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1 Einleitung und Fragestellung

1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Adipositas

Evolutionsbiologisch bedeutete ursprünglich die Fähigkeit, Energie in Form von Fett
speichern zu können, einen klaren Überlebensvorteil. Fern unserer modernen Welt mit
geregeltem Speiseplan war es bedeutsam, in Perioden des Nahrungsmangels von den
aufgebauten Reserven zu zehren. Aufgrund der unterschiedlichen Geschwindigkeit zwi-
schen genetischer und geistiger Entwicklung des Menschen mit all seinen Errungen-
schaften hat sich dieser einstige Vorteil nun zu einem Nachteil gewandelt. Neben einer
krankheitsbedingten Gewichtszunahme führen vor allem der hohe Lebensstandard mit
seinem reichhaltigen Nahrungsmittelangebot sowie eine zunehmende, körperliche Inak-
tivität zu einem Ungleichgewicht zwischen Energieaufnahme und -abgabe. Um die über
das Normalmaß hinausgehende Vermehrung des Körperfetts zu definieren, orientieren
sich die Leitlinien der Deutschen Adipositas-Gesellschaft am sogenannten Bodymass-
index (BMI). Dieser berechnet sich als Quotient aus dem Körpergewicht in Kilogramm
und der quadrierten Körpergröße in Metern. Die nachfolgende Tabelle zeigt die offizi-
ellen Einteilungskriterien:

Kategorie BMI (kg/m2 )
Untergewicht ≤ 18,5
Normalgewicht 18,5 - 24,9
Präadipositas 25,0 - 29,9
Adipositas Grad I 30,0 - 34,9
Adipositas Grad II 35,0 - 39,9
Adipositas Grad III ≥ 40,0

Tabelle 1.1: Gewichtsklassifikation bei Erwachsenen anhand des BMI
Quelle: Evidenzbasierte Leitlinie Prävention und Therapie der Adipositas Version 2007, [1]
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1 Einleitung und Fragestellung

Abbildung 1.1: Prävalenz des Übergewichts für Männer älter als 15 Jahre
Quelle: 2010 WHO [2]

Übergewicht und Adipositas werden aufgrund ihrer Ausbreitungsgeschwindigkeit mitt-
lerweile als eine Pandemie angesehen [3]. Schätzungen zufolge können weltweit mehr
als eine Milliarde Menschen mit einem BMI größer 25 kg/m2 eingestuft werden [4, 5].
Die obige Weltkarte zeigt exemplarisch die prozentuale Verteilung von übergewichtigen
Männern älter als 15 Jahre und verdeutlicht damit die drohende Gefahr im Hinblick
auf die Entstehung von Adipositas. Um einen Eindruck von der Dynamik dieser Ent-
wicklung zu bekommen, sei an dieser Stelle erwähnt, dass sich gemäß den Angaben der
Weltgesundheitsorganisation die Zahl an adipösen Menschen weltweit in den letzten 30
Jahren verdoppelt hat und laut Schätzungen in den nächsten 20 Jahren noch einmal
duplizieren wird [5, 6].

1.2 Folgen und Therapien der Adipositas

Übergewicht und Adipositas selbst sind zwar nicht als eigenständige Krankheitsentität
definiert, aber ihnen wird ein beträchtlicher Krankheitswert aufgrund ihrer assoziier-
ten Morbidität und Mortalität zuteil [3]. Die Erklärung hierfür liegt besonders in der
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1 Einleitung und Fragestellung

endokrinologischen Aktivität des Fettgewebes [7–11]. Durch die Adipozyten werden
zahlreiche Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren und Komplementproteine sezer-
niert und über das Blut dem Gesamtorganismus zur Verfügung gestellt [5]. Im Fall von
Adipositas wird das Sekretionsmuster derart verändert, dass es unter anderem die Ent-
stehung von kardiovaskulären, endokrinologischen und neoplastischen Erkrankungen
fördert und zu einer Reduktion der Lebenserwartung von bis zu acht Jahren beitragen
kann [12].
In diesem Zusammenhang stellt die stammbetonte Adipositas in Verbindung mit der
Insulinresistenz eine Kernkomponente des Metabolischen Syndroms dar [13]. Dieses
Modell wurde schon 1988 von Reaven et al. entwickelt und wird seither wissenschaft-
lich immer weiter verfeinert [14, 15].

