diellen zweimal mit PBS
gewaschen und dann von der Platte mit Trypsin (% fisk 3 min inkubiert und
anschlieRend gelést. Die Praadipozyten wurden danbO cm Schalen bzw. 6-Loch-
Platten ausgesat und wurden im DifferenzierungsumddDMEM (20 % Fetal bovines
Serum, 4,5 g/l Glukose, 20 nM Insulin und 1 nM dadijhyronin) im Brutschrank bei 5 %
CO, und 37 °C gelagert. Waren die Zellen konfluent gewgen, wurde durch die
einmalige Gabe von Induktionsmedium fir 24 h diel&jerung von Lipiden initiiert. Bis
zur vollstdndigen Reifung wurden die Zellen in Brfnzierungsmedium kultiviert, das
taglich erneuert wurde (Kleiret al, 2002). Der Erfolg der Adipogenese wurde
mikroskopisch durch Uberprifung der Lipideinlagegen um den Zellkern herum
untersucht. Im Durchschnitt waren die FettzelleriT&ge nach Induktion vollstandig

ausgereift.

2.2.3 Experimente zunKnockdownvon Fettzellrezeptoren durch RNA-Interferenz

Im Zentrum der Experimente stand das Ziel, #emckdown(Herunterregulation) von

Fettzellrezeptoren durctmall interfering RNASIRNA zu erreichen. Diese Methode wird
angewendet, um mit synthetisch hergesteBiRNAdie Expression bestimmter Zielgene
zu unterdriicken. Es mussten mehrere methodischétZngetestet werden, um einen

erfolgreicherKnockdownin den schwer zu transfizierenden Adipozyten zaiehnen.

2.2.3.1 Lipofektion

Zuerst wurde die Transfektion mit Lipotransfekticeegenzien versucht. Dieses Verfahren
nutzt die unterschiedlichen Ladungen d#RNAKomplexes und die negativ geladene
Zellmembran. Die Tests wurden mit der Transfektieagenz Lipofektamin 2000

durchgefuhrt. Die Transfektion mit Lipidreagenziest lediglich fur Praadipozyten
26



geeignet, da die Transfektionsreagenzien Schwieitigghk haben in die Lipidvakuolen zu

endozytieren.

Die Transfektion wurde in 70-90 % konfluenten Prgadyten ausgefuhrt. Die Zellen
konnten bei dieser Methode adharent auf der Zelkpiatte bleiben. Fir das Einschleusen
der siRNAwurde das Differenzierungsmedium durch DMEM hidiacgse ohne Serum-
und Antibiotikazugabe ersetzt. | Lipofectamin 2000 wurde in 25@Q1 serumfreiem
Medium aufgenommen und fir 5 min inkubiert. 100 pivown. 200 pmolsiRNAwurden
zu 250ul Medium hinzugeflgt. Beide Suspensionen wurdenkkorart und erneut fur 20
min inkubiert. 500ul des Gemischs wurde dann auf ein Loch einer 6-Lkglurplatte
gefullt, indem jeweils 250Qu serumfreies Medium vorgelegt waren. Die Zellenrcan
nun 6 h mit dem Transfektionsmix inklusive deiRNA im Brutschrank bei 37 °C
inkubiert. Transfektionsmix wurde abgenommen ured4éllen 3 mal mit PBS gewaschen.
AnschlieRend wurde frisches Differenzierungsmedilmmzugefigt und die Zellen

kultiviert.

2.2.3.2 Elektroporation und Lipofektionsreagenz (Nucleofector)

Generell sind Adipozyten aufgrund der vielen Lipidggerungen mit einem
Lipofektionsreagenz schwerer zu transfizieren ataéipozyten und dadurch erreicht man
in den ausdifferenzierten Zellen meist etwas nggie Transfektions- undnockdown-
Raten. Um die Transfektionsrate zu steigern, wudéshalb eine Kombination aus
Elektroporation und Lipofektionsreagenz getestedzUD wurde das Transfektionsgerat
Nucleofectorder Firma Amaxa/Lonza verwendet. Dieses basiefteimer non-viralen
Methode mit einer Kombination von elektrischen PRatern und einer speziellen
Lipofektionsreagenz, deNucleofectorsolutionMit ihr kdnnen hohe Transfektionsraten

erreicht werden, da die EinschleusungsiBiNAdirekt in den Zellkern gelingt.
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Transfer to an amaxa

Harvest cells of interest. Mix & combine: certified cuvette.
Nucleofector” Solution Cells DNA or siRNA /
<

with Supplement ;

= . gfoh =

Select Nucleofector® program. Rinse cuvette with ~ and transfer to culture dish. Expression can be
Insert cuvette. culture medium detected as soon as 3 - 8 hours post nucleofection.

Press start button » X «. / .
/ : s E

Abbildung 9: Transfektionsprotokoll des Nucleofectors Kaultivierte Zellen werden mit der

»Nucleofectorsolutiohund siRNAin eine Kuvette transferiert und ifducleofectorelektroporiert. Dabei
wandert diesiRNAin den Kern. Anschlielend kann die transfizierdlstispension neu kultiviert werden

(Transfektionsprotokoll der Firma Amaxa/Lonza).

Mit diesem Verfahren der Elektroporation gelang ieseinem ersten Schritt einen
Knockdownder MAP-Kinasein Praadipozyten und Adipozyten zu etablieren. RikP-
Kinaseist ein Rezeptor, der sich gut herunter regulidééisst und sich zur Etablierung des
KnockdownVerfahrens eignet. In einem nachsten Schritt fotiian die Etablierung des
Transfektionsprozesses fir den CBl-Rezeldtwrekdown Praadipozyten bei 90 %iger
Konfluenzbzw.Adipozyten am 2. Tag nach Induktion wurden mit p@@ol SIRNA(SIRNA

1 200 pmol bzwsiRNA 1+8 jeweils 100 pmol) und parallel mit einer Negatntrolle
(non-targeting Allstars Negative Control siRN#ansfiziert Die Elektroporationfolgte
nach Angaben des HerstelleBie adharenten Zellen wurden mit 500Trypsin von der
Kulturplatte gelost. Anschliel3end wurde der ProzegsKultumedium gestoppt und die
Suspension in ein Reaktionsgefall Uberfuhrt. Eedadgne Zentrifugation mit 800 g und
ein zweimaliges Waschen der Zellen niBS (Phosphate Buffer Saline; Phosphat
gepufferte SalzlésungPanach wurde das Zellpellet in 1G0 NucleofactorlésungV
(Zelllinien Nucleofactor Kit Y resuspendiert und die CB1-Rezep®RNA bzw. die
Kontroll siRNA hinzugefigt. Die Zellsuspension wurde anschliel3emd die
Transfektionsklvette Uberfuhrt, und die Elektropiora mit dem Programm T-030 fir
Praadipozyten bzw. T-033 fur Adipozyten verwenddch der Transfektion wurden die
Zellen auf 6-Loch Schalen zur weiteren Kultivierusgsgeséat. Die geplanten Experimente
wurden zwischen 48 h und 96 h nach Transfektiontdyefiihrt.
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2.2.4Shorthairpin-Transfektion

Da mit demKnockdowndes CB1-Rezeptors durch Elektroporation nur eraesiente
Herunterregulation gelingt, wurde parallel versucden Knockdown durch stabile
Transfektion vonHairpin-Expressionsvektoren zu erreichen. Der grofdte VWodieser
Methode im Vergleich zu den anderen Verfahren dsiss mit ihr die Expression des

Zielgens langfristig unterdriickt werden kann.

Zuerst wurden die Sequenzen des zu regulierenders @Ge den DatenbankeNCBI
(National Center for Biotechnologynd Ensembigesucht und verglichen. Die verwendete
shRNAwurde mit densiRNADesign Toolkder Firma Dharmacon, die die Ziel-mRNA nach
maoglichen Bindungsstellen absucht und bestimmteeRebeachtet, herausgesucht. Aus
den siRNASequenzen wurden danshRNAOIligonukleotide konstruiert und in den
PSIREN RetroQ-Neo kloniert. Somit konnten vier usthiedlicheshRNA verwendet
werden, wobei die Ergebnisse der beiden Konstrukie den erfolgreichsten CB1-
RezeptorKnockdowrRaten, Konstrukt 3 und Konstrukt 4, gezeigt werdeNs
Negativkontrolle wurde eine Kontrolle kloniert, dieine Homologien zum bekannten Gen
aufwies.

Zuerst wurde die Hybridisierung der Oligonukleotidigrchgefiihrt. Die Oligonukleotide
(Senseplus AntisenseStrang) wurden in TE-Puffer aufgenommen, um eionezéntration

von 100 uM zu erhalten. Beide wurden im Verhéalthi& gemischt. Dann wurde die
Proben zum Aufbrechen der Sekundéarstrukturen umdHydridisierung in folgenden
Zyklen erhitzt: 95 °C: 30 sec., 72 °C: 2 min, 37 Z0min, 25 °C: 2 min. Auf Eis wurden
die Proben mit TE-Puffer 50 fach verdinnt, um ekenzentration von 0,5 puM zu

erzielen.

Anschlie3end folgte die Ligation und Klonierung. &arde ein Ligationsmix pipettiert:
1 ul pSIREN-RetroQ mit Neomycin Resistenz (EcoRimBH-geschnitten; 25 ng/ul); 1 ul
0,5 uM hybridisierte Oligonucleotide; 1,5 pul Wassérul 5 x Puffer und 0,5 pl T-4
Ligase. Der Ligationsansatz wurde fir 15 min baifeemperatur inkubiert.

Zur Vervielfaltigung dershRNAPlasmide wurden diese nSelect E. coli transformiert.
Durch einen Hitzeschock werden die Zellwande fi@ @BNA durchlassiger. In der Zelle
besteht dann die Mdglichkeit der aktiven DNA-Regtikn der Plasmide und es kommt
zur Vermehrung. Dafir wurden 2 pl des Ligationstresazu 15 ph-Select-Bakterien

hinzugefiigt. In einem parallelen Ansatz wurde atntlle das Plasmid ohne Insert
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mitgefuhrt. Auf eine 30 minutige Inkubation auf Hagte ein 45 Sekunden dauernder
Hitzeschock bei 42 °C. Nach 2 min auf Eis wurderjedem Ansatz 400 ul LB-Medium
zugegeben und fur 1 h im Thermomixer bei 37 °C Igétselt. Dieser Ansatz wurde danach
komplett auf eine LB-Platte mit Ampicillin (100 gl) ausgestrichen und Uber Nacht bei
37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach erfolgreichgermehrung wurden mehrere
Bakterien-Klone von der LB-Platte gepickt und inn® LB-Medium (inkl. 100 pg/ml
Ampicillin) tber Nacht im Schiittler bei 37 °C inkekt bzw. vermehrt.

Am néchsten Tag wurde die Plasmid-DNA mit Hilfe d@mPrep Spin Miniprep Kit

(Qiagen, Miniprep aus den Bakterien isoliert (nach Herstellerangabe

Die nachsten Schritte beinhalteten die Restrikhoasyse und Sequenzierung. Es musste
also erst einmal kontrolliert werden, ob die Baieeklone das richtige Plasmid enthalten
haben bzw. die richtigghRNAIm Vektor enthalten war, und ob diese unmutieniag
Bei der urspringlichen Klonierung der Oligonukideti wurde auch eine Xhol
Restriktionsschnittstelle eingefliigt. Die isoliertelasmide kdnnen im Anschluss mit dem
Restriktionsenzym Xhol gespalten werden und dadwvold es maoglich, die korrekte
Insertion der Oligonukleotide nachzuweisen. Es téolgalso fur zwei h ein
Restriktionsverdau der Plasmid-DNA bei 37 °C: £ldsmid-DNA, 1ul NEB 2, 1 pl 10x
BSA; 3,5 ul Wasser und 0,5 pl des Restriktionserszyfhol (10 U/ul). Die DNA-
Fragmente wurden in einem 0,8 %igen Agarosegel etnghignt. Bei erfolgreicher
Klonierung der Oligonukleotide mit Xhol-Schnittdeei sind nach dem Restriktionsverdau
zwei DNA-Fragmente zu erwarten, die im Gel als Ban¢b,25 kb und 1,34 kb) sichtbar
werden. Die DNA von positiven Klonen wurde ansdbéied sequenziert, um
sicherzustellen, dass dishRNAkodierende Sequenz unmutiert vorlag. Fur die
Sequenzierung wurde folgender Ansatz pipettiert:ull®lasmid-DNA (1ug), 5 ul 5x
Puffer, 1 yl pSIREN Forward Primer (10 uM), 2 ul Big Dye. Es gab mehrere
Erwadrmungsphasen: a. 3 min bei 96 °C, b. 25 makgei 96 °C, 20 sec bei 50 °C, und 4
min bei 60 °C und c. 20 sec bei 96 °C. Zur DNA-&@d mussten noch 8d RNAse-
freies Wasser, 10l Natriumacetat und 2501 Ethanol hinzugegeben werden. Der Ansatz
wurde gevortext und bei 13000 rpm fur 15 min zémgiert. Der Uberstand wurde
abpipettiert und das DNA-Pellet musste mit 70 %igd&tthanol gewaschen und
zentrifugiert werden. Erneut wurde der Uberstangigddtiert und das ReaktionsgefaR

offen fir 20 min zum Trocknen gelagert.
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Die Konzentration von vier CB1l-Rezept@hRNAEXxpressionsplasmiden und zwei
Plasmiden, die jeweils eine Kontra@hRNAkodieren, wurde im Photometer (280 nm)

bestimmt.

Nach Restriktionsanalysen und Sequenzierung wurtienProben mit den korrekten
shRNASequenzen nochmals transformiert, um gréRere Merage Plasmid-DNA zu

erhalten.

Um reife Viren herzustellen, missen diese Vektawgméchst in eine Verpackungszelllinie
transfiziert werden. Bei ausreichend hoher DNA-Kamization konnte nun die
Transfektion der retrovirus-produzierenden Verpagjazelllinie BOSC vorgenommen

werden. Diese Zelllinie exprimiert alle nétigen alen Gene zur Virusreplikation und
verpackt das transkribierte virale RNA-Genom vorREN in die Viruspartikel. Diese
schniren sich daraufhin von der Zellmembran ab sind im Zellkulturiiberstand zu
finden. Der gewonnene Uberstand wurde steril ditriund in das Kulturmedium der
Praadipozyten gegeben, um so eine Infektion dele@Zetu erreichen. Die infizierten
Zellen wandern dann vom viralen Genom in das zglee, von dem dann dsaRNAund

das Neomycin-Resistenzgen exprimiert werden. Dialeanen Zellen kénnen dann mit

Neomycin (G418) selektiert werden.

Mit Hilfe der Neubauer-Zdhlkammer wurden dBOSCGZellen zunachst gezahlt und
ausgesat (1,7 x fon 25 cnf). Hinzugefiigt wurden 6 ml DMEM mit 10 % FBS uncdi
Zellen im Brutschrank fur 24 h bei 37 °C und 5 % ,Cg&lagert. Fur die folgende
Transfektion wurdenFugene und OptiMem verwendet. Durch das nicht liposomale
Transfektionsreagenz Fugene kann eine hohe Tramsiekffizienz erzielt werden, bei
niedriger ToxizitatOptiMemist ein Serumreduziertes Medium. Zu d00ptiMemwurde

5 ug Plasmid hinzugefugt. Ein weiteres Reaktionsgefé@itde fir 5 min inkubiert, das
450 pl OptiMem und 15 pl Fugene enthielt. Danach wurden beide Gemische
zusammenpipettiert und fur 20 min inkubiert. Dieafdsfektionslosung wurde in die
Kulturflaschen zu den Zellen hinzugefiigt und daimé8 h im Brutschrank kultiviert. Bei
jeder Transfektion wurde auch pLXSN-EGFP transfizieein EGFP-kodierendes
Retrovirus. Dadurch konnte dann im Mikroskop dieFEG-luoreszenz als Transfektions-

und Infektionskontrolle benutzt werden.
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Abbildung 10:BOSGZellen: mikroskopisches Bild (x10) mit EGFP-kodierendentrBérus transfizierte
BOSCZellen (griin gefarbt), verwendet als Transfektiansd Infektionskontrolle

Die Infektion der inguinalen Adipozyten mit den Rwiren erfolgte 48-72 h nach
Tansfektion derBOSCZellen. Am Tag vor der Infektion wurden 50.000 ungple
Praadipozyten in T25 Flaschen ausgesat. Zu 3 iméfitem Uberstand wurde 1 ml DMEM
(inkl. 20 % FBS und 1¢ig/ml Polybrene - ein kationisches Polymer, dassteraktion
zwischen Zellen und Retrovirus erhodht) hinzugefiigtl diese Mischung auf die Zellen
gegeben. Nach 24 h wurde das Medium von den Witdtign (ca. 80 %ige Konfluenz)
entfernt und durch die Virusldsung mit Polybrene&zs und wiederum fir 24 h inkubiert.
Die Zellen wurden dann gesplittet und pro Konstrakf zwei 25 crh Kulturschalen
ausgesat und fur weitere 24 h im Brutschrank gelaggann wurde mit der Selektion
begonnen und zu dem Grundmedium wurden E@nl Geneticin (G418) hinzugeflgt.
Positiv infizierte Zellen exprimieren das Neomyé&esistenzgen und sind somit von der
toxischen Wirkung des Geniticins geschitzt. Dadumsbhrde gewaéhrleistet, dass
ausschlieB3lich infizierte Zellen fur die folgendafersuche verwendet wurden. Die
Selektion wurde fiir eine Woche durchgefihrt, beher gestellt werden konnte, dass alle
nicht infizierten Zellen eliminiert wurden. Als Koolle wurden nicht infizierte

Praadipozyten mitgefihrt, um evaluieren zu kbnmemn die Zellen abgestorben waren.

Nach erfolgreicher Selektion konnten die Praadipazy bei denen die CB1-
Rezeptorexpression dauerhaft inhibiert wurde, fig deplanten Versuche verwendet
werden. Die Zellen wurden bei 80 %iger Konfluenzsgiigtet und dann, je nach
Experiment, in 10 cm-Schalen oder 6-Loch-Kultugiatausgesat. So konnten Versuche
an Tag 0, Tag 3 und Tag 6 wahrend der Differenagmund somit in Praadipozyten und

Adipozyten durchgefihrt werden.

2.2.5 Nachweis der Transfektionseffizienz

2.2.5.1 Lichtmikroskop und Immunfluoreszenzmikroskop

Mit Hilfe eines Lichtmikroskopes konnte die Zellnpbiologie und die
Differenzierungsfahigkeit von Adipozyten analysiemrden. Lichtmikroskopische Bilder

wurden in 10-, 20- und 40-facher VergroRerung aergjgt. Durch den Einsatz von Filtern
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im Immunfluoreszenzmikroskop wurden gefarbte Zeleobachtet. Dadurch konnte die
Transfektionseffizienz beurteilt werden. D@seen Fluorescent Protein (GFRurde bei

einer Wellenlange von 469 nm gemessen.

2.2.6 Messung der Veranderungen der mitochondrialeBiogenese
2.2.6.1 Durchflusszytometrie (FACS= Fluoreszenz activated cell sorting)

Die Anzahl der Mitochondrien wurde mittel&ACSAnalysen gemessen. Diese
Messmethode nutzt die Emission optischer Signalehddie Zelle, wenn diese einen
Laserstrahl passiert. Dafir wurden Adipozyten vorhg dem mitochondrien-spezifischen
Fluoreszenz-FarbstoitoTrackerGreen(Emission bei 516 nm, Anregung bei 490 nm)
gefarbt. Dadurch konnte eine quantitative Aussdmg die Mitochondrienmenge gemacht

werden.

Die in 6-Loch transfizierten und differenziertenllée wurden in PBS gewaschen und
trypsiniert (0,5 ml fir 5 Minuten bei 37 °C). Andigfdend wurden die Zellen in 2,5 ml
Differenzierungsmedium aufgenommen und in ein FalRoéhrchen uberfuhrt und bei
2000 rpm fur 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet idan in 1 ml PBS aufgenommen und
erneut bei 200 rpm zentifugiert. Dieser Waschvogganrde 2 mal wiederholt. Nach dem
letzten Waschschritt wurden die Zellen dann in %0Q.:1 mit PBS verdinntem 4 %
Paraformaldehyd aufgenommen und fur 30 min bei Reannperatur inkubiert. Gefarbt
wurde nach einfachem Waschen in PBS mit 100MikbFluor-Greentdsung fur 20 min
bei Raumtemperatur. Anschlieend wurden die Zeflereut mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden dann in 4 %igem Paraformaldehyd fixiend bis zur Messung im
Kihilschrank gelagert. Es wurde jeweils eine undpdéZellprobe mit vorbereitet, um die
Zellpopulation zu gaterf, d.h. das Fenster aus Vorwarts- und Seitwartskstig so zu
verschieben, dass die Zellpopulation optimal etfagsrden kann. Die Histogramme
wurden mit dem Programfdow jo Version 7.2.2rstellt (siehe Ergebnisteil Seite 64) und

anschlie3end ausgewertet.

2.2.6.2 Messung des Sauerstoffverbrauches

Um die mitochondriale Aktivitat der unterschiedkchZellen evaluieren zu kdnnen, wurde
der Sauerstoffverbrauch mit eine@xygraphengemessen. Dabei wird mit einer Clark-
Elektrode die respiratorische Aktivitdt der Zellgassion gemessen. Zur Auswertung

wurde das Program@xygraphPlusrerwendet.
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Abbildung 11: Aufbau und Messgerat zur Sauerstoffmessung mit Hiéf des Oxygraphen Uber ein
Warmwasserbad wird die Messkammer auf einer kotestamemperatur gehalten. In der Messkammer
befinden sich die Clark-Elektrode und ein MagneteiihDas analoge Signal wird Uber einen Konverrter i

ein digitales umgewandelt und auf dem Computer zgige(Abbildung aus der Bedienungsanleitung).

Der Sauerstoffverbrauch wurde 96 h naRNATransfektion bzw. am 6. Tag nach
Induktion bei beiShorthairpintransfizierten Zellen und den CB1-Rezeptorackout
Zellen gemessen. Zu Beginn jeder Messung, muss&teGaaat aufgebaut und kalibriert
werden. Auf die Elektrode wurde ein Tropfen KCl gtifiert und anschlielend ein Stiick
Zigarettenpapier und Membran mittels Applikator wqaplikatorring befestigt, ohne dass
Luftblasen entstehen. Danach wurde die Messeialéitie Elektrode geschraubt und an
ein 37 °C warmes Wasserbad angeschlossen. Um smistellen, dass durch die
Messeinheit keine Luft in die Messkammer gelangennke, wurde in diese destilliertes
Wasser gefullt und fir 30 min geruhrt. Bildeterhsiedhrend dieses Zeitraums Luftblasen
auf der Membran wurde diese verworfen und ernetredie Offnung wurde destilliertes
Wasser gegeben und fur 30 min beobachtet, dase keiitblasen entstehen. Dann folgte
eine Kalibrierung mit vorgewarmtem, destilliertema¥ger und mit Hilfe von Stickstoff,
um den Sauerstoff zu verdrangen. Nach der Kalilnigrerfolgte zunachst die Messung
von DMEM ohne Zellen um sicher zu gehen, dass diesdbsung kein
Sauerstoffverbrauch zeigte. Die Zellen wurden miypsin von der Platte geldst, in
Kulturmedium aufgenommen und in ein 50 ml Reakty@i&R Uberfihrt. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt bei 2500 rpm fir 5 min. AheRend wurde das Zellpellet in 1000
ul DMEM ohne Zusatze aufgenommen. 290der Probe wurde tber einen Zeitraum von
10 min in der Messeinheit in 750 DMEM ohne Zuséatze gemessen. Um eine
gleichmaiige Verteilung der Zellen in der Messkamme gewahrleisten, wurde die
Zellsuspension wahrend der gesamten Messzeit netreMagnetrihrer durchmischt. Der
Messbereich war an ein Zirkulationssystem und eisms$¥rbad angeschlossen, um eine

konstante Umgebungstemperatur von 37 °C zu garantiddie wéhrend der Messung
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ankommenden Signale wurden durch tHansatech Softwareegistriert und in eine

graphische Darstellung umgewandelt.

Nach der Sauerstoffmessung wurde die Zahl der tverZellen in der Probe durch
Farbung mit Trypanblau bestimmt und in einer Neapadahlkammer unter dem
Mikroskop gezahlt. Dadurch konnte der Sauerstofffiarch pro Zelle ermittelt und in den
unterschiedlichen Proben verglichen werden. Die bx&rchsrate wurde in nmol

O2/ml/min angegeben.

2.2.7 Weitere Methoden zur Evaluierung der peripheen Effekte auf das Fettgewebe
nach CB1-RezeptorkKnockdownbzw. Knockout

2.2.7.1 Oil red O Firbung

Der fettspezifischeOil red O Farbstoff lagert sich in die Lipide ein. Dadurdt es

maglich, die Differenzierung von Adipozyten zu heilen und zu vergleichen.

Die Farbung der Zellen erfolgte jeweils am Tag Bpavor der Induktion, und an den
Tagen 3 und 6 nach der Induktion. Vor der Farbunig@®i red O, wurden die Zellen
mehrfach mit PBS gewaschen und anschlieend fimih5n 5 ml einer Formalinlésung
fixiert. Die Oil red O Stockldsung wurde in einem Verhdltnis von 2:3 Agua dest.
verdunnt und musste anschliel3end filtriert werd#amach wurden die Zellen eine Stunde
lang mit jeweils 5 ml pro 10 cm Schale und 1,5 mb pB-Loch mit der Féarbelésung
inkubiert. Um unspezifisch angelagerten Farbstaif entfernen, wurden die Zellen
mehrmals mit Aqua dest. gewaschen. Die Auswertumgigée auf drei verschiedenen
Wegen: die gesamte Zellkulturschale wurde gescandt mikroskopische Aufnahmen

wurden angefertigt und densitometrische Messungeden durchgefuhrt.

Vor der densitometrischen Messung wurde der Fdifbdtmch Isopropanol im Verhaltnis
1:20 aus den Lipiden ausgewaschen. Nach einer Eireii von 30 min wurde jeweils
1 ml der entstandenen Farblosung in eine Kivetésfubrt. Bei Proben mit extrem hoher
Lipideinlagerung musste eine Verdunnung erfolgdir. jEde Probe wurden Doppelwerte
gemessen. Die optische Dichte konnte so bei eineflelange von 500 nm im
Photometer bestimmt und Aussagen Uber den GradDdfarenzierung der Fettzellen

getroffen werden.
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2.2.7.2 Zelllyse zur Proteinaufreinigung

Durch Zugabe von 45@1 4 °C kaltem Lysispuffer (HEPES 50 mM, Na Cl 13™Mm
MgCl, 1 mM, CaC} 1 mM, Natriumpyrophosphat 10 mM, Natriumfluorid &M, EDTA

2 mM, Glycerol 10 % vol., IGEBAL 1 % w/v, 2 mM Vadate, 10ul/ml Leupeptin, 10
ul/ml Aprotinin, 2 mM Phenylmethylsulphonylfluoridyvurden die Zellen aufgebrochen,
mit einem Zellschaber von der Platte entfernt un@in neues Reaktionsgefal® Uberfihrt.
Diese wurden fur 10 min bei 4 °C in einem Drehrad kompletten Zelllyse durchmischt.
Um die Komponenten der Zellsuspension aufzutrenmenmden diese fir 10 min bei
13.000 rpm in der 4 °C kalten Zentrifuge sedimenti@nschlielBend wurden die Protein
enthaltende Fraktion in ein neues Reaktionsgefédsfiiirt und die Konzentration mit

einem Bradford-Assay bestimmt (siehe HerstellerbagaBio-Rad).

2.2.7.3 SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese ist einghdde, mit der Proteine nach ihrem
Molekulargewicht getrennt werden konnen. Die Praewandern elektrophoretisch in

Natriumlaurylsulfat.

Bei den Versuchen wurde ein Sammelgel (Aqua de4tn®, Tris 0,5 M pH 6,8 624l,
Acrylamid 850ul, 10 % SDS 5@, 10 % APS 5Qu , TEMED 10ul) und ein Trenngel (10
%: Aqua dest. 6 ml, Tris 1,5 M pH 8,8 3,75 ml, Aamid 5 ml, 10 % SDS 15(l, 10 %
APS 150ul) verwendet. Die Proben wurden vor der AuftrennumgGel fir 5 min bei
95 °C erhitzt. Es wurde eine durchschnittliche &ls&he Spannung von 100 Volt

angelegt, bis die Proteine bzw. der Marker aufgetrevaren.

2.2.7.4 Western Blot

Der Western Bloterlaubt eine quantitative Bestimmung von Proteirteektrophoretisch
aufgetrennte Proteine werden von einem Trenngebadére geeignete Trager Ubertragen
und die Banden signalisieren die Proteinexpres$mm Proteinmolekile wurden nach der
Auftrennung mit einer Spannung von 100 V auf eimeddellulosemembran bzw. auf eine
PDVF-Membran ubertragen. Die Transferzeit wurde deweiligen Proteingrof3e
angepasst. Nach erfolgtem Transfer wurden die Mangr meist Gber Nacht in einer
Blockingsolutionbei 4 °C belassen. Es wurde entweder ein Wasatpafit 3-5 % BSA
(albumin bovine fractionoder einer miskim milkverwendet.

Nach dem Entfernen deBlockingsolution und dreimaligem Waschen mit einem

Waschpuffer wurde die Membran mit einem spezifisch&ntikbrper fur das zu
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detektierende Protein fir 2 h bei Raumtemperatfiresmem Schuttler inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen (3 x 5 min) folgte eine zweMetikorperldsung (mit dem sog.
Peroxidase gekoppelten Sekundarantikorper). Diesdenflr eine weitere Stunde auf die
Membran gegeben. Der Sekundarantikdrper wurde inmdfmis 1:1500 eingesetzt. Nach
weiteren Waschschritten (wieder 3 x 5 min) wurdea Broteinbanden nun mittels
Chemolumineszenz und somit Substratumsetzung dexiBase sichtbar gemacht. Das
Fluoreszenzsignal wurde in der Dunkelkammer auf défm Ubertragen. Zur
Quantifizierung und Auswertung der ProteinmengedsutieQuantity One Softwar@io-

Rad) verwendet.

2.2.7.5 Cell death detection ELISA Plus

Um einen Erklarungsansatz fur das unterschiedliRifferenzierungsverhalten der beiden
Fettzelldepots (inguinal und epididymal) zu findemJirde der programmierte Zelltod
naher analysiert. Die Apoptose wurde mitt€lsll death detectiofELISA Plus Kit von

Roche nach Herstellerangaben bestimmt. Asayist als quantitativer Sandwich-Enzym-

Immunoassay aufgebaut.

Zellen wurden von der Kulturplatte entfernt und Eimin bei 2500 rpm zentrifugiert. Es
folgte eine Lysereaktion durch Zugabe von Lysepuffdlach der Zelllyse und
zehnminitiger Zentrifugation bei 2500 rpm wurde déerstand bei -80 °C gelagert. Die
Proben wurden dann aufgetaut und am gleichen Tageggen. Bei der Doppelmessung
wurden 20ul der Probe in eine Streptavidin beschichtete 96hLELISA Platte gegeben.
Zur Auswertung wurden erst Mittelwerte gebildetdutfiese dann durch die Basalwerte
unbehandelter Zellen geteilt. Die Ergebnisse wurdelativ zu diesem Basalwert in

Prozent angegeben.

2.2.7.6 Glukoseuptake: Messung der Glukoseaufnahme in die Zelle

Um eine Veranderung der Insulinsensitivitat in deegttzellen zu messen, wurde die

Glukoseaufnahme in den Adipozyten bestimmt. Dielysen erfolgten radioaktiv.

Gemessen wurde die Menge an radioaktiv markiertédesbxyglukose, die unter
Insulinstimulation mit verschiedenen Konzentratiorven den Adipozyten aufgenommen
wurde. Ermittelt wurde die Glukoseaufnahme in afesdinzierten Zellen, also am 6. Tag
nach Induktion im 12-well Format. Ab dem 5. Tag macduktion wurden die Zellen fur
24 h im Mangelmedium (Nahrmedium ohne Zusatze)watit. Jede Stimulation wurde als
Triplet durchgefuhrt. Nach Entfernung des Mangelwed wurden die Adipozyten zur
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Vorbereitung 2 x mit einem Krebs-Ringer-Puffer gealden. AnschlieRend wurden die
Zellen in 450ul Krebs-Ringer-Puffer inkubiert und mit jeweils Mn10 nM oder 100 nM
Insulin pro well fir 30 min stimuliert. Es folgtene vierminutige Inkubation mit 50l
eines Gemisches aus einer 1 mM 2-Desoxyglukosejpsmd 50uCi/ml 2-Desoxy-3H
Glukose. Danach wurde mit kaltem PBS gespilt. Reth wurden 50Qul einer 0,1 %igen
Natriumdodezylsulfatliosung verwendet und fur ca.nii@ inkubiert und geschittelt. Das
Zelllysat wurde in ein Messgefald tberfuhrt und jsv2 ml einer Szintillationsflissigkeit
hinzugefligt. AnschlieRend wurde der Anteil der Z@e/glukose fir je eine Minute i
Counter gezahlt. Zur Auswertung des Versuchs wurde derelltrt der dreifachen

Stimulation bestimmt.

2.2.7.7 Gewinnung von RNA aus Prdadipozyten und Adipozyten

Um die RNA-Expression fettzellspezifischer Markestimmen zu kdnnen, muss die RNA

isoliert und in c-DNA umgeschrieben werden.

Bei der Gewinnung von RNA ausRNA oder shorthairpin transfizierten Zellen aus 6-
Lochs bzw. der Zellen nach CB1-Rezeptareckoutin 10 cm Kulturschalen wurde die
RNA-Isolation mit Trizol durchgefuhrt und anschlefdl dasNucleospin RNA 11 kitzon

der Firma Macherey und Nagel verwendet.

Nach der Transfektion wurden die Zellen mit kalteBS gespdlt. Sie wurden in flissigem
Stickstoff bei =134 °C gelagert. Es wurden %00rizol pro 6-Loch bzw. 1 ml Trizol pro
10 cm Platte verwendet. Die Zellen wurden mit Hiéimes Zellschabers von der Platte
geldst und in ein 1,5 ml Reaktionsgefald Uberfihd auf dem Vortexer gemischt. Da bei
Adipozyten aufgrund des Fettfilms ein zusatzlicRemigungsschritt notwendig ist, wurde
das Zelllysat anschlieend fur 10 min bei 13.00h rpnd 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde ohne die entstandene Fettschiakinineues ReaktionsgefaR tberfihrt,
und mit 250ul Chloroform versetzt. Das Gemisch wurde fur 15 gevortext und bei
Raumtemperatur fur 3 min inkubiert. Durch eine ataeZentrifugation bei 13.000 rpm fir
10 min bei 4 °C bildeten sich drei Schichten. DEARIn der oberen wassrigen Schicht
wurde in ein neues Eppendorfgefal3 Gberfihrt undd®altes Isopropanol hinzugefugt.
Zur Fallung der RNA wurde das Reaktionsgefald kunzligemischt und fir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die anschlieRende Zemgation erfolgte bei 13.000 rpm flr
10 min und 4 °C. Dadadurch entstandene Zellpellet wurde mit 1 ml/gED@5 % ETOH
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Uberschichtet und fir 10 Sekunden gemischt. Didéwurde dann erneut fir 10 min bei

4 °C zentrifugiert.