Abbildung 1.2: Assoziierte Erkrankungen des Metabolischen Syndroms
Quelle: 2009 Duvnjak (modifiziert) [14]

An der Pathogenese des Metabolischen Syndroms sind zwar auch genetische, aufgrund
ihrer rasanten weltweiten Zunahme aber vermutlich vielmehr umweltbedingte Fakto-
ren, wie z. B. quantitative Überernährung, qualitative Fehlernährung und mangelhaf-
te Bewegung, beteiligt. Diese Grundvoraussetzungen für das Krankheitsbild münden
schließlich in den typischen Komplikationen, wie sie in Abbildung 1.2 schematisch auf-
gezeigt sind [13,16,17].
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1 Einleitung und Fragestellung

Zur Behandlung der Adipositas werden derzeit drei Therapieschemata verfolgt:
Der konservative Ansatz beruht auf einer Umstellung der Lebensgewohnheiten mit Ver-
stärkung der körperlichen Aktivität und der verminderten Kalorienaufnahme. Diese
Methode ist an eine nachhaltige Selbstdisziplin gebunden und verlangt eine Fortfüh-
rung der veränderten Lebensgewohnheiten über die Zeit der Gewichtsabnahme hinaus,
die allerdings entgegen des vielversprechenden Ansatzes von den meisten Patienten
nicht in adäquater Weise verfolgt wird (bzw. werden kann).
Eine weitere Möglichkeit besteht in der pharmakologischen Therapie zur Beeinflussung
des Metabolismus. Hier stehen in Deutschland zur Zeit zwei Wirkstoffklassen zur Ver-
fügung. Als Lipasehemmer führt Orlistat (Xenical R©) zu einer spezifischen und lang
anhaltenden Inhibition der gastrointestinalen Lipasen und vermindert auf diese Weise
die Resorption der Lipide über den Darm. Demgegenüber fungieren die drei Wirkstoffe
Cathin-HCl, Phenylpropanolamin-HCl und Amfepramon-HCl als indirekte Sympatho-
mimetika und dämpfen so über das zentrale Nervensystem das Appetitverhalten.
Bariatrische Operationen sind bei wiederholt frustranen Therapieversuchen der Adipo-
sitas im Stadium III als letzte Option indiziert. Hier stehen im Wesentlichen restriktive
Techniken mit einer Verkleinerung des Magenreservoirs, malabsorptive Verfahren unter
Teilumgehung der Darmpassage oder Kombinationen aus beidem zur Verfügung.

1.3 Funktionen des Fettgewebes

Die Einteilung der Fettzellen erfolgt gemäß der histologischen Unterschiede in weiße
und braune Adipozyten, deren Verteilungs- und Aufgabenmuster sich voneinander un-
terscheiden.
In den letzten Jahrzehnten hat besonders das weiße Fettgewebe aufgrund seiner endo-
krinologischen Aktivität enormes Forschungsinteresse erfahren. Neben den klassischen
Funktionen als Energiespeicher, Isolierschicht und Baufett sind mittlerweile über hun-
dert verschiedene Substanzen bekannt, die als Adipokine systemübergreifend in Pro-
zesse des Immunsystems, der Gerinnungskaskade, der Inflammation und des Lipidme-
tabolismus eingreifen [5]. Im Umkehrschluss ist das Fettgewebe nicht nur Signalgeber,
sondern auch Signalempfänger im Sinne der Expression einer Reihe von Rezeptoren,
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1 Einleitung und Fragestellung