Das am Boden haftende Pellet enthielt die RNA, idid0O0 pl RNase-freiem Wasser
aufgenommen wurde. Der anschlieiende DNA-Verdawevwahrend eines zusatzlichen
Reinigungsschrittes der RNA vorgenommegleén up und DNA-Verdau nach

HerstelleranleitungNucleospin RNA 1l Kit Die RNA Konzentration wurde im Photometer
bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Ans&dred wurden die Proben bei -80 °C

gelagert.

2.2.7.8 Herstellung von c-DNA (Reverse Transkription)

Zur Herstellung von c-DNA wurden 4 ng RNA mit RNdssiem Wasser auf ein Volumen
von 20 ul eingestellt. Zuerst wurde ein Primer-Mixs Oligo-dt-Primern und dNTP-Mix
angesetzt und fur 5 min zusammen mit der RNA béiGEn Thermocyclemkubiert. Des
Weiteren wurde ein Transkriptase-Mix hergestelltd uder Probe hinzugefliigt. Die
Mischung bestand aus 5 x Puffer, DTT, RNase-Inbibifqua dest. un&uper Script LI
Sie wurde fur 60 min bei 45 °C und dann fur 15 imén 70 °C imThermocycleerhitzt.

2.2.7.9 Quantifizierende RT-PCR

Nach Herstellung der cDNA konnte durch Anwendungeequantitativen PCR die RNA-

Expression bestimmter Rezeptoren und Fettzellmayderessen werden

Fur diese Quantifizierung der RNA wurde eine 96iLoBlatte als Reaktionsgefal}
eingesetzt. Zur besseren Kontrolle wurden Doppedoregen durchgefiihrt und Gber 36B4

alsHousekeepingsen normalisiert.

Pro Probenansatz wurden je 1R/5SYBR Green Mjxi pl forward primer 1 ul reward
primer und 8,5ul Aqua dest. vorgelegt. Dazu wurden jeweilgul2der vorverdinnten

c-DNA-Probe pipettiert. Vor Messbeginn wurde diati@ bei ca. 2000 rpm zentrifugiert.

Zum Denaturieren der cDNA wurden die Proben auf°@5erhitzt. Im anschlieRenden
Amplifikationsprozess folgten 40 Zyklen meist imei Zweiphasenreaktion (95 °C fir
20 s, 60 °C fur 30 s). Das PCR Programm richtete isach dem jeweiligen Primer fur das

zu bestimmende Zielgen.

Die Auswertung erfolgte Uber die Quantifizierungssare desMastercyclers Realplex
Eppendorf, basierend auf der delta Ct Methode {IRéakl, 2002).
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E CP target (mean control)-(mean sample)
( target)

Ratio =
(E ) ACP (mean control) — (mean sample)

2.8 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten und die geample Darstellung erfolgte mit der
Software SigmaPlot 10.0 von Systat Software (ClocddSA). Zur Bestimmung der
Signifikanzen wurden je zwei Gruppen von Daten da@tm ungepaarten Student t-Test
verglichen. Ein p-Wert kleiner/gleich als 0,05 warranit * gekennzeichnet und als
signifikant bezeichnet, ein p-Wert kleiner/gleic®Dwurde mit ** gekennzeichnet und als

hochsignifikant bezeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung der siRNA- und shRNA-Transfektion Praadipozyten und Adipozyten
3.1.1 Methodenetablierung der siRNA-Transfektion in Praadipozyten und
Adipozyten mittels MAP-Kinase p42/44

Zur Untersuchung der direkten Wirkung auf das [stgpe nach CB1l-
Rezeptorherunterregulation, wurde der Mechanismwes siRNATransfektion in
Praadipozyten und Adipozyten etabliert. Es handeh um Fettzellen aus weil3en,
subkutanen Depots. Nachdem die Transfektionsmethotlgoofektionsreagenzien,
Elektroporation und Magnet-assistierte-Transfektiohne durchschlagenden Erfolg
getestet wurden, gelang eine erfolgreiche Transiekimit einer Kombination aus
Elektroporation und Lipofektionsreagenziern(siehe Methodenteil, Seite 28).
Wiedergegeben werden daher nur die ErgebnissKmisskdownsierMAP-Kinase p42/44
nach Transfektion mit demNucleofectof, einem Gerat das die Elektroporation und

Lipofektionsreagenzien kombiniem, Préaadipozyten und Adipozyten

Um die Methode desiRNATransfektion zu etablieren, wurden erst untersiiiie
Verfahren und Konzentrationen getestet, umMAP-Kinase p42/4Rezeptorexpression
zu beeinflussen. DidMAP-Kinase p42/44st ein Standardsystem. Wie in der Literatur
mehrfach gezeigt, lasst sich diAP-Kinase p42/44elativ einfach herunter regulieren und
gut auf Proteinebene nachweisen, um KanckdownErfolg prifen zu konnen. Somit ist

es ein ideales System, um di@NATransfektion in unseren Fettzellen zu etablieren.

In Praadipozyten:

a) 48h nach Transfektion in Praadipozyten 96h nach Transfektion in Praaditen

[ I e S _ — —
siRNA1 siRNA2 Kon1l Kon2 Zellen Zellen siRNA1 siRNA2 Kon 1l Kon 2 Zellen Zellen
In Adipozyten:

b) 48h nach Transfektion in Adipozyten 96h nach Transfektion in Adigten

SiRNAL siRNA2 Kon 1 Kon 2 Zellen Zellen siRNA1siRNA2 Kon 1 Kon 2 Zellen Zellen

Abbildung 12:Darstellung desKnockdownsder MAP-Kinase p42/44 auf Proteinebene Abgebildet sind
die Ergebnisse der Proteinexpression H&kP-Kinase (Western Blofs jeweils 48 h und 96 h nach
Transfektion mit einer Kombination aus Elektropamatund Lipofektionsreagenzien in Praadipozyten (a)

und in Adipozyten (b). Die untransfizierten Zeligelten als Kontrolle.
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In Abbildung 12 wird deutlich, dass eknockdownder MAP-Kinasemdoglich ist. Am
ausgepragtesten war der Effekt in Praadipozyteh d&h Transfektion. DIMIAP-Kinase
p42/44 Rezeptorexpression wurde auf Proteinebene gemeBsenZellen, die mit der
siRNA ltransfiziert wurden, waren um 95,03 %, die mit SI®&NA 2um 91,46 % herunter
reguliert. Nach 96 h war dé&nockdownEffekt weniger stark, betrug aber noch 49,97 %
bei der Transfektion desiRNA 1 zur Herunterregulation deMAP-Kinase p42/44
Rezeptorexpression und 64,96 % bei der TransfekiensiRNA 2 In Adipozyten ist der
KnockdownErfolg generell geringer als in Praadipozyten. Er lag Zigitpunkt 48 h nach
Transfektion bei 68,2 % bsiRNA 1lund bei 30,92 % bei der Verwendung \&RNA 2
Nach 96 h war eine Herunterregulation von 50,60 é\Merwendung desiRNA 1und
37,69 % bei desiRNA 2des Rezeptors zu messen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Kombinatis Elektroporation und
Lipofektionsreagenzieneine Moglichkeit bietet, einen gewiinschten Rezepior
Praadipozyten und auch in Adipozyten herunterzuiegun. Allerdings mussten fir den
CB1-Rezeptoknockdown erneut unterschiedliche siRNAs und verschiedene
Konzentrationen getestet werden, um durch Elektatpmm mit dem GeratNucleofector®

einen zufriedenstellenddéfnockdowreu erreichen.

3.1.2 Etablierung der CB1-Rezeptoknockdowndurch siRNA-Transfektion

Um die Auswirkungen einer CB1-Rezeptorherunterragoh auf die Fettzellfunktion
untersuchen zu kénnen, wurde der Rezeptor mit BpazersiRNAherunter reguliert. Um
die Transfektionseffizienz dieser Versuchsansatzdestimmen, wurde dd€nockdown

auf Protein- und oder RNA-Ebene gemessen.
. — o -
& T -
a) SiRNA1 (200pmolsiRNA(100pmol) Kontrolle b) siRNA1 (200pmol)siRNA(100pmol) Kontrolle
Abbildung 13: CB1-Rezeptorherunterregulation durch Elektroporation und Lipofektionsreagenzien
auf Proteinebene Die Proteinexpression ist nach a. 48 h und bh @bgebildet und zeigt die erfolgreiche

CB1-Rezeptorherunterregulation naRNA-Transfektion. Es wurden jeweils zwei unterschigitdisiRNA

Konzentrationen getestet (200 pmol und 100 pmol).

Zur Etablierung des CB1-Rezeptdnockdownsvurden anfangs unterschiedlicBiRNA
Konzentrationen verwendet, die vorher einen er&tdrenKnockdownder MAP-Kinase

gezeigt hatten. In Abbildung 13 ist die Proteinegsion des CB1-Rezeptors natRNA
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Knockdown in %

Transfektion dargestellt, die am 2. Tag nach Inidukizur Differenzierung durchgefihrt
wurde. Bei der hodheren Konzentration (200 pmol) rken nach 48 h eine
Herunterregulation des CB1-Rezeptors von 83,01 %giahit werden, bei einer
Konzentration von 100 pmol waren es 71,12 %. 96abhnTransfektion waren die
KnockdownRatendann ricklaufig. Bei der hoheren Konzentration kenmoch 77,56 %
Herunterregulation gezeigt werden, bei der niedeigeKonzentration jedoch nur noch
35,15 %Knockdown.Bei den weiteren Versuchen wurden also jeweils 200! SiRNA
eingesetzt. Bei den folgenden Versuchen wurderfexessionsanalysen auf RNA-Ebene
durchgefuhrt. Die RNA-Ebene ist der zu untersuckeBddpunkt der Genregulation. Der
Nachweis auf Protein-Ebene gestaltete sich schyyida wir im Verlauf Probleme mit der

Verwendung des CB1-Rezeptor Antikorpers auf Preteame hatten.

3.1.2.1 Erfolgreicher Nachweis des CB1-Rezeptor-Knockdowns auf RNA-Ebene

Um den Zeitraum eines erfolgreichen CB1-Rezeptoockdownsgu ermitteln, wurden die
Zellen mit einer Konzentration von 200 pmol elektvdert und Uber einen Zeitraum von

48 h bis 120 h analysiert.

Der Knockdowndes CB1-Rezeptors mitteRNA wurde am 2. Tag nach Induktion
durchgefuhrt. Verwendet wurde ds&RNA 1lin einer Konzentration von 200 pmol sowie

ein Gemisch aus zwsiRNAs (1+8, von denen jeweils 100 pmol eingesetzt wurden.

120 120
100 100 4
46,6% X 37,5% 40%
] 56,6% 80 -
80 * % £ K% 0% *%
66,16% 73.3% * % ‘é I 68,5% T
60 1 % T 3 60
XS
(8]
40 T 40 4 T
[ 2 I
X
20 4 20 4
0 T T T - . 0 - . . . _
a) scr. 48h 72h 96h 20 b) scr. 48h 72h 96h 120h

Abbildung 14:Knockdowndes CB1-Rezeptors mit Hilfe vorsiRNA: a.siRNA 1(200 pmol) und bsiRNA
1+ 8 (jeweils 100 pmolKnockdownRaten im Vergleich zur Negativkontrollecfambled. Angegeben sind
die Prozentzahlen der Herunterregulation bei 487h%,h, 96 h und 120 h nach Transfektion. Die
Versuchsanzahl betragt N=3. Die Daten, die hoclifgignt sind, sind mit **p <0,01 gekennzeichnet.sAl

Referenzgen wurde 36B4 mitgefiuhrt.

43



Die in Abbildung 14 dargestellten Ergebnisse zeigenKnockdowndes CB1-Rezeptors
in Prozent durclsiRNATransfektion. EinKnockdowndes CB1-Rezeptors von 46,6 % -
73,3 % gelingt Uber einen Zeitraum von 120 h inpddiyten. Der starkste Effekt war bei
72 h messbar: Durch Verwendung d@RNA 1wurde eine Herunterregulierung von
73,3 % und durch desiRNAPool von knapp 69 % erreicht. Deutlich wird beidea
siRNAs dass der transient€énockdownnach 120 h ricklaufig ist und der Rezeptor
Knockdownder siRNA 1bei nur noch 46,6 % und bei destiRNAPool bei lediglich 40 %
liegt. Alle Ergebnisse sind hochsignifikant. Dieniggé desKnockdownsdurch siRNA
stimmt mit Daten aus der Literatur Uberein, die33- L1 Adipozyten erreicht wurden

(Echeverri und Perrimon, 2006).

3.1.3 Etablierung des CB1-Rezeptoknockdownsdurch shRNA-Transfektion

Um eine langerfristige und stabile Transfektion @&%l-Rezeptors zu erreichen, wurden
vier unterschiedlich&horthairpinKonstrukte getestet. Zwei der vier Konstrukte zgt

im Zeitverlauf gute bis sehr gutenockdownRaten von durchschnittlich 75 % bis zu
82 %. Konstrukt drei wies einednockdownvon 74,3 % auf und das erfolgreichste

Konstrukt vier einen durchschnittlich&mockdowrnvon 82,3 %

120 120

100 4 100

80 - 80

60 - 60

40 4 40

* %
201 * % =

* % T
: 0 .

Kontrolle sk-K4 72h sk-K4 96F

Knockdownnachweis in'
Knockdownnachweis in

20 -

Kontrolle sk-K3 72h sk-K3 96+

Abbildung 15: Darstellung des KnockdownNachweises des CB1-Rezeptors durctshorthairpin-
Konstrukte 3 und 4: Die CB1-Expression nach 72 h und 96 h nach dersfe&tion derShorthairpin
Konstrukte 3 und 4 (graue Balken) im Vergleich Zmee Kontrolle (schwarzer Balken) sind gezeigt. Es
wurden vier unabhangige Experimente durchgefihftehnzeichnen statistisch hochsignifikante Ergebai
(p<0,001).
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Nach Abbildung 15 wird durch die Transfektion veimKonstrukt 3 einkKnockdowndes
CB1-Rezeptors von 80,75 % nach 72 h und von 98, f@aéh 96 h erzielsh-Konstrukt 4
fuhrte ebenfalls zu erfolgreichéfnockdowrRaten von 95,25 % nach 72 h und 83,25 %
nach 96 h. Fir die geplanten Versuche wurderskli€onstrukte 3 und 4 verwendet, um
einen stabilerKnockdownzu erreichen. Dadurch ist es méglich geworden,edientuell
unterschiedlichen Ergebnisse einer kurzfristigen ruH@rregulation mit einem

langfristigen, stabilen Knockdown zu vergleichen.

3.2 Ergebnisse nach CB1-Rezeptor-Knockdown durdRMA-und shRNA- Transfektion
auf das Differenzierungsverhalten und den oxidativéletabolismus

3.2.1 Differenzierungsfahigkeit der Adipozyten naclCB1-RezeptorKnockdown

Um Aussagen Uber die Auswirkung einer CB1-Rezeptonfiterregulation auf die
Differenzierung von weilen subkutanen Fettzelleafféan zu koénnen, wurde die

Differenzierung morphologisch im Mikroskop analysie

Abbildung 16: Differenzierung von siRNA transfizierten Zellen: lllustriert sind mikroskopische Bilder

(40x) der Zellen zum Zeitpunkt 96 h (a) und 120 W). (Verglichen werden Zellen, die mit einer
Negativkontrolle transfiziert wurders¢rambledl mit siRNAtransfizierten Zellen zur Herunterregulation des

CB1-Rezeptors. Die Versuchsanzahl betrug N=4.

Abbildung 16 illustriert, dass durch eine transee@B1-Rezeptorherunterregulation durch
siRNATransfektion makroskopisch und mikroskopisch keiri@ifferenzierungs-

unterschiede festzustellen sind.

Bei einem stabiletiKnockdownmittels shorthairpin-RNAzeigt sich demgegentiber in den
CB1-Rezeptor herunter regulierten inguinalen Zel@éer Trend zu einem leichten
Differenzierungsvorteil im Vergleich zu den Kontesl - sowohl makroskopisch als auch
densitometrisch (Abb. 17).
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Abbildung 17:Densitometrie in Shorthairpin-transfizierten Zellen: lllustriert sind die densitometrischen
Ergebnisse wahrend der Adipogenese nach stabiersiektion zur Herunterregulation des CB1-Rezeptors
durchsh-Konstrukt 3 undsh-Konstrukt 4 und ihre Wildtypkontrollen. Daten d#gnsitometrischen Messung
im Photometer naclOil red O Farbung inShorthairpinsan Tag 0, Tag 3 und Tag 6 wahrend der

Differenzierung werden dargestellt. Die Versuchsahbetragt N=4.

Tag 3: Kontrolle sh-Konstrukt 3 sh-Konstrukt 4

Abbildung 18:Mikroskopische Bilder nach Oil red O Farbung: Mikroskopische Darstellung von CB1-
RezeptorKnockdowr-Zellen durchShorthairpinTransfektion (10 X fache VergréReryngsezeigt ist der
Vergleich zwischen deshKonstrukten 3 und 4 und einer leervektor transeften Kontrolle am Tag 3

wahrend des Differenzierungsprozesses.

Wie in Abbildung 18 zu sehen, zeigte sich n&hred O Farbung densitometrisch, dass
am Tag 3 und am Tag 6 nach Induktion leichte Déffieierungsvorteile zu messen sind.
Diese Daten deuten nur auf eine Tendenz hin, daisle signifikant sind. Am Tag O der
Adipogenese bei Verwendung dsisKonstruktes 3 zur Rezeptorherunterregulation war
eine Zunahme der Absorption von 149 % im Photometmessbar. Die
Differenzierungszunahme zeigte sich noch ausgegrégn Tag 3 mit 42,37 % und
61,66 % am Tag 6. Ahnliche Effekte konnten auchsmiKonstrukt 4 analysiert werden.
Ein Plus von 17,3 % an Tag 0, 70,30 % an Tag 326187 % an Tag 6. Somit konnte
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mikroskopisch und densitometrisch in den dustiorthairpins-RNAlangfristig herunter
regulierten  CB1-Rezeptor Zellen ein leichter, abenicht signifikanter
Differenzierungsvorteil im Vergleich zu den Kontegllen evaluiert werden. Die
Ergebnisse sind lediglich ein Trend und aufgrund lighen Standardabweichung nicht

signifikant.

3.2.2 Positive Auswirkungen auf den oxidativen Metaolismus nach transienter und
stabiler CB1-Rezeptormodulation

Nach den bisherigen Forschungsergebnissen fumteStimulationen mit dem CB1-
Rezeptoragonisten WIN (55212.2) zu einer Hemmumgidg-1 Expression (Perwitet
al., 2010). Interessant war deshalb, ob ein CB1-Reréftockoutzu einem gegenteiligen

Effekt fuhren kann und die braunen Fettgewebsmdri&ehreguliert werden.
3.2.2.1 Gesteigerte pgc-1a Expression auf RNA-Ebene nach CB1-Rezeptor-Knockdown
Pgc-la ist ein Fettzellmarker, der besonders stark iutea Fettzellen exprimiert wird.

Er wurde nach RNA-Isolierung, DNA-Verdau und Umsthen der Proben in cDNA auf
RNA-Ebene gemessen.

800

600

400 A

Pgc-1 alpha Expression auf RNA Ebe

kK
* %k T
200 T
0 ,J T T -
scr.  SiRNA1+8 siRNA1 Kontrolle sh3

Abbildung 19: Pgc-la Expression nach CB1l-Rezeptoknockdown durch siRNA- und durch
Shorthairpin-Transfektion im Vergleich mit einer Kontrolle: Gemessen wurde dpgc-la Expression 48
h bzw. am 3. Tag nach Transfektion veiRNAbzw. Shorthairpins.Die Versuchsanzahl betragt N=6. *
kennzeichnet statistisch signifikante Ergebnisse0(@5), ** kennzeichnet statistisch hochsignifikant
Ergebnisse (p<0,001).
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Wie aus der Graphik 19 ersichtlich, war eine sigaifite Zunahme dgrgc-la Expression
nach Transfektion desiRNAlvon 83,40 % und desiRNA 1+8von 308,82 % (hohe
Standardabweichung) messb&¥ie Rezeptorblockade durclshorthairpinKonstrukte
fuhrte ebenfalls zu einer starken ExpressionszueahmiVergleich zu den Kontrollen. Die
Zunahme depgc-la Expression ist am 3. Tag nach Induktion abgehildethsignifikant
und betragt 152,53 %.

3.2.2.2 Gesteigerte ucp-1 Expression auf RNA-Ebene nach CB1-Rezeptor-
Herunterregulation

Ein weiterer brauner Fettgewebsmarker ist UCP-1c@upling Protein 1). Es entkoppelt
die Atmungskette und dient somit der Warmeprodukti&cin Anstieg derucp-1
Genxpression war in Zellen, in denen der CB1-RexegtirchsiRNAund Shorthairpins

herunter reguliert war, deutlich sichtbar:
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scr.  siRNA1+8 siRNA1 Kontrolle sh-K3

Ucp-1Expression auf RNA Ebe

Abbildung 20: Ucp-1 Expression nach CB1l-Rezeptorherunterregulation duth sSiRNA- bzw.
Shorthairpin-Transfektion: Demonstriert wird hier dieicp-1Expression auf RNA-Ebene 72 h nagRNA-
Transfektion und am 3. Tag wéahrend der Differenzigr in denShorthairpinKonstrukten und ihren
Kontrollen. Die Versuchsanzahl betragt N=6. * keginhnet statistisch signifikante Ergebnisse (p<p,05

kennzeichnet statistisch hochsignifikante Ergeten{ps:0,001).

Durch Transfektion vonsiRNAs zur Rezeptorherunterregulation war eine deutliche
Zunahme dewucp-1 Expression im Vergleich zur Kontrolle festzustellgAbb. 20). Bei

72 h war das Ergebnis der einzelr@RNAshochsignifikant und betrug plus 193,58 %.
Am 3. Tag war auch das Ergebnis der Expressionhdlransfektion degepooltensiRNA
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signifikant und um 198,06 % gestiegen. In @&horthairpintransfizierten Zellen war ein

Anstieg demucp-1Expression von 234,43 % auf RNA-Ebene messbar.

Zu allen untersuchten Zeitpunkten konnte auf RN/Aikeb eine deutliche Steigerung der
ucp-1Expression gemessen werden. Aufgrund der Standasiehung kann das Ergebnis
allerdings nur nach 72 h als signifikant (p<0,02Mgesehen werden (Abb. 20). Die
Ergebnisse sprechen dafir, dass eine Hemmung désR€Beptors eine Hochregulation
von braunen Fettgewebsmarkern verursacht. Dasesstd Hinweise auf eine mdgliche

Transdifferenzierung von einem weil3en zu einemrau-ettgewebsphéanotyp.

3.2.2.3 Steigerung der Mitochondrienzahl und -biogenese nach (CB1-
Rezeptorherunterregulation durch siRNA- und shRNA-Transfektion.

Ein Charakteristikum brauner Fettzellen ist u.&. libhe Zahl an Mitochondrien und eine
gesteigerte  mitochondriale  Biogenese. Um diese errstHinweise einer
Transdifferenzierung in einen braunen Fettgewebspiyp zu bestéatigen, wurde die
Anzahl der Mitochondrien bestimmt und der Sauefgobrauch analysiert. Zu diesem
Zweck wurden die Zellen mit einem fluoreszierendéitochondrienfarbstoff markiert
(Mitotracker Greei Sowohl FACS als auch RNA-Analysen zeigten eine erhohte
mitochondriale Biogenese, ein weiteres Indiz fineandgliche Transdifferenzierung.

200 A

c
8 150 - * %
3 * %
= T
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SsCr. siRNA 1+8 siRNAL Kontrolle shK3

Abbildung 21:Mitochondrienzahl und —biogenese nach Herunterregaition des CB1-Rezeptors durch
siRNA- und shRNATransfektion: Veranderte Mitochondrienzahlen $iRNA undshtransfizierten Zellen,
gemessen im FACS nach Farbung der Mitochondriendmih FarbstoffMitotracker Green Gemessen
wurde am 6. Tag nach Induktion in den Zellen. Derdvichsanzahl betrdgt N=6. * kennzeichnet statlstis

signifikante Ergebnisse (p<0,05), ** kennzeichnatistisch hochsignifikante Ergebnisse (p<0,001).
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Im Vergleich zur NegativkontrollesErambled)stieg - wie die Abbildung 21 zeigt - die
Zahl der Mitochondrien bei der Verwendung depooltersiRNAzumKnockdowrum
10,3 % (signifikant, da p<0,05). Nach TransfektoensiRNA 1lkonnte eine Zunahme von

17,8 % gemessen werden, die allerdings nicht skgmit war.

Auch bei demKnockdowndurch ShorthairpinKonstrukte konnte eine Zunahme der
Mitochondrienzahl in den CB1-RezepténockdowrZellen von 24,85 % im Vergleich zu

den Kontrollzellen gemessen werden.

3.2.2.4 Verdnderungen des oxidativen Metabolismus durch Messung eines gesteigerten
Sauerstoffverbrauches in Prédadipozyten und Adipozyten nach CB1-Rezeptor-Knockdown

Um weitere Hinweise fir einen braunen Fettgewehspiyd und eine
Transdifferenzierung zu gewinnen, wurde unter agmeder Sauerstoffverbrauch mit Hilfe

desOxygrapherermittelt.
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Abbildung 22:Ergebnisse der Sauerstoffverbrauchsmessung mitte@xygraph Abgebildet wird der
Sauerstoffverbrauch von ngtRNA undsh- transfizierten Zellen zum Rezepténockdowrund ihren
Kontrollen. Gemessen wurde 48 h nach Transfektiom lam 3. Tag wahrend der Differenzierung. Der
Sauerstoffverbrauch pro Zelle wurde gemessen uretheet. Die Versuchsanzahl betragt N=8.

* kennzeichnet statistisch signifikante Ergebnigsed,05), ** statistisch hochsignifikante Ergebeiss
(p<0,001).

Die Ergebnisse der Sauerstoffverbrauchsmesaamgn, wie aus Abbildung 22 ersichtlich,
bei Verwendung beidesiRNAs hochsignifikant. Die gepoolten transfizierten Zellen

zeigten im Vergleich zur Negativkontrolle(scrambled) einen Anstieg im
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Sauerstoffverbrauch von 96,5 %. Ebenfalls hochBigmt waren die Daten der
transfiziertensiRNA 1zum CB1-Rezeptoknockdownmit einem noch starkeren Anstieg
des Sauerstoffverbrauches von 153 %.

Auch die Verwendung deBhorthairpinKonstrukte fuhrte zu einem ahnlichen Ergebnis.
Der Anstieg des Sauerstoffverbrauches in den stataihsfizierten Zellen nach
Rezeptorblockade von 85,19 % war im Vergleich zktartransfizierten Kontrollzellen

hochsignifikant.

Damit zeigen sich sowohl nach Herunterregulatios @B1-Rezeptors durcsiRNA- als
auch nachshRNATransfektion Indizien fir eine Verdnderung von esn weil3en
subkutanen zu einem braunen Fettgewebsphanotyp.ZBien zeigen eine erhdhte
Expression brauner Fettgewebsmarker, eine gedieigarzahl an Mitochondrien und eine

Zunahme des Sauerstoffverbrauches.

3.3 Depotspezifische Unterschiede in Praadipozytewl Adipozyten von CB1-Rezeptor-
Knockout-Mausen

3.3.1 Nachweis des CB1-Rezeptdtnockoutin Adipozyten

Um einen kompletten Funktionsverlust des RezeptonsGeburt an zu erreichen, wurden
neue Zelllinien aus CB1-RezeptkinockoutMausen generiert. Dabei gelang der Aufbau
neuer depotspezifischer Fettzelllinien. Es wurdev€iee aus epididymalen und inguinalen
Depots aus jeweils drei Wildtypmausen und drei G&FeptorkKnockoutMausen

entnommen.

i
S

DNA Leiter KO-Maus 1 KO-Maus 2 WT

Abbildung 23:PCR-Kontrolle zum Nachweis des CB1-Rezeptoknockouts Das Ergebnis eind?CRist
dargestellt, um den CB1-Rezeptdnockoutauf RNA-Ebene zu Uberprifen. Abgebildet sind epidiale
und inguinaleKO-Zellenim Vergleich mit einer Wildtypkontrolle.

Mit Hilfe der Polymerase Chain Reaction (PCR)nnte nachgewiesen werden, dass der
CB1-Rezeptor im inguinalen und im epididymalen g@ttebe nur in den Wildtypen

exprimiert wurde, dagegen nicht in den CB1-RezeftorckoutMausen, wie aus
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Abbildung 23 ersichtlich. Damit wird bestatigt, dadie Fettzellen der CB1-Rezeptor-
KnockoutMause, wie geplant, den CB1-Rezeptor nicht mehriexgren.

3.3.2 Depotspezifische Differenzierungsunterschiedeihrend der Adipogenese

Depotspezifische Differenzierungsunterschiede wundéhrend der Adipogenese mittels

Oil red OFarbung mikroskopisch und densitometrisch anatlysie

KO

Epi

Epi

Tag 0 Tag 3 Tag 6

Abbildung 24:Mikroskopische Bilder (40 x) wéhrend der Differenzerung nach Oil red O Farbung in
epididymalen Zellen: Zu sehen ist ein exemplarisches Beispiel der Biffeierungsunterschiede KO Epi-
im Vergleich zuWT Epi-Zellen an Tag 0, Tag 3 und Tag 6 wahrend défef@nzierung. Versuchsanzahl
betragt N=6.

Epididymale CB1-RezeptdtnockoutZellen zeigten ein Differenzierungsdefizit im
Vergleich zur Wildtypkontrolle. Der Effekt ist amasksten am 6. Tag, aber auch am 3.
Tag nach Induktion sind bereits gréRRere Lipideialaggen in derWT Epi-Zellen im
Vergleich zu defKO Epi-Zellen sichtbar (Abb. 24).

In den inguinalen CB1-Rezept&nockoutZellen lasst sich bereits makroskopisch nach
Oil red OFarbung deutlich ein Differenzierungsvorteil im gkich zu den Kontrollzellen
nachweisen. Dieser Vorteil wahrend der Adipogenissebereits am 3. Tag und am
deutlichsten am 6. Tag wahrend der Differenzierphgse zu erkennen. Die
mikroskopischen Aufnahmen (40 x) deKO Ing-Zellen zeigen eine starkere

Lipideinlagerung als ihr&vVT-Kontrollzellen (Abb. 25).
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Abbildung 25:Mikroskopische Bilder (40 x) wahrend des Differenzrungsprozesses nacloil red O
Farbung in inguinalen Zellen: Abgebildet ist der Differenzierungsunterschi€@ Ing im Vergleich zuNT
Ing an Tag 0, Tag 3 und Tag 6 wahrend des Difféesnagsprozesses. Die Versuchsanzahl betragt N=6.

Hier konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dassaeh einem Funktionsverlust des
CB1-Rezeptors zu depotspezifischen Differenzieruntggschieden kommt. Dabei
entstehen ein Differenzierungsdefizit in den Zelders dem epididymalen Depot und ein

Differenzierungsbenefit in den Zellen aus dem ingien Depot.

Was mikroskopisch bereits sichtbar wurde, besté@igé densitometrische Analyse: Die
KO Epi-Zellen zeigen ein deutliches Differenzierurgfsdt. Die Daten waren am 3. Tag

mit einer geringeren Absorption im Photometer vonus 37,85 % hochsignifikant wie

auch am 6. Tag nach Induktion und wahrend des @iftaerungsprozesses mit einem
Defizit von minus 54,45 % (Abb. 26 a).

In Abbildung 26 b spiegelt sich eine bessere Déffieierung der inguinalelO-Fettzellen
im Vergleich zu den Zellen aus den Wildtyptierendevi Am Tag O ist bereits eine
Zunahme von 27,25 % zu verzeichnen. Der Effektaosth deutlicher und signifikant am 3.
Tag mit einem Anstieg von 89,98 % und hochsigniftkam 6. Tag mit einer Zunahme
von 165,36 % (Abb. 26 b).
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Abbildung 26 a und b:Densitometrische Messung nachOil red O Farbung: Dargestellt ist die
Farbintensitat am 0., 3. und 6. Tag nach Anfarb&nQil red O Farbstoff im Photometer. Die schwarzen
Balken stellen jeweils die Kontrollzellen dar. @jeauen Balken in Abbildung 26 a zeigen epididym&@
Zellen, die in Abbildung 26 b inguinal€O-Zellen. Die Versuchsanzahl betragt N=8. * markgetistisch
signifikante Ergebnisse (p<0,05), ** statistisctthsignifikante Ergebnisse (p<0,001).

Um die mikroskopisch und densitometrisch festgisteDifferenzierungsunterschiede zu

bestatigen, wurden die wichtigsten Differenzierungsker auf RNA-Ebene gemessen.

Differenzierungsmarker | pref-1 ppary ap2 glut4

Tag der Differenzierung| Tag3 | Tag6 | Tag 3 Tag6 | Tag3 | Tag6 | Tag3 | Tag 6

Epididymal WT vs. KO | 1121% | 1699% | 144% | 139% | 127% | |52% | 135% | |68%

Inguinal WT vs. KO 169% | 165% | 1186% | 1233% | 1132% | 1467% | 149% | 133%

Tabelle 1:Expressionslevel der Differenzierungsmarkerpref-1, ppay, ap2, glut4 auf RNA-Ebene:
Gemessen wurden die Expressionslevel von Diffeeznngsmarkern auf RNA-Ebene jeweils am Tag 3 und
am Tag 6. In Tabelle 1 sind die Expressionslevel Wil Epi undKO Epi und vonWT Ing undKO Ing im
Vergleich dargestellt. Die Versuchsanzahl betr&gs.N

In Tabelle 1 ist eine Expressionssteigerung von 8% beipref-1in denKO Epi-Zellen
im Vergleich zu denNT Epi-Zellen angegeben. Der Grungtref-1 ist ein Inhibitor der
Adipogenese. Alle anderen abgebildeten Differenmigsmarker sind spate, die
Adipogenese fordernde Marker. Diese weisen auf &rpressionsabnahme bzw. ein
Differenzierungsdefizit in deKO Epi-Zellen hin. Folglich zeigte sich zum Beispasl Tag
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6 eine Expressionsabnahme folgender Differenziesmmagker:ppary von 39,28 %.ap2
von 52,31 % undlut 4von 86,14 % (Tab. 1).