die eine Rückkoppelung aus anderen Organen erlauben. Im folgenden sollen Leptin und
Adiponektin beispielhaft die aktive Funktion des Fettgewebes illustrieren:
Leptin wurde als erstes Adipokin von Zhang und seinen Kollegen im Jahr 1994 als Pro-
dukt des obese/obese (ob/ob)-Gens entdeckt [18]. Der Name leitet sich aus dem Grie-
chischen leptos ab und bedeutet dünn in Anlehnung an die anorexigene Wirkung des
Proteins. Es wird besonders durch das weiße Fettgewebe sezerniert, wobei die daraus re-
sultierenden Blutplasmaspiegel in enger Korrelation zum BMI bzw. zu der vorhandenen
Körperfettmasse stehen [19–21]. Im zentralen Nervensystem finden sich im Bereich des
Nucleus arcuatus des Hypothalamus zwei unterschiedliche Gruppen leptin-sensitiver
Neurone, die gleichsinnig in den Energiehaushalt eingreifen und die Kalorienaufnahme
reduzieren. Dabei werden die sogenannten Proopiomelanokortin-Neurone durch Lep-
tin in ihrer appetithemmenden Wirkung stimuliert, während die andere Gruppe von
Neuronen, die ihrerseits Neuropeptid Y oder Agouti-related-peptides bilden, in ihrer ap-
petitfördernden Wirkung gehemmt werden [22]. In Phasen der Nahrungskarenz kommt
es interessanterweise zu einem deutlichen Abfall des Leptinspiegels noch vor Abnahme
der eigentlichen Fettmasse, sodass hierdurch frühzeitig neuroendokrinologisch gegen-
gesteuert werden kann [23]. Umgekehrt findet sich bei dauerhaftem Übergewicht nicht
die zu erwartende Appetitlosigkeit, sondern vielmehr infolge der chronischen Überbean-
spruchung der Rezeptoren eine Leptinresistenz, die letztlich sogar zu einer gesteigerten
Nahrungsaufnahme führt [24, 25]. Der Einsatz von Leptin zur Behandlung von Über-
gewicht zeigte nur bei Patienten mit hereditären Störungen in der Leptinproduktion
bzw. einer Lipoatrophie eine positive Wirkung [26–30]. Darüberhinaus besitzt Leptin
noch zahlreiche andere Wirkungen auf zentraler und peripherer Ebene, die neben dem
Energiehaushalt und -stoffwechsel auch das Verhalten, die Inflammation, die Koagula-
tion und die Thrombozytenaggregation beeinflussen [29,31].
Adiponektin wurde zwei Jahre nach der Entdeckung des Leptins als das am stärksten
exprimierte Protein des weißen Fettgewebes identifiziert und beeinflusst ähnlich wie
Leptin das Hungergefühl und die Nahrungsaufnahme [32]. Interessanterweise wird das
30kDa-große Protein im Gegensatz zu Leptin invers zum Bodymassindex und beson-
ders bemerkenswert zum Anteil des viszeralen Fettgewebes sezerniert [33–35]. Daraus
kann gefolgert werden, dass ein negativer Feedback-Mechanismus für die endogene Pro-
duktion des Adiponektins im Fettgewebe bestehen muss [36]. Dementsprechend findet
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1 Einleitung und Fragestellung

sich bei Patienten mit Adipositas oder Diabetes mellitus Typ II ein verringerter Adipo-
nektinspiegel [37] und umgekehrt entwickelten sich in Versuchen mit Mäusen, bei denen
man das Gen für Adiponektin ausschaltete, adipöse, insulinresistente und hypertensive
Tiere mit endothelialer Dysfunktion [38].
Aufgrund der Verbindung zwischen Adiponektin und der Energiehomöostase wurde die
Beeinflussung weiterer Organsysteme untersucht. So konnte von Dupont und seiner Ar-
beitsgruppe gezeigt werden, dass Adiponektin über den Energiehaushalt in die Genese
von Follikeln und Eizellen eingreift [39]. Im Skelettmuskel wird eine höhere Glukoseutili-
sation unter anderem durch eine verstärkte Translokation von Glukosetransportern und
einer erhöhten Fettsäureoxidation erreicht [40–42]. Daneben entfaltet dieses Adipokin
auch antiinflammatorische Effekte [43], zeigt kardioprotektive und antiarterioskleroti-
sche Eigenschaften [44–46] sowie antineoplastische Wirkungen [47,48].