Im Gegensatz dazu machen die Ergebnisse in Tabel&itlich, dasgref-1, ein Inhibitor
der Adipogenese, in dd€O Ing-Zellen im Vergleich zumVT Ing-Zellen deutlich weniger
exprimiert wurde (65-69 %). Alle Differenzierungsrkar, die flr eine gesteigerte
Differenzierung typisch sind, waren somit in deguimal gewonneneKO-Zellen starker
exprimiert als in den Wildtypkontrollen. So zeigtpary eine Expressionszunahme in den
KO Ing-Zellen von 233,19 %ap2von 466,86 % unglut 4 von 33,15 % an Tag 6 (Tab.
1). Diese Ergebnisse stehen also im Einklang miin derhobenen anderen
Differenzierungsdaten, die mit d&il red O Farbung und der Densitometrie gewonnen

wurden.

3.3.3 Gesteigerte Glukoseaufnahme nach Insulinstination in die inguinalen
Adipozyten nach CB1-RezeptorkKnockout

Aufgrund der positiven Wirkung der CB1-Rezeptormlation auf die Insulinsensitivitat
und die Glukosetoleranz in den humanen Studien, ltewol auch wir direkte
depotspezifische Effekte im Fettgewebe auf den é&rsthkffwechsel untersuchen.
Gemessen wurde also die Glukoseaufnahme in votlifer®nzierten Adipozyten. Durch
Insulinstimulation fiir einen Zeitraum von 30 minhnadie Glukoseaufnahme KO Epi-

Zellen deutlich weniger zu als in d@¥iT Epi-Kontrollzellen.

225+ .
—=— WTEpi-Zellen

200- —a— KO Epi-Zellen
1754

150+
125+

100+

Glukoseaufnahme in mg/ml

1nM 10 nM 100 M
Insulinstimulation

Abbildung 27 a

Abbildung 27 aGlukoseaufnahme in Adipozyten aus CB1-RezeptaknockoutMausen inWT Epi- und
KO Epi-Zellen: Voll ausdifferenzierte Adipozyten wurden mit folgken Insulinkonzentrationen stimuliert:
1 nM, 10 nM, und 100 nM. AnschlieRend wurde die kBheaufnahme in den Zellen mit radioaktiv

markierter Desoxyglukose ermittelt, um AussagenrUbie Insulinsensitivitdt der Zellen zu machen.
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Dargestellt ist die Glukoseaufnahme nach Insulimskition. Die graue Linie zeigt die Glukoseaufnatdee
KO Epi-Zellen, die schwarze Linie, die der Kontrollea. Die Versuchsanzahl betrug N=4. * markiert

statistisch signifikante Ergebnisse (p<0,05), *dtisttisch hochsignifikante Ergebnisse (p<0,001).

So war bereits nach einer Stimulation mit nur 1 imgulin ein signifikanter Unterschied
mit knapp 10 % zu messen. Auch mit hoheren Konagatren (10 nM Insulinstimulation)
war eine Differenz von -18,38 % festzustellen umil der héchsten Konzentration von
100 nM Insulin ergab sich ein Unterschied in denkekeaufnahme von -27,97 % (Abb.
27a).
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Abbildung 27 b

Abbildung 27 b:Glukoseaufnahme in Adipozyten aus CB1-RezeptdknockoutMausen in WT Ing- und
KO Ing-Zellen: Die Glukoseaufnahmevurde, wie in der Bildunterschrift zur Abbildung 27beschrieben,
gemessen. Dargestellt ist die Glukoseaufnahme nashlinstimulation. Die graue Linie zeigt die
Glukoseaufnahme détO Ing-Zellen, die schwarze Linie die der Kontrolleel Die Versuchsanzahl betrug
N=4. * markiert statistisch signifikante Ergebnisge<0,05), ** statistisch hochsignifikante Ergels@s
(p<0,001).

Es konnte gezeigt werden, dass bei allen drei gggnes Zeitpunkten die CB1-Rezeptor
KnockoutZellen des inguinalen Fettgewebes im Gegensatderu epididymalen CB1-
RezeptorkKnockoutZellen insulinsensitiver sind als ihre Wildtypkariten. Ein Anstieg
der Glukoseaufnahme von 21,79 % war bereits am &y der Differenzierung
festzustellen. Am 3. Tag war die Zunahme der Glakafhahme um 34,64 % sogar
hochsignifikant (p<0,01). Auch am 6. Tag nach Indukwaren die Zellen noch 30,30 %
insulinsensitiver als ihre Wildtypkontrollen. DiessErgebnis ist auch signifikant (p<0,05),
wie Abbildung 27 b verdeutlicht.

Die Daten lassen erkennen, dass Zellen nach CBégRexnockoutaus epididymalen

Depots weniger Glukose aufnehmen und somit insgmsistenter sind als Zellen aus
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dem inguinalen Depot. Letztere weisen eine gesteigelukoseaufnahme und somit eine
hohere Insulinsensitivitdt auf. Es kommt also zlgdaden positiven metabolischen
Veranderungen: Das insulinresistente viszerale gfettbe zeigt ein
Differenzierungsdefizit und das Glukose aufnehmendesulinsensitive inguinale

Fettgewebe eine zunehmende Differenzierung.

3.3.4 Depotspezifische Unterschiede im Apoptoseveailten bzw. Messung der DNA-
Schaden in Adipozyten nach CB1-Rezeptoknockout

Eine mdgliche Erklarung fur die unterschiedlichéf@®inzierung der untersuchten Zellen
konnte in ihrem Apoptoseverhalten zu finden seireslialb wurde die Menge an
phosphoryliertem p53, ein Marker fir DNA-Schaden der Zelle, untersucht. Des
Weiteren wurde die DNA-Degradatation mit Hilfe esnELISAs zur Detektion des

induzierten Zelltodes analysiert.

Die Abbildung 28 a zeigt, dass am 3. Tag und aniiag deutlich mehKO Epi-Zellen
DNA-Schaden aufwiesen als ihr&/T Epi-Kontrollzellen. Am Tag 3 stieg die
Phosphorylierung von p53 um 561,92 %, und auch @m & war die Induktion von
Zellschaden deutlich mit einem Anstieg von 1328@Bnessbar (Abb. 28 a). Diese Daten
sind hochsignifikant. In deKO Ing-Zellen zeigen sich erneut divergente Daten somdit
depotspezifische Unterschiede. Sowohl am 3. alk ant 6. Tag der Differenzierung bei
inguinalenKO-Zellen war bei deutlich weniger Zellen ein DNA-Sdka erkennbar. Am 3.
Tag war eine Abnahme der Phosphorylierung von sB8minus 56,91 % messbar und am
6. Tag von minus 83,72 %. Die Daten sind am Tagdhignifikant (Abb. 28 b).
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Abbildung 28 a und 28 HPhosphosphorylierung von Phospho p53 (Ser 15) gerses auf Proteinebene
mit Hilfe eines Western Blots Die Expression von Aktin, p53 und Phospho p53 st Proteinbanden
abgebildet. Dargestellt sind aulRerdem die Exprassigebnisse am Tag 0, 3 und 6 in graphischer Horm.
Abbildung 28 a ist der Unterschied in der Exprassion Phospho p53 zwisch®T Epi- (schwarze Balken)
und Ko Epi-Zellen (graue Balken) dargestellt, in 28 b zhisn WT Ing (schwarze Balken) ungO Ing
(graue Balken). Die Versuchsanzahl betrug N=harkiert statistisch signifikante Ergebnisse (B8), **
statistisch hochsignifikante Ergebnisse (p<0,001).

Des Weiteren wurde die Apoptoserate mittelELISA gemessen. Bereits in
undifferenzierten Zellen am Tag 0 zeigte sich, d#ls8 derKO Epi-Zellen im Vergleich
zu ihrem Wildtyp apoptotisch wurden. Andererseitarwn den KO Ing-Zellen im
Vergleich zu den Kontrollen deutlich erkennbar, dda&l % weniger Zellen den

programmierten Zelltod einleiteten (Abb. 29 a uSdo.
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Abbildung 29 a und 29 Detektion der apoptotischen Zellen ELISA): Die Abbildung demonstriert die
Anzahl der apoptotischen Zellen in Prozent am Tag® Differenzierungsprozesses. Die Graphik 29gt ze
die unterschiedliche Zahlen von toten ZellenWfT Epi-Zellen (schwarzer Balken) und KO Epi-Zellen
(grauer Balken). Die Abbildung 29 b vergleicht dipoptoserate inWT Ing (schwarzer Balken) und KO

Ing (grauer Balken). Die Versuchsanzahl war N=10kenhnzeichnet statistisch signifikante Ergebnisse
(p<0,05), ** statistisch hochsignifikante Ergebrigp<0,001).

Die Daten legen nahe, dass die Apoptose eine nimgglirsache fir das unterschiedliche
Differenzierungsverhalten der beiden Depots ise Pellen aus dem epididymalen Depot
zeigten eine gesteigerte Apoptoserate, wahren@usedem inguinalen Depot durch eine

abnehmende Apoptoserate auffielen.

3.3.5 Depotspezifische Inflammationsunterschiede imlen Adipozyten nach CB1-
RezeptorKnockout

Aus der Literatur ist bekannt, dass das viszeratgEwebe proinflammatorisch wirkt
(Kuk et al, 2006; Pouwet al, 2007; Hajeret al, 2008). Deshalb sollte untersucht werden,
ob durch den Funktionsverlust des CB1-Rezeptork dapotspezifische Unterschiede der
Inflammation nachgewiesen werden konnen. Drei soteedliche Inflammationsmarker

wurden auf RNA-Ebene analysieift6, mcp-lundtnf-a.
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Abbildung 30 a und 30 IRNA-Expression von Inflammationsmarkern: Gemessen wurde die Expression
vonil-6, mep-lundtnf-a am Tag 0 (Abb. 30 a) und Tag 3 (Abb. 30 b), bencmef den jeweiligefVT auf
100% (schwarzer Balken). DO Epi-Zellen sind fir jeden Inflammationsmarker dimkelgraue Balken
dargestellt, dieKO Ing-Zellen fur jeden Inflammationsmarker als hedlge Balken. Die Versuchsanzahl
betrug N=6. * markiert statistisch signifikante Ebgisse (p<0,05), ** statistisch hochsignifikante
Ergebnisse (p<0,001).

Am Tag 0 lasst sich in Abbildung 30 a eine hochifiikgnt gesteigerte Expression aller
Entziindungsmarker iKO Epi-Zellen im Vergleich zur Wildtypkontrolle erkeen. Il-6
stieg um 358 %mcp-1um 327 % undnf-a um 373 %. Auch am Tag 3 konnten diese
hochsignifikanten Daten bestétigt werden. Somit giae Zunahme von 156 % hi&b,
199 % beimcp-1und 192 % beitnf-a zu messen. Wiederum gegenlaufig waren die
Ergebnisse in Abbildung 30 b in den inguinalé®-Zellen: In diesen sank dig-6

Expression am Tag 0 um -61 %, diep-1Expression um -25 % und dief-a Expression
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um -32 %. Ebenso wie am Tag O waren auch die ertmwbeDaten am 3. Tag
hochsignifikant. Bei den inguinalednockoutZellen wurde eine Reduzierung déi6
Menge um 40 %, bei dencp-1Menge um 4 % und bénf-a Menge um 23 % gemessen
(Abb. 30 b).

Aus den Daten ergibt sich, dass nach CB1-Rezéfitockoutdie epididymalen Zellen die
Entzindungsmarker héher exprimieren, wahrend sigem inguinalen Zellen abnehmen.
Somit fuohrt die Rezeptorblockade insgesamt also euwner Hemmung der

inflammatorischen Antwort.

3.3.6 Depotspezifische Unterschiede auf den oxidaéh Metabolismus in CB1-
RezeptorKnockoutZellen

Da sich in den CB1-Rezeptor herunter reguliertelfededurchsiRNA bzw. Shorthairpin-
Transfektion deutliche Effekte auf den oxidativertibolismus zeigten, wurden auch in
den CB1l-RezeptaknockoutZellen die pgc-lo Expression, ucp-1 Expression, die
Mitochondrienanzahl und -biogenese und der Sadérstbrauch gemessen.

3.3.6.1 Depotspezifische Unterschiede der Expression von pgc-1a in Prdadipozyten und
Adipozyten nach CB1-Rezeptor-Knockout

Pgc-lo ist ein Marker, der vor allem in braunem Fettgesvedxprimiert wird. Bei

Zunahme der Expression in weilen Adipozyten kanheme Transdifferenzierung zu

einem braunen Fettzellphanotyp geschlossen werden.
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Abbildung 31 a und 31 BPgc-la Expression auf RNA-Ebene nach CB1-Rezeptdfnockout Dargestellt
ist diepgc-1o Expression auf RNA-Ebene am Tag 0 und am Tag 6Gill&WeEr Epi (schwarzer Balken) im
Vergleich zuKO Epi (grauer Balken)in Abbildung 31 a. In Abbilduf b wird die Expression vONT Ing
(schwarzer Balken) im Vergleich KO Ing (grauer Balken) dargestellt. Die Versuchsahbatrug N=6. *
markiert statistisch signifikante Ergebnisse (p&),6* statistisch hochsignifikante Ergebnisse (B3a1).

In epididymalerKO-Zellen ist die Expression vgmgc-1a im Vergleich zuWT Epi-Zellen
reduziert. Am Tag O sieht man eine Abnahme der &gon um 23,38 %, am Tag 6 um
63,62 %. Dabei ist das Ergebnis noch nicht an Tagpfdern erst an Tag 6 signifikant
(Abb. 31 a).

Wie die Abbildung 31 b zeigt, wird in den CB1-Retm#gKnockoutZellen pgc-la viel
starker exprimiert als in deWwT-Kontrollen. Sowohl am Tag 0 als auch am Tag @lisse
Zunahme hochsignifikant. Am Tag 0 handelt es sitheinen Zuwachs von 152,25 % und
am Tag 6 um 314,51 %.

3.3.6.2 Depotspezifische Unterschiede der Expression von ucp-1 auf RNA-Ebene in
Prdadipozyten und Adipozyten nach CB1-Rezeptor-Knockout

Bei der Messung voncp-1, einem weiteren braunen Fettgewebsmarker, ergdl dass
auch dieucp-1Expression in den epididymal&O-Zellen im Vergleich zu epididymalen
Wildtypzellen am Tag O nur minimal - um 6 % - undh alag 6 deutlicher und

hochsignifikant - um 56,69 % - gesunken war (Aldba3}.
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Abbildung 32 a und 32 RJcp-1 Expression auf RNA-Ebene nach CB1-Rezeptdfnockout lllustriert ist

die ucp-1Expression auf RNA-Ebene, ein Marker des braurstgéwebes. Die Expression wurde gemessen
am Tag 0 und Tag 6. In Abbildung 32M\T Epi im Vergleich zuKO Epi und in Abbildung 32 BT Ing im
Vergleich zuKO Ing. Die Versuchsanzahl betrug N=6. * kennzeichstatistisch signifikante Ergebnisse
(p<0,05), ** statistisch hochsignifikante Ergebrigp<0,001).

Wie auch beipgc-la ersichtlich, steigt in den inguinaleinockoutZellen die ucp-1
Expression. Im Laufe der Differenzierung zeigt sieine deutliche Zunahme der
Expression. In Praadipozyten steigerte sich dier&gon um 252,25 %, am 6. Tag -
wahrend des Differenzierungsprozesses - um 242 .8Bi&Daten waren hochsignifikant
in denKO Ing-Zellen im Vergleich zu deWT Ing-Kontrollzellen (Abb. 32 b).

3.3.6.3 Depotspezifische Unterschiede in der Mitochondrienanzahl und der
mitochondrialen Biogenese in Adipozyten nach CB1-Rezeptor-Knockout

Bevor die Mitochondrienanzahl bestimmt werden kammoiss zwischen der Anzahl der
lebenden und der toten Zellen differenziert werdBime Abbildung 33 a illustriert

exemplarisch eine Messung geféarbter Adipozyten.
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Abbildung 33, Tabelle 3 und 4vlessung der Mitochondrienanzahl mit Hilfe der FACS-Analyse:

Gemessen wurde die Mitochondrienanzahl mit Hilfs BACSGerates nach Farbung der Mitochondrien

mittels Mitotracker Green Dargestellt ist eine exemplarische Messung=&CSam Beispiel voiNT Epi-
Zellen (33 a). Die rot dargestellte Population Rdlitsdie lebenden Zellen dar. Die griine Populatitth
illustriert die toten Zellen bzw. den Zellschrddie Population 2 spiegelt die Anzahl der farbstaffhkierten

Mitochondrien wieder, die anhand d&$TC-Mean analysierbar sind. Dadurch konnte die Anzahl der

Mitochondrien gemessen werden (Tabelle b und @& .\@irsuchsanzahl betrug N=8.

Die Tabellen 3 und 4 demonstrieren unterschiedlFiIf€-MeanWerte. So zeigt die linke

Tabelle einen FITC-MeanWert der Population 2 - also der farbstoffmarlgart

Mitochondrien - von 376. In der rechten Tabelle rkanan einen deutlich gesteigerten

FITC-MeanWert von 690 ablesen, was flr eine gesteigert@diitndrienanzahl in den

KO Ing-Zellen im Vergleich zu deWT Ing-Zellen spricht.
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Abbildung 34 a und 34 bAnzahl der Mitochondrien in CB1-RezeptorKnockoutZellen nach FACS-
Analyse und Mitochondrienfarbung: Der Graph 34 a zeigt die Anzahl der MitochondiieKO Epi-Zellen
(grauer Balken) im Vergleich VT Epi-Zellen (schwarzer Balken). Die Abbildung 34lbstriert hingegen
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die Mitochondrienzahl vonVT Ing (schwarzer Balken) im Vergleich 200 Ing (grauer Balken). Die

Versuchsanzahl betrug N=10. * markiert statistissgnifikante Ergebnisse (p<0,05), ** statistisch

hochsignifikante Ergebnisse (p<0,001).

Durch FACSAnalysen und eine Farbung der Zellen rMitotracker Green einem

Mitochondrienfarbstoff, konnte die Zahl der Mitoclmien ermittelt werden. In den

epididymalenKO-Zellen wurde eine Reduzierung der Mitochondrienbhzen 20 %
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gemessen. Ahnlich wie in Abbildung 21 konnte in deguinalenKO-Zellen im Vergleich
zu inguinalen Kontrollzellen eine Zunahme der Mitondrienanzahl von 52 % iffACS
registriert werden. Nach CB1-Rezeptormodulationcdumurine KnockoutZellen war
dieser Effekt deutlich ausgepragter und hochsikguifi im Vergleich zum kurzfristigen

transienterkKnockdown

3.3.6.4 Depotspezifische Unterschiede von Expressionsmarkern der mitochondrialen
Biogenese nach CB1-Rezeptor-Knockout wdihrend der Adipogenese

Durch den in Tabelle 3 abgebildeten Vergleich werdlennbar, dass di€O Epi-Zellen

eine deutlich geringere Expression mitochondriMarker auf RNA-Ebene zeigen als die
Kontrollzellen, wahrend in deKO Ing-Zellen ein Anstieg diese Marker messbar war.
Diese Ergebnisse waren identisch mit den aud-d€&tSAnalyse gewonnenen Daten zur

Mitochondrienanzabhl.

Mitochondriale Marker nrf-1 tfam

Tag der Differenzierung Tag 3 Tag 6 Tag 3 Tag 6
Epididymal WT vs. KO 13% 17 % 124% 111%
Inguinal WT vs. KO 179 % 1162% | 1104% | 1194%

Tabelle 3:Darstellung der Expressionslevel der Mitochondrienrarker nrf-1 und tfam auf RNA-Ebene
nach CB1-RezeptorKnockout Gemessen wurden die Expressionslevel ndrl und tfam - Regulatoren
der mitochondrialen Biogenese - am Tag 0, Tag 3Tagi6 wahrend der Differenzierung. Die obere $palt
bildet jeweils die Daten des VergleichsT Epi zuKO Epi ab. Im Gegensatz dazu illustriert die untqralte
die Kontraste zwischen der Expression WAMT Ing zu KO Ing. Die Versuchsanzahl betrug N=6. *
kennzeichnet statistisch signifikante Ergebnisse0(@5), ** statistisch hochsignifikante Ergebnisse

(p<0,001).

Am Tag 3 ist eine Steigerung dexrf-1 Expression von 79 % iKO Ing im Vergleich zu

WT Ing-Zellen, am Tag 6 eine Zunahme von 162 % mes§ha Tabelle bildet auch die
Expressionszunahme véiam ab. Am Tag 3 wurde in defO Ing-Zellen ein prozentualer
Anstieg von 104 % und am Tag 6 von 194 % gemesEah. (3). Im Vergleich zu den
jeweiligen Kontrollen ist erkennbar, dass diKO Epi-Zellen keine signifikante

Veranderung der Expressionslevel beider mitochafetriMarker auf RNA-Ebene im
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Sauerstoffverbrauch (% viwvT)

Vergleich zu epididymalelVT-Kontrollen haben, aber eine deutlich niedrigeeedadéKO
Ing-Zellen.

3.3.6.5 Depotspezifische Unterschiede im Sauerstoffverbrauch von Prdadipozyten und
Adipozyten nach CB1-Rezeptor-Knockout

Der Sauerstoffverbrauch ist ein Indikator der niimedrialen Biogenese. Ein gesteigerter
Sauerstoffverbrauch wirde fir einen gesteigertedativen Metabolismus sprechen und

damit weitere Hinweise fur eine Transdifferenziegywo einem braunen Fettzellph&notyp

liefern.
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Abbildung 35 a und 35 IBauerstoffverbrauchsmessung mit Hilfe de®©xygraphennach CB1-Rezeptor-
Knockout Die Rate des Sauerstoffverbrauches wurde am TagddTag 6 wahrend der Adipogenese
gemessen. Abbildung 35 a zelT Epi-Zellen (schwarze Balken) im Vergleich K Epi-Zellen (graue
Balken). Und Abbildung 35 b stellt den unterschigttn Sauerstoffverbrauch voMT Ing-Zellen (schwarze
Balken) im Vergleich zuKO Ing-Zellen (graue Balken) dar. Die Versuchsanzhbtrug N=12. *
kennzeichnet statistisch signifikante Ergebniss®(@5), ** statistisch hochsignifikante (p<0,001).

In epididymalerKO-Zellen nimmt der Sauerstoffverbrauch im Vergleichepididymalen
WT-Zellen deutlich ab. Am Tag O konnte eine hochdigante Reduktion des
Sauerstoffverbrauches von 30 % und am Tag 6 eirghsignifikante Abnahme des
Sauerstoffverbrauches von 27 % gemessen werden @5bh). Andererseits kommt es in
den inguinalenKO-Zellen zu einer ausgepragten und hochsignifikardanahme des
Sauerstoffverbrauches. So war am Tag 0 ein Anstieg83 % und am Tag 6 sogar von
92 % messbar (Abb. 35 b).

Die Versuche zum oxidativen Metabolismus ergabassa&in CB1-Rezeptétnockoutzu
depotspezifischen Unterschieden fuhrt. Fir die idpidalen KO-Zellen war eine
niedrigere Expression v@ygc-1la unducp-1, eine Abnahme der Mitochondrienanzahl und

—funktion und ein reduzierter Sauerstoffverbraulchrakteristisch. Andererseits kam es in
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den inguinalerKO-Zellen zu einer deutlichen Zunahme des oxidativestaidolismus mit
einer gesteigertepgc-1a und ucpl Expression, einer Erhéhung der Mitochondrienzahl
und -funktion und einer Zunahme des Sauerstoffeertites. Hier konnte erstmals gezeigt
werden, dass ein CB1-Rezepttmockoutin Fettzellen in depotspezifischen Unterschieden
mindet und Zellen aus dem subkutanen Depot zu eibeaunen Fettzellphanotyp

transdifferenzieren.
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4. Diskussion

4.1 Methodenetablierung:siRNA-Transfektion in Praadipozyten und Adipozyten

In der Literatur gibt es eine weitgehende Uber@msiung dariiber, dass ausdifferenzierte
Adipozyten sehr schwierig zu transfizieren sind, sbesondere, wenn man
Lipofektionsreagenzien verwendet (Kilr@y al, 2009). Jianget al. haben nachgewiesen,
dass die Transfektion vosiRNA mit Lipofektionsreagenzien bei 3T3-L1 Praadiponyte
gut funktioniert, jedoch nur sehr geringaockdownErfolge in 3T3-L1 Adipozyten erzielt
werden (Jianget al, 2003). Zu &hnlichen Ergebnissen kamen auch aohsiRNA
Transfektion durch Lipofektionsreagenzien. Ein mafenstellendeKnockdowngelang in
Praadipozyten, jedoch nicht in Adipozyten. Dabeil#rsich folgendes Hauptproblem: Je
ausdifferenzierter die Fettzellen sind, desto schwkann die Transfektionsreagenz die
Lipidvakuolen durchdringen. Kilrogt al bestatigen, dass Adipozyten quasi refraktar zu
Lipid-basierter Transfektion sind (Kilrast al, 2009).

Aus dieser Erkenntnis folgte der Versuch, reife pdiyten mittels Elektroporation und
Lipofektionsreagenzien Qucleofectof) zu transfizieren. Durch dieses Verfahren konnten
wir erfolgreiche KnockdownRaten (>80 %) deMAP-Kinaseund des CB1-Rezeptors
erzielen. Hier stimmen unsere Daten weitgehend md#nen von anderen
Forschungsgruppen Uberein, die ebenfalls si@gNATransfektion in Adipozyten durch
Elektroporation oder durch Vektor-mediierte Traksfen erreichten (Liacet al, 2006;
Welshet al, 2007; Duet al, 2008; Hashimotet al, 2009; Kilroyet al, 2009; Cypess und
Kahn, 2010).

Eine weitgehende Ubereinstimmung gab es auch beDdeer desKnockdowns Die
Transfektion der Adipozyten am 2. Tag nach Induktielt Gber einen Zeitraum von 96 h
an. Andere Studien sind ebenfalls zu einem erfalges Knockdownvon 5 bis 6 Tagen
gekommen (Echeveret al, 2006). In unseren Untersuchungen war KirmckdowRate
nach 48 h am hochsten und entsprach damit den lsgein von Kilroyet al und Puriet
al. (Puriet al, 2007; Kilroyet al., 2009).

Allerdings kann diesiRNATransfektion einen gravierenden Nachteil habeme ébxische
Wirkung auf die Zelle. Wie in unseren Experimeng@zeigt werden konnte, wurden das
Wachstumsverhalten und die Funktionen der Fettzellech die Elektroporation und die
Lipofektionsreagenzien nicht beeintrachtigt. Generell verursachen holeRNA
Konzentrationen eine gesteigerte Toxizitdt und esignifikante Alteration in der
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Zellphysiologie (Echeverri und Perrimon, 2006). (egensatz dazu wurde in unseren
Experimenten eine niedrigere Konzentrations#RNA (200 pmol) eingesetzt - und zwar
eine hundertfach niedrigere Konzentration im Vedjiezu anderen Forschungsgruppen
(Jiang et al, 2003; Puriet al., 2007). Damit wurde die Wahrscheinlichkeit einer

Interferonantwort und weiterer zellularer Toxizé#tdeutlich reduziert.

Diese Erkenntnis wurde durch eine Negativkontrdberambled, die fur die grobe
Evaluierung von unerwiinschten Nebenwirkungeoff(targets effecty erforderlich ist,
bestatigt (Echeverri und Perrimon, 2006). Als zzigdte Kontrolle wurden Zellen
mitgefuhrt, die nicht mit Elektroporation behandettd auch nicht misiRNAtransfiziert
wurden, um makroskopische und mikroskopische Zsfiden so weit wie mdglich
auszuschliel3en. Ausgepragte Zellschaden konntesi dadit festgestellt werdeirhartet
wird dieser Befund durch die &quivalenten Ergelmisise wir in den Fettzelllinien nach
CB1-RezeptoKnockout auf die Differenzierung und die Adipozytenbiolegiachweisen

konnten.

Durch Transfektion vorsiRNAIist ein transienteKnockdownmdglich (héchstens bis zu
120 h nach der Transfektion). Dieses Modell imitigermutlich am ehesten eine
kurzfristige Wirkung der Rezeptorregulation, ahnlizvie durch eine medikamenttse
Blockade mit Rimonabant. Wahrscheinlich werden dudie Einnahme von 20 mg
Rimonabant (Acomplia ®) ebenfalls nicht alle Repepih chronisch und hundertprozentig
blockiert. Fazit: Die Kkurzfristige Herunterregutati des Rezeptors durcBiRNA-

Transfektion erweist sich als ein vielversprechentetersuchungsmodell zur Analyse

von peripheren Effekten im Fettgewebe.

Um einen langerfristigenKnockdown des CB1-Rezeptors zu erzielen, wurden
ShorthairpinRNA in die Zelle eingeschleust, die dort ins Gerntagriert werden. Dieses
Modell entspricht damit eher einer chronischen,géifristigen Blockade des CB1-

Rezeptors.

4.2 CB1-RezeptorKnockdown im inguinalen Fettgewebe durch siRNA- und
Shorthairpin-RNA-Transfektion

In den inguinalen Adipozyten, dessen CB1-Rezeptorfkistig durchsiRNA herunter

reguliert war, konnte kein Differenzierungsunteiedim Vergleich zu den Kontrollzellen
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ermittelt werden - weder morphologisch noch denséisch. Allerdings konnte durch
den langerfristigerKnockdownmittels Shorthairpir-RNATransfektion bereits ein Trend
zu einem Differenzierungsvorteil in den inguinaletellen im Vergleich zu den
Kontrollzellen gezeigt werden, der allerdings nidignifikant war. Interessanterweise
zeigen Ravinet Trillowet al, dass Mause, die keinen CB1-Rezeptor exprimiesewphl
bei der Geburt als auch wéhrend des gesamten Letaribch dinner waren als ihre
Kontrollgruppe. Sogar unter hochkalorischer K@sgh fat diet)zeigten die Tiere keine
ausgepragte Fettzunahme (Ravinet Trilleu al, 2004). Diese Daten &hneln unseren
Ergebnissen nach CB1-Rezeptormodulation duketockoutMause. Aufgrund dieser
Daten ist zu vermuten, dass es bei Tieren, beirddee CB1-Rezeptor herunter reguliert
bzw. blockiert wurde, moglicherweise sogar zu eidemmung der Differenzierung oder
einer Hypoplasie des Fettgewebes kommt. Zu beadbteallerdings, dass es sich um
unterschiedliche Untersuchungsmodelle handelt: fithin der vorliegenden Arbeit in-
vitro-Experimente einer transienten CB1-Rezeptormodulatvdhrend der Adipogenese
durchgefuhrt wurden, handelt es sich bei Ravineflolr et al. um invivo-Studien in

KnockoutMausen und somit um eine komplette und langfrisBgaregulation.

Nach einer CB1-Rezeptorherunterregulation dursiRNATransfektion oder sh
Transfektion konnten wir eine Zunahme der Expression braunen Fettgewebsmarkern
messen. Des Weiteren zeigte sich eine gesteigattehundriale Biogenese mit einer
hoheren Zahl an Mitochondrien, mitochondrialen Mark und einem erhéhtem
Sauerstoffverbrauch. All dies sind Hinweise aufeeirProzess der Transdifferenzierung
von einem weil3en zu einem braunen Fettzellph&nddgse Erkenntnisse stimmen mit
den Daten aus der Literatur tGberein. So konntereJamkt al. ebenfalls zeigen, dass eine
CB1-Rezeptormodulation dur¢tnockoutim Fettgewebe zu einer negativen Energiebilanz
durch verstarkte Energieabgabe fuhrt (Tedescal, 2008). Nach Blockade des CB1-
Rezeptors kommt es zu einer vermehrten Bildung Alktivitat von Mitochondrien und
einem erhohten Sauerstoffverbrauch. Braune Fatiaekler wurden hoéher exprimiert
(Tiraby und Langin, 2003; Tirabgt al, 2003; Roha®t al, 2007). Dies sind Indizien fur
eine gesteigerte Thermogeneseaktivitat (@iwal, 2005), wie auch unsere Daten zeigen.
Auch dieser Befund weist auf eine Konversion vonld@a Adipozyten zu einem braunen
Fettzellphanotyp hin. Metabolisch und kardiovaskuldre dies von Vorteil und eine
maogliche Erklarung fir die positiven Effekte, diéllwend einer Rimonabantbehandlung

bei Nagetieren und Menschen auftreten.
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Wissenschaftlich ungeklart ist bisher, ob der Pseze&ler Transdifferenzierung im
Fettgewebe durch Funktionsverlust des CB1-Rezeptoeshaupt moglich ist und wie der
Prozess gegebenenfalls ablauft.

Bei den transdifferenzierten Zellen handelt es sich ehemals weil3e Fettzellen mit
braunen Fettzellcharakteristika. Die Arbeitsgruppe Petrovic bezeichnen diesen Typ als
.brite adipocytes” - also zwischen braun und weil3 (Petrovic N, 2010ymuglich lassen

sich die Zellen aus dem subkutanen Depot nach Funskterlust des CB1-Rezeptors auch

als,brite adipocytes”beschreiben.

Dass eine Transdifferenzierung im Fettgewebe mibglist, haben auch andere
Arbeitsgruppen nach Blockierung anderer Rezepttastigestellt. Sie haben unter anderem
nachgewiesen, dass die Medikamentengruppe Thiazdiwhe ppary-Agonisten) zu einer
gesteigerten Mitochondrienzahl und einer Verandgraer Christae-Struktur in den
Mitochondrien flhrt, es zu einer gesteigerten Akdivder Cytochrom-C-Oxidase kommt

und braune Fettgewebsmarker hochreguliert werdels@¢W/Fritchet al, 2003).

Ein weiterer medikamentdser Ansatz, der ebenfas loraune Fettgewebe zu aktivieren
scheint, ist  Sibutramin. Der zentral wirkende  Semot-Noradrenalin-
Wiederaufnahmeinhibitor fiihrte in einer S&augetieds zu einem signifikanten
Gewichtsverlust und aktivierte in den Saugetieras loraune Fettgewebe (Giordagtal,
2002). Allerdings stellt sich bei der Studie dieadg&, ob es sich wirklich um eine
Transdifferenzierung handelt oder lediglich um didivierung des bereits bestehenden

braunen Fettgewebes.