Das braune Fettgewebe erhält seine typische Farbe durch mitochondriale Zytochrome
und in den Lipidtröpfchen gelöste Lipochrome. Die Anwesenheit von braunem Fett-
gewebe ist besonders bei winterschlafhaltenden Säugetieren und Neugeborenen ausge-
prägt. Beide nutzen diesen Mechanismus zur Regulation ihrer Körpertemperatur, da
eine ausreichende Muskelaktivität zur Energieumwandlung in Wärme nicht zur Ver-
fügung steht. Bei Neugeborenen kommt zusätzlich noch ein ungünstiges Verhältnis
zwischen Oberfläche und Volumen hinzu, welches eine verstärkte Wärmeabgabe be-
günstigt. Während man früher von einem vernachlässigbaren Anteil des braunen Fett-
gewebes im adulten Menschen ausgegangen war, ist diese Anschauung heute weitest-
gehend revidiert. Zur genauen Lokalisation wurden zahlreiche Bildgebungsverfahren,
unter anderem auch Positronen-Emissions-Tomographien, durchgeführt, die imWesent-
lichen die Anordnung im zervikal-supraklavikulären Bereich, im oberen Mediastinum
sowie untergeordnet auch paraspinal und perirenal belegten [49–51]. Darüber hinaus
lassen sich auch weitere Mengen an braunen Adipozyten vermuten, die aufgrund ih-
rer Dissemination im weißen Fettgewebe und dem begrenzten Auflösungsvermögen der
bildgebenden Verfahren nicht quantifiziert werden können (siehe auch Abschnitt 1.4
Transdifferenzierung auf Seite 7). Interessanterweise ergab sich bei diesen Untersu-
chungen folgender Zusammenhang: Je größer der BMI der Probanden war, umso mehr
weißes bzw. umso weniger braunes Fett wurde gemessen. Die Hauptaufgabe dieser
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1 Einleitung und Fragestellung

meist plurivakuolär auftretenden Zellen mit eher zentralisiertem Nukleus besteht in
der Thermogenese, d. h. der Umwandlung chemisch gespeicherter Energie in Wärme,
und wird somit zur Regulierung der Körpertemperatur genutzt [52]. Eine pharmakolo-
gische Steigerung der Thermogenese konnte unter anderem durch die Substanz Sibutra-
min nachgewiesen werden [53]. Bis 2010 war sie unter dem Handelsnamen Reductil R© in
den Staaten der Europäischen Union als Antiadipositum verfügbar, bevor sie aufgrund
eines negativen Nutzen-Risiko-Profils im Hinblick auf kardiovaskuläre Nebenwirkungen
vom Markt genommen wurde.

1.4 Transdifferenzierung

Der Begriff der Transdifferenzierung bezeichnet allgemein die Umwandlung volldif-
ferenzierter Zellen in andere Zelltypen, die mit oder ohne Zellteilungen stattfinden
kann [54]. Angewendet auf das Fettgewebe, bedeutet dies den Übergang von braunen
in weiße Fettzellen und umgekehrt. Die Arbeitsgruppe um Cinti hat diesbezüglich ein
Fettzellkonzept entwickelt, nach welchem es eine Koexistenz von braunen und wei-
ßen Adipozyten in den Fettzelldepots gibt und diese auch reversibel ineinander um-
wandelbar sind [55–59]. Dabei kann entsprechend den herrschenden Lebensbedingun-
gen das Verhältnis aus beiden Gewebstypen dynamisch angepasst werden. In Ratten
konnte beispielsweise durch chronische Kälteexposition die Menge an braunen Fett-
zellen gesteigert werden, um für die Aufrechterhaltung der Körpertemperatur zu sor-
gen [60]. Wie im folgenden Kapitel noch ausführlicher erklärt werden wird, erfolgt
die Innervation des braunen Fettgewebes durch das Sympathische Nervensystem mit-
tels β3-Adrenozeptoren. Studien zeigten, dass eine Stimulation ebenfalls zu einer Ver-
mehrung brauner Fettzellen bzw. zu einer Steigerung brauner Fettzellcharakteristika
beitrug [61–63]. Übergangsformen dieses Transdifferenzierungsprozesses wurden durch
elektronenmikroskopische Untersuchungen weißer Fettzellen nach dauerhafter Kälte-
einwirkung nachgewiesen [64]. Umgekehrt kann eine Konversion von braun nach weiß
durch eine adipogene Diät induziert werden, um überschüssige Energie in Form von
Triglyzeriden zu speichern [55].
Das Wissen um die Möglichkeit einer physiologisch vorkommenden Transdifferenzie-
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1 Einleitung und Fragestellung

rung mit nachfolgender Aktivierung eröffnet neue therapeutische Perspektiven in der
Behandlung der Adipositas. Die interventionelle Verlagerung des Verhältnisses beider
Fettzelltypen zugunsten der braunen Adipozyten könnte folglich das Energiegleichge-
wicht verschieben und somit einer Adipositas vorbeugen bzw. eine Gewichtsabnahme
begünstigen. Den umgekehrten Fall konnte man im Tierversuch bereits belegen. Mäuse
bildeten eine deutliche Adipositas mit den bekannten Folgeerkrankungen aus, wenn sie
durch genetische Veränderung kein braunes Fettgewebe mehr ausbilden konnten [65].
Entsprechende Resultate zeigten sich in Experimenten mit β3-Adrenozeptor-defizienten
Mäusen, die unter der fehlenden Aktivierbarkeit der braunen Adipozyten ebenfalls eine
massive Adipositas entwickelten [66].

1.5 Thermogenese

Braunes Fettgewebe verfügt aufgrund seiner speziellen Proteinausstattung und seines
Mitochondrienreichtums über die Fähigkeit, chemisch gespeicherte Energie in Wär-
me umzuwandeln [67]. Es stellt ein metabolisch hochaktives Organ dar, welches der
Organismus zur Regulation der Körperkerntemperatur nutzt und dessen Energie im
Wesentlichen der Aufnahme von Glukose und Triglyzeriden entstammt [67–69]. Dieser
als Thermogenese bezeichnete Prozess wird nach derzeitigem Kenntnisstand über den
Hypothalamus als Zentrum für Thermoregulation gesteuert [70]. Dabei erhält dieser
Teil des Dienzephalons über noch nicht näher bekannte somatosensorische Afferenzen
in der Haut Informationen über die vorliegende Temperatursituation [71].
Über diesen Empfangsmechanismus kann der Hypothalamus gezielt mittels Aktivierung
bzw. Suppression des Sympathischen Nervensystems, Vasodilatation bzw. -konstriktion
und auch über die Aktivierung der Muskulatur in Form von Zittern in die Regulation
des Energiemetabolismus eingreifen [70]. Wie in Abbildung 1.3 auf Seite 9 zu sehen
ist, werden die Effekte der Sympathischen Efferenzen im braunen Fettgewebe über β3-
Adrenozeptoren vermittelt [72]. Dabei aktivieren die neuronalen Signale GS-Protein-
gekoppelt eine Adenylatcyclase und erhöhen somit den intrazellulären cAMP-Spiegel.
Es resultiert eine verstärkte Phosphorylierung von CREB (cAMP responsive element
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binding protein) durch die Proteinkinase A (PKA) mit der Folge, dass sowohl direkte
als auch indirekte Prozesse auf das thermogene Programm vermittelt werden [73].

Abbildung 1.3: Signalkaskade der Thermogenese in braunen Adipozyten
Quelle: 1999 Wu (modifiziert) [72]

Innerhalb dieser Signalkaskade spielt PGC-1α für die Initiierung sowohl nukleärer als
auch mitochondrialer Prozesse des oxidativen Stoffwechsels eine zentrale Rolle und
führt unter anderem zur Expressionsteigerung von UCP-1 (uncoupling protein-1) in
braunen Adipozyten [72–76]. Letzteres ist in der inneren Mitochondrienmembran loka-
lisiert und erlaubt den Ausgleich des während der Atmungskette entstandenen, trans-
membranären Protonengradienten unter Entkoppelung