4.3 Depotspezifische Unterschiede im Fettgewebe ha€B1-Rezeptormodulation
mittels CB1-RezeptorKnockoutMausen

Es gibt bisher nur eine Studie zu depotspezifisddaterschieden nach CB1-Rezeptor-
Knockout Jourdanet al haben Mause nach 19-wdchigeigh-sucrose high-fat diet
(HSHP und anschlielender sechswdchiger Rimonabantileeraptersucht. Sie haben
herausgefunden, dass durelsHF Diat einige Gene, die im viszeralen Fett expritier
werden und dadurch die Fettaufnahme, Lipolyse, [Bl&wn und Lipogenese

beeinflussen, hochreguliert werden. Zusatzlich word-ettmasse, Insulinspiegel und
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Lebertriglyceride reduziert. Der Grad der Lebergtting in diat-induzierten adipésen

Mausen war ebenfalls ricklaufig (Jourdsgtral, 2010).

Aufgrund der in dieser Arbeit neu generierten Fedlinien war es madglich,
depotspezifische Unterschiede durch einen CB1-Rerz&mockout in
Zellkulturexperimenten zu untersuchen. Da die CRERrdptorKnockoutMause weder
pranatal noch wahrend der gesamtem Lebenszeit €@mBdnRezeptor besitzen, kdnnen
- im Gegensatz zur kurzfristigen bzw. spateren BRezblockade durchsiRNA und
ShorthairpinTransfektion - auch Effekte einer langfristigen und frihen CB1-

Rezeptormodulation in Fettzellen evaluiert werden.

Mit dieser neuen Methode gelang es, depotspezéitbiierschiede zu analysieren. Unsere
Versuche ergaben, dass sich isolierte viszeralezdhen aus CBl-Rezept#trockout
Mausen schlechter differenzieren als die Wildtygkaten. Ein UbermaR an viszeraler
Fettmasse geht meist mit metabolischen und kardiaaren Komplikationen einher.
Interessanterweise zeigten inguinal (subkutan) geeoe Adipozyten von CB1-Rezeptor-
KnockoutMausen einen deutlichen Differenzierungsvorteilegeder den Wildtypzellen.
Aus Humanstudien ist bekannt, dass das subkutatheriEbt mit einem erhohten Risiko
von metabolischen Komplikationen assoziiert zu seioheint und bei hohen
Triglyceridspieglen sogar protektiv wirken kann (o et al, 2009). Bestatigt werden
konnten die Ergebnisse zur Differenzierung durch e diMessung von

Differenzierungsmarkern in unseren Fettzelllinien.

Unklar ist bisher, wie es zu diesen depotspeziéaciifferenzierungsunterschieden
kommt. Jourdaret al. haben bisher als einzige eine Erklarung gewagfgrdmad lhrer
Erkenntnis, dass durch die Gabe eines CBl-Antagonislie Expressionslevel der
lipogenetischen Gene normalisiert werden, stebierdie Hypothese auf, dass es zu einer
Akkumulation von intrazellularen Lipiddroplets korem kdnnte. Durch diese begrenzte
Akkumulation wird die viszerale Fettmasse reduzieAulRerdem berichtet die
Forschergruppe von einer gesteigenp@ary-Expression im subkutanen Fett im Vergleich
zu den Kontrolltieren und mutmalfit eine Aktivierudgr Adipozytendifferenzierung
(Jourdan et al, 2010). Durch die Aktivierung des braunen Fettdesge bzw. die
Transdifferenzierung konnte man spekulieren, dddepe Fettgewebsansammlungen

durch gesteigerte 3-Oxidation und gesteigerte Thgemese reduziert werden.
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In den durchgefihrten Experimenten haben wir &haliEffekte beobachtet, der
Auspragungsgrad war jedoch abhangig von der ArtGit-Rezeptormodulation. In den
CB1-Rezeptoknockouttinien waren die Differenzierungsunterschiede digant
nachweisbar. In den Zellen nach ShorthairpirTransfektion waren
Differenzierungsunterschiede messbar, jedoch rsgnifikant und in den Zellen durch
einen Rezeptoknockdowsmittels siRNATransfektion gar nicht nachweisbar. Das lasst
drauf schlieBen, dass der Einfluss auf die Differemung schon in der frihen
Proliferationsphase und nicht erst wahrend der égimese stattfindet. So scheint eine
kurzfristige oder Teilblockierung nicht auszureicheum Differenzierungseffekte

hervorzurufen.

Depotspezifische Unterschiede nach Blockade andReeeptoren im Fettgewebe wurden
bereits von anderen Forschungsgruppen beschriebplante, Festucciat al. entdeckten,
dass die Medikamentengruppe Thiazolidindione Lipidgerungen im subkutanen Fett
beglnstigt, wahrend die viszerale Fettmasse gleieibt bzw. leicht reduziert wird
(Laplanteet al, 2006; Festucciat al, 2009). Die Umwandlung von lipolytischem Fett zu
eher anabolisch subkutanen Fett soll nach Ihrererifithissen ein wichtiger Teil des
insulinsensitisierenden Effektes von Thiazolidint#a @pary-Agonisten) im Menschen
sein (Laplanteet al, 2006). So sollen Thiazolidindione die Differenmieg von humanen
Praadipozyten aus subkutanem, aber nicht viszeratttrinduzieren (Adamst al, 1997;
Sewteret al, 2002). Sie haben somit ahnliche Effekte entdesie¢ sie hier durch CB1-
RezeptorkKnockoutgezeigt werden konnten. Eine medikamenttse Thelegnn somit zu
depotspezifischen Effekten und sogar Fettredigiobufihren, die den Energieverbrauch

positiv und die Lipideinlagerung negativ beeinfeis&onnen (Kang JG, 2010).

Bestatigt werden die hier gewonnenen Ergebnissie duich eine Studie zur Wirkung und
Behandlung mit dem Hormon Dehydroepiandosteron (BHESie stellte ebenfalls
unterschiedliche Effekte in inguinalen und viszemnaFettdepots fest (Riaet al, 2010).
Der normale Differenzierungsprozess der subkutdréadipozyten war unbeeinflusst bis
minimal gesteigert, und die omentalen Préaadipozyegten ein Differenzierungsdefizit
(Riceet al, 2010).

Kelly et al. konnten sogar in einer Humanstudie zeigen, dassTgoglitazonbehandlung
zur Reduktion der viszeralen Fettmasse im Menschidnt (Kelly et al, 1999).
Moglicherweise konnte also auch durch CB1-Rezepiokierung mittels Rimonabant

eine Abnahme der viszeralen Fettmasse und dadunciG@wichtsverlust und positive
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metabolische Effekte erreicht werden. Andere Mediéate wie Thiazolidindione und

Hormone wie DHEA verursachen also ahnliche Differerungsunterschiede wie eine
CB1-Rezeptorblockierung: auf der einen Seite eiaduRierung der viszeralen Fettmasse,
auf der anderen eine Forderung der Lipidablagenomgsubkutanem Fettgewebe. Die

genauen Mechanismen bleiben bis heute allerdinggeteend ungeklart.

Die experimentell gewonnenen Erkenntnisse helfem, wie Ergebnisse von klinischen
Rimonabant-Studien (RIO) nachzuvollziehen. Mehrere Arbeitsgruppen haben
herausgefunden, dass eine CB1-Rezeptormodulatekaitdiovaskuldren Risikofaktoren
verbessert und die Fettmasse, die Glukosetoleradie Dyslipidamien und
Entzindungsmarker verringert (Desprsal, 2005; Van Gaakt al, 2005; Rosenson,
2009). Eine mogliche Erklarung fur die metaboligobsitiven Wirkungen bei den mit
Rimonabant behandelten Patienten sind die periphand depotspezifischen Effekte, die
in unseren CB1l-Rezept#thockoutZelllinien nachgewiesen werden konnten. In
klinischen Studien haben Patienten v.a. viszer&lett verloren, was man an einem
verminderterwaist to hip ratioablesen konnte (Despresal, 2005; Van Gaadt al, 2005;
Pi-Sunyer, 2006; Scheest al, 2006). Ein viszerales Differenzierungsdefizinkte bei
unseren Untersuchungen der Fettzelllinien ebenfgmessen werden. Eine Ursache des
Differenzierungsdefizits im viszeralen Fettgeweldarke in der Induktion der Apoptose

bzw. in der Schadigung der DNA-Synthese liegen.

Mit den hier erzielten Ergebnissen konnte erstma@dsnonstriert werden, dass es
depotspezifische Unterschiede im Apoptoseverhditem. der DNA-Synthese in Zellen
gibt, die von CB1-RezeptdtnhockoutMausen isoliert wurden. Eine erhdhte Schadigung
der DNA-Synthese (Phosphorylierung von p53) une gjasteigerte Apoptoserate waren
in den Fettzellen aus dem epididymalen Depot messtalenborget al. fanden heraus,
dass p53 die Adipogenese inhibiert. Sie vermutass @53 in der Aufrechterhaltung der
Fettzellfunktion beteiligt ist (Hallenborgt al, 2009) und stellen somit eine mdgliche
Erklarung fir das Differenzierungsdefizit und diestgigerte Apoptoserate in den

epididymalerKO-Zellen im Vergleich zur Wildtypkontrolle dar.

Weitere depotspezifische Unterschiede in der Adimormantwort auf lipolytische und
lipogene Stimuli und auf die Adipozytenapoptosedmbhuch andere Forschungsgruppen
festgestellt (Niesleet al, 1998; Rayalanet al, 2008). Niesleret al kamen zu dem
Ergebnis, dass humane omentale Praadipozyten kensbf apoptotische Stimuli

reagieren als subkutane Praadipozyten (Niesfeal, 1998). Einige andere Substanzen
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haben ebenfalls die Eigenschaft, die Adipogeneseinnibieren und Apoptose zu
induzieren. Eine Substanz ist zum Beispiel das &asnol (Inhaltsstoff des Rotweins). Es
induziert die Apoptose und inhibiert die Zellviatiit und die Adipogenese in 3T3-L1
Zelllinien (Rayalamet al, 2008). Daraus konnte auch ein Ansatz fir die dpier der
Adipositas entstehen. In der Literatur werden nettfige weitere Substanzen erwahnt,
zum Beispiel Ajoene (ein Knoblauchextrakt), Gugtgrsne, Withaferin A und Chlorella
methanol. Sie alle reduzieren die Lipidakkumulatidie Adipogenese und erhdhen die
Zahl der apoptotischen Zellen (Pagkal, 2008; Yanget al, 2008; Ambatiet al, 2009;
Chon et al, 2009). lhre Erkenntnisse sind mit den hier gaevemen Befunden bei den

epididiymalenKO-Zellen vergleichbar.

Im Gegensatz dazu waren in dE®-Zellen deringuinalen Depots eine Induktion der
Proliferation und eine Inhibierung der ApoptosetZastellen. Denselben Mechanismus
haben Qiwet al. beobachtettyrm 1 fordert die Proliferation und inhibiert die Apop®in
den Praadipozyten (Qet al, 2009).

Es gibt bisher nur wenige Untersuchungen im Beretdr Inflammation, die
depotspezifische Unterschiede beleuchten. DurchDg®funktion des viszeralen Fettes
kommt es zur Hypersekretion von proatherogenen,infmomatorischen und
prodiabetischen Adipozytokinen, die die protekti&kdiponektinproduktion vermindern
(Hajeret al, 2008). In dieser Untersuchung konnte erstmalsotsinert werden, dass es
in Fettzellen von CB1l-Rezept&mockoutMausen depotspezifische Unterschiede in der
Expression von Inflammationsmarkern gibt. In visgen humanen Fettzellen war im
Vergleich zu Zellen aus subkutanen Depots eine lideuerhthte Leukozytenzahl,
gesteigerte Makrophagenanzahl, eine erhohte Zamlnatlrlichen Killerzellen und ein
deutlich proinflammatorisches Zytokinprofil messif@Rourkeet al, 2009). In den hier
durchgefuhrten Versuchen konnte ebenfalls gezeggtlen, dass Entzindungsmarker wie
tnf-a, iI-6 und mcp-1 deutlich hoher in viszeraleKnockoutZellen als in subkutanen
Zellen exprimiert wurden. Ein Erklarungsansatz kéntie gesteigerte Apoptoserate sein.
Moglicherweise qilt: Je mehr Apoptose, desto mehrtzé&ndungsmarker werden

freigesetzt.

Im Gegensatz dazu wurde eine reduzierte Expresdiemn Inflammationsmarker in
inguinalen KnockoutZellen im Vergleich zu inguinalen Wildtypzellen aRNA-Ebene
gemessen, obwohl vorher ein Differenzierungsdefestzustellen war. Es kdnnte aber

auch sein, dass grundsatzlich weniger Inflammati@mker aus dem subkutanen Gewebe
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ausgeschiuttet werden. Das wirde allerdings nigtéren, warum in deKnockoutZellen
sogar weniger Entzindungsmarker exprimiert werdenmaden Wildtypkontrollen. Ein
Ansatzpunkt konnte das Depot selbst sein: Hier t@mndeutlich weniger Zellen
apoptotisch werden und dadurch weniger Entzinduagen freigesetzt werden. Dies
sind derzeit allerdings nicht mehr als Arbeitshyyesen, die experimentell genauer

beleuchtet werden mussten.

Klinische Studien von mit Rimonabant behandelteip@en Probanden haben positive
Effekte auf den Glukosestoffwechsel festgestelle Msulinsensitivitdt wurde verbessert
und teilweise konnte sogar der Prozess einer des@ukosetoleranz revidiert werden.
Auch wir konnten in den vorliegenden Experimentee gesteigerte Glukoseaufnahme in
den inguinalen Depots der CB1-RezefmmckoutZellen sowie eine verstarkiglut 4
Expression nachweisen. Die Glukoseaufnahme wirBettgewebe durcylut 4 vermittelt.
glut 4 kann als Antwort auf eine Insulinstimulation vonyt@sol in die Membran
dislozieren (Abelet al, 2001). Unsere Daten weisen darauf hin, dasszdashmende
subkutane Fett nach CB1-Rezepkareckoutinsulinsensitiver wird und das dadurch der
Glukosestoffwechsel des Patienten positiv beeisflugerden kann. Zu dem gleichen
Schluss waren klinische StudieRIQ) nach Testreihen mit Rimonabant behandelten
Patienten gekommen (Despegsal, 2005; Van Gaatt al, 2005; Pi-Sunyer, 2006; Scheen
et al, 2006). Uberschiissiges viszerales Fett, das algptierantwortlicher fur die
Insulinresistenz gilt, wird durch eine Blockade d&81-Rezeptors reduziert. Auch diese
Aussagen sind mit den vorgestellten ErgebnisserHypdthsen sehr gut vereinbar. In den
hier gezeigten Experimenten fanden wir ebenfallssr mine minimal geringere
Glukoseaufnahme in deWT Epi-Zellen im Vergleich zu deKO Epi-Zellen. Vor allem
durch das entstandene Differenzierungsdefizit dezevalen Fettgewebes und die bessere
Insulinsensitivitdt und Glukoseaufnahme ins subkeit&ettgewebe kann sich eventuell
klinisch die Insulinresistenz verbessern und sioglnherweise langfristig auch eine

vorher entstandene gestdrte Glukosetoleranz zuildekb

Bekannt ist, dass die CB1-Rezeptormodulation zuereiarhdohten mitochondrialen
Biogenese fuhrt und den oxidativen Metabolismusgste wie wir es bereits durch
shRNA-undsiRNATransfektion darlegen konnten. Depotspezifischeeldehiede wurden
dabei aber bisher nicht bertcksichtigt (Tedestal, 2008; Perwitzt al, 2010). In der
vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werdass subkutanes und viszerales Fett

unterschiedlich auf einen CB1-Rezeptorverlust a@gi. Marker, die Ublicherweise vor
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allem im braunen Fettgewebe exprimiert werden, mge-lo und ucp-1 waren in den
inguinalenKO-Zellen im Vergleich zu Wildtypkontrollzellen staknd hochsignifikant
erhoht. Zuséatzlich konnte die Hypothese der Trdfesdnzierung mit einem vermehrten
Sauerstoffverbrauch und einer gesteigerten mitadh@len Biogenese untermauert

werden. Ebenso waren die mitochondrialen Markertfaim undnrf-1 starker exprimiert.

Braune Fettzellen entstehen in weil3en Fettdepatstramsgenen Mausmodellen und sind
mit einem schlanken Phanotyp assoziiert (Cederbiead, 2001; Tsukiyama-Koharet al,
2001). Romanattet al. zeigten Uberzeugend, dasdr-1 KO-Mause durch eine deutlich
gesteigerte Thermogenese vor diat-induzierter diettjkeit geschitzt sind (Romanatb
al., 2009). Langin geht noch einen Schritt weiter: VW@sMausmodellen méglich ist,
passiere auch in humanen Fettzellen. Reife aduti®@evAdipozyten kdnnen in braune
Fettzellen konvertieren und sich zu einem metablolektiven braunen Fettzellphanotyp
umwandeln (Langin, 2010).

Ist dieser Wechsel zwischen den Depots Uberhaugtich® Um zu untersuchen, ob ein
metabolischer Wechsel von einem weil3en humanenusadn Adipozyten zu einem
braunen induzierbar ist, wurden Zellen in einerd&won Larrouyet al. mit einempgc-lo
exprimierende Adenovirus transfiziert. Die Expressides Koaktivators induzierte
wiederum die Expression vomcp-1 Atmungskettenproteinen, Fettsaureoxidations-
enzymen und weiteren braunen Markern (Larreugl, 1999; Tirabyet al, 2003). Die aus
der Literatur bekannten Daten einer moglichen Tddfesenzierung und gesteigerten
Thermogenese stimmen mit den hier erhobenen Daieritr. Dieser metabolisch positive
Effekt, den wir in Mausadipozyten zeigen konntéisst sich somit sehr wahrscheinlich auf
den Menschen Ubertragen und koénnte moglicherweige Wirkung durch eine
Rimonabantbehandlung erkléren.

Ahnlich unseren Erkenntnissen weisen Tedestcal daraufhin, dass durch Behandlung
mit Rimonabant (SR 141716) der mitochondriale DN@R@It steigt und erhbhte mRNA-
Spiegel von Genen, die in der mitochondrialen Bnage beteiligt sind, gemessen werden
konnen (Tedescet al, 2008). Hochkalorisch-gefutterte-Wildtypmaus¢-D)zeigten in
der Studie eine reduzierte mitochondriale Biogen&seGegensatz dazu normalisierten
sich bei CB1l-RezeptdfnockoutMausen, ebenso wie nach einer chronischen
Rimonabantbehandlung, die Parameter wie in Wildgpsen untestandard chow diet
Die behandelten Tiere waren vor eindFD induzierten Fettakkumulation geschitzt

(Tedescoet al, 2008). Auch bei den hier untersuchten CB1l-RexefmhockoutMausen
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erhohten sich die Expressionslevel von drei wigitigMarkern der mitochondrialen
Biogenesefgc-lo, nrfl, tfan). Tedesceet al. differenzieren allerdings nicht zwischen den
Fettgewebsdepots, sondern sprechen von weil3enmetvetdg generell. Unsere Ergebnisse
belegen auch eine gesteigerte Aktivierung der rhdadrialen Biogenese, vor allem im

subkutanen Fettgewebe.

Mit den neuen Erkenntnissen der CB1-Rezeptormadul#isst sich an die Ergebnisse der
Endocannabinoidforschung der siebziger Jahre ar&niamals wurden durch die
Stimulation des Rezeptors folgende Effekte erzi€lannabinoide oder auch 9-
Tetrahydrocannabinol hemmten die Atmungsketteneezym Gehirn, in der Leber,
Skelettmuskel und Herz und senkten bei SaugetearSauerstoffverbrauch (Chea al,
1975; Pertwee und Tavendale, 1977). Die durch Bldekausgeltsten unterschiedlichen
Effekte bekréaftigen die Hypothese, dass eine CBAeR®rmodulation zum gegenteiligen
Effekt fuhrt und die mitochondriale Biogenese aralt.

Ahnlich den hier gezeigten depotspezifischen Untdesien in der Transdifferenzierung
beschreibt die Literatur eine solche Wirkung auakcd Thiazolidindione (Laplantet al,
2006).

Die Frage, ob die experimentell gefundenen Erkassenzur Transdifferenzierung und zu
depotspezifischen Unterschieden die Wirkweise vamdRabant erklaren kénnen, muss
noch unbeantwortet bleiben. Allerdings spricht \dafir, dass die metabolisch positiven
Effekte der klinischen Studien durch unsere expent®ll gewonnenen Erkenntnisse

plausibel erlautert werden kénnen.

Es scheint also ein vielversprechender Mechanisgers Prozess der Transdifferenzierung
therapeutisch bei der Behandlung der Adipositasutzen. Vernochett al. regen deshalb
an, therapeutische Strategien zu entwickeln, dienerseits den braunen
Fettgewebsphanotyp in weiRen Adipozyten vermehaadererseits die Sekretion stress—
abhéangiger Zytokine vom viszeralen Fett reduzie(®fernochetet al, 2009). Ein
maoglicher therapeutischer Ansatz ware die peripharel somit selektive CB1-

Rezeptormodulation im Fettgewebe.

Man muss jedoch bei allen erhobenen Daten die feiftaerungsunterschiede
beriicksichtigen - bei der Auswertung depotspeziBsdJnterschiede und vor allem bei

den Expressionen verschiedener Marker auf RNA-Ebédetirlich produziert eine
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Fettzelle, die besser differenziert, hohere Mengen Differenzierungsmarkern und
Adipozytokinen. Aber die starken Effekte und dieafischen braunen Fettgewebsmarker
weisen trotzdem auf eine Transdifferenzierung  hinynabhangig vom

Differenzierungsvorteil. Die Differenzierungsunigmede der Transdifferenzierung
spielen keine Rolle, weil sowohl diEACSAnalysen als auch die Messung des
Sauerstoffverbrauches immer auf die jeweilige Z¢llzbezogen wurde. Aul3erdem waren
die Effekte haufig auch schon vor Differenzierungsiktion (am Tag 0 wahrend der
Adipogenese) signifikant messbar, als es noch Réferenzierungsunterschied gab. Diese
Erkenntnis wird durch ahnliche Effekte bestatige th sSiRNAbzw. shRNAtransfizierten

Zellen gezeigt werden konnten. Wobei di®&NAtransfizierten Zellen zu gleiche Daten
fuhrten, obwohl in den Zellen morphologisch und gEmetrisch kein

Differenzierungsvorteil nachgewiesen werden konnte.

Im Gro3en und Ganzen stehen die hier erhobenem Drat&inklang mit den Ergebnissen
aus der Literatur. Durch eine CB1-Rezeptorheruatedation kam es auch bei unseren
Versuchen zu einer Transdifferenzierung von weilguinalen Adipozyten zu einem
mitochondrienreichen, thermogenetisch aktiven beauRettzellphanotyp. Hinzu kamen
jedoch auch einige neue Erkenntnisse. Eines dértiggten Ergebnisse ist, dass es nach
CB1-Rezeptoknockout zu depotspezifischen Effekten im Fettgewebe kombDiese
neuen Daten stehen ebenfalls nicht im WiderspruchL#eratur. Durch Blockierungen
anderer Rezeptoren konnte bereits gezeigt werdes, € zu depotspezifischen und somit
verschiedenen Effekten im subkutanen und viszerdfetigewebe kommt. Unsere
Ergebnisse stimmen auch tberein mit den erhobemgenCaus klinischen StudieRIQO-
Studien) und die gewonnenen Erkenntnisse lassénssimit sogar teilweise von witro

auf invivo Ubertragen. Ein Anstieg der Thermogenese und eweebesserte
Insulinsensitivitat zeigen einen peripheren Mechiamis auf, der einen erfolgreichen
Gewichtsverlust und eine verbesserte Glukosehome®dbei Rimonabant behandelten
Patienten induzieren kénnte. So konnten wir sogaglithe Erklarungen liefern fur die
positiven metabolischen Effekte, die nach medikadgsar Rimonabantbehandlung
entstehen. Folglich ist eine medikamentose undppere CB1-Rezeptormodulation
weiterhin ein erfolgreiches Konzept der Zukunft, Adfipositas und Adipositas-assoziierte

metabolische Dysfunktionen zu behandeln.

79



4 .4. Erkenntnisse

Nach Auswertung und Analyse der Versuchsreihen édmie beiden zentralen

Fragestellungen beantwortet werden:

1. Kommt es zu peripheren metabolischen und endokrineVeréanderungen der

Fettzellfunktionen wahrend einer CB1-Rezeptorherung¢rregulation?

Mit den experimentell gewonnenen Daten konnte bssviewerden, dass eine Blockade
des CB1-Rezeptors im Fettgewebe peripher zu eindjeskten und positiven Effekten
fuhrt. Die wichtigste Veranderung der Fettzellfuoht ist die Transdifferenzierung von
einem inguinalen, weil3en Adipozyten zu einem braynenergieverbrauchenden
Fettzellphanotyp. Es gelang, signifikante Daten mggc-lx und ucp-1 Expression, zur
Mitochondrienanzahl, zur Expression mitochondrialbfarker sowie gesteigertem

Sauerstoffverbrauch zu erheben.

2. Kommt es zu depotspezifischen Unterschieden im Fg#webe nach einem
CB1-RezeptorKnockout?

Es konnte erstmals gezeigt werden, dass es zu spedischen Unterschieden im
Fettgewebe kommt. Der Funktionsverlust des CBl-Reze fuhrt zu einem

Differenzierungsdefizit im viszeralen Fettgewebedusomit kdénnen die negativen
metabolischen und kardiovaskularen Effekte des eviden Fettegewebes reduziert
werden. AulRerdem wurde belegt, dass das inguimalemetabolisch deutlich gunstigere
Fettdepot einen Differenzierungsvorteil hat. Damgitdie Fahigkeit verbunden, in einen

braunen Fettzellphanotyp differenzieren zu kdnnen.
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Endocannabinoidsystem

Zentrale Wirkung

SiRNA and Shorthairpin-RNA B : CB1-Rezeptor-Knockout-Mduse

Epididymales Fett

/ Differenzierungs- \\
defizit

Zunahme
Differenzierung
—> i
Transdifferenzierung AN

Epididymales Fett ,Brauner Phanotyp” l Inguinales Fett
Differenzierungsdefizit Differenzierungsbenefit
Gesteigerte Apoptoserate Niedrigere Apoptoserate
Verstarkte Expression Inflammationsmarker Geringere Expression Inflammationsmarker
Keine gesteigerte mitochondriale Biogenese Zunahme Sauerstoffverbrauch und Mitochondrienanzahl
Leicht reduzierte pgc-1a und ucp-1 Expression Gesteigerte pgc-1 a und ucp-1 Expression

Abbildung 36: Darstellung peripherer und depotspezifischer Effeke nach CB1-RezeptoiKnockout

Die roten Graphikunterschriften beschreiben dere&mnknisgewinn der Experimente. Es kommt zu einem
Differenzierungsdefizit des viszeralen Fettgewelmitseiner gesteigerten Apoptoserate und einer fgiher
Expression der Inflammationsmarker. Das inguinatdewebe zeigt ein Differenzierungsbenefit undnkan
zu einem braunen Fettzellphanotyp transdifferepnieEine gesteigertegc-lo und ucpkExpression, eine

Zunahme der mitochondiralen Biogenese und des Saffeerbrauches waren messbar.
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4.5. Ausblick

Bisher wurde angenommen, dass der CB1-Rezeptodidtknonabant tber zentrale und
Uber periphere Mechanismen wirkt. Offen blieb bisheie die peripheren Effekte im

Fettgewebe zustande kommen. Die erhobenen Datgentrdazu bei, diese Liicke zu
schlieBen. Sie zeigen, dass eine Blockade des @Rég®rs auch im peripheren
Fettgewebe positive Effekte erzielt. Die Transddéfezierung von weil3en inguinalen
Adipozyten in einen braunen Fettzellphanotyp beigt therapeutisches Potential fur die
Behandlung von Adipositas und fir das metaboliscBgndrom mit seinen

kardiovaskularen Komplikationen.

Ein peripherer therapeutischer Ansatz wére von groBlutzen, um die unerwinschten
Begleiterscheinungen zu reduzieren. Um Nebenwirkaongu vermeiden, mussten
zunachst spezifische Oberflachenmarker oder arieigenschaften der Fettzelle gefunden
werden, die direkt im Fettgewebe wirken, ohne dasdere Gewebe mit unerwinschten
Arzneimittelwirkungen in Mitleidenschaft gezogennrden. Deshalb konzentriert sich die
aktuelle Forschung darauf Stoffe zu entwickeln, dieht die Blut-Hirn-Schranke
penetrieren und nur periphere antagonistische Wagko hervorrufen. Dazu gehéren
allosterische Modulatoren des CB1-Rezeptors undraleuAntagonisten fur den CB1-
Rezeptor (Leeet al, 2009). Das kann nur gelingen, wenn die ForschiiegRolle von
selektiven und peripheren CB1-Rezeptorantagonistmser als bisher entschliisselt, um

Patienten mit einem hohen kardiometabolischen Bsiil erfolgreich zu behandeln.

Moglicherweise kénnte man in ferner Zukunft sogeezfischesiRNAgegen den CB1-
Rezeptor im peripheren Fettgewebe einschleusenaufndiesem Wege die metabolisch

positive Wirkung der CB1-Rezeptormodulation thetdgeh zu nutzen.

Durch die Entwicklung eines spezifischen CB1-Readgbckers im Fettgewebe kdénnten
also diverse positive Effekte genutzt werden, undik@nentése Ansatzpunkte gegen
Adipositas und das metabolische Syndrom zu entwickeohne psychiatrische

Nebenwirkungen in Kauf nehmen zu mussen.
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5. Zusammenfassung

Adipositas ist inzwischen zum globalen Gesundhetdpm geworden. Neben der
bariatrischen Chirurgie gibt es bisher nur wenigedikamenttse Therapieansatze gegen
Adipositas und assoziierte Erkrankungen. Ein Medi&at ist Rimonabant, ein CB1-
Rezeptorblocker. Rimonabant fuhrt zur Gewichtsrédakund beeinflusst positiv das
kardiovaskuléare Risikoprofil. Zentrale Mechanismeéer Endocannabinoidwirkung sind
bereits relativ gut entschlisselt. Unklar war bisltirch welche peripheren Effekte die
positiven metabolischen Eigenschaften und der Geswerlust erreicht werden kénnen.

Hier konnte die Arbeit neue wesentliche Erkennissngen.

Es wurde erstmals gezeigt, dass eine Blockade disRezeptors auch peripher im
Fettgewebe zu metabolisch glnstigen Effekten fluHdies gelang durch drei
unterschiedliche Methoden der CB1-Rezeptormodulatier siRNATransfektion, der
ShorthairpirTransfektion und der Generierung neuer CB1-Rezdfiockouttinien.

Die wichtigste Veranderung der Fettzellfunktion ds¢ Transdifferenzierung von einem
inguinalen weil3en Adipozyten zu einem braunen eeeegorauchenden Fettzellphanotyp.
Es kam zum Anstieg d@gc-1a unducp-1Expression. Eine erhdhte Mitochondrienanzahl,
eine  Zunahme der Expression mitochondrialer Markend ein gesteigerter
Sauerstoffverbrauch konnten gemessen werden. Diieckrstellung neuer Fettzelllinien
war es aul3erdem mdglich, depotspezifische Unteadehiach CB1-Rezept&mnockout m
analysieren. So fuhrte eine CB1-Rezeptormodulaiorinem Differenzierungsdefizit des
viszeralen Fettgewebes und einer Induktion der Ags® Negative metabolische und
kardiovaskulare Effekte des viszeralen Fettes lémntladurch reduziert werden.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass der Fungvienust des CB1-Rezeptors zu einem
Differenzierungsvorteil des inguinalen und metadii deutlich giinstigeren Fettdepots
fuhrt und es ebenfalls zu einer Induktion der nhtwwrialen Biogenese und

Thermogenese kommit.

Durch die Entwicklung eines selektiven CB1-Rezdptmrkers im peripheren Fettgewebe
entsteht therapeutisch die Chance, schwerwiegenelgrale Nebenwirkungen zu
vermeiden und diverse metabolisch positive Effekterzielen. Die Ergebnisse der Arbeit
schaffen damit eine Grundlage fur die pharmakotdgis Weiterentwicklung einer
peripheren und selektiven CB1-Rezeptormodulatiofr@ttigewebe, um die Adipositas und

das metabolische Syndrom auch medikamentés erfcigoehandeln zu kénnen.
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Ribonucleid Acid (Ribonukleinsaure)
RNA-Interferenz
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Rpm
RT
RT-PCR
SDS
shRNA
SiRNA
SR 141716
SRC-1
Strep
SV 40
T3
TEMED
Tfam
THC
Tnf-a
Tris

U
Ucp-1
\

WAT
WHO
ZNS

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Realtime polymerase chain reaction

Sodium Dodecyl Sulfat
Shorthairpin RNA
Small interfering RNA
Rimonabant
Steroid receptor coactivator 1
Streptomycin
Simian vacuolating Virus 40
Thyroxin
Tetramethylethylendiamin
Transcription factor 4
Tetrahydrocannabinol
Tumor Nekrosefaktor alpha
Trishydroxymethylaminomethan
Unit
Uncoupling protein 1
Volt
White adipose tissue
World Health Organisation
Zentrales Nervensystem
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11. Anhang

Ministerium flr Landwirtschaft,
Umwelt und landliche Raume —

des Landes Schleswig-Holstein

Ministerium flr Landwirtschaft, Umwelt und [andliche Rdume |
Postfach 50 09 | 24062 Kiel

';?J{nDr Johannes Klein Ihre Anzeige vom: 23.05.2007
Medizinische Klinik | Msain Zeichen: V 312-72241.122-4
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein

Campus Lubeck Herr Buttchereit
Ratzebu[ger alloe 160 Telefon: 0431 988-7128
23538 Lubeck Telefax: 0431 988-7042

nachrichtlich:
Herrn Dr. R. Noél

€ Gemeinsame Tierhaltung
der Universitat zu Libeck
Ratzeburger Allee 160
23538 Libeck

1. Juni 2007

Anzeige von Gewebeentnahmen zu wissenschaftlichen Zwecken

Sehr geehrter Herr Prof. Klein,

gegen die Durchfihrung des geplanten Vorhabens ,Molekulare und funktionelle Analyse
eines Cannabinoid Rezeptor knock-out im Fettgewebe" und die Verwendung von bis zu 6
Mé&usen zur Entnahme von Fettgewebe erhebe ich keine Einwande.

Mit freundlichen GriRen

Bri Trrmi—

Dr. Irmer

Dienstgebaude Mercatorstrai3e 3, 5, 7, 24106 Kiel | Telefon 0431 988-0 | Telefax 0431 988-7239 | poststelle@miur.landsh.de
www.landesregiorung.schleswig-holstein.de | E-Mail Adressen: Kein Zugang flr elektronisch signierte oder verschlisselte Dokumente
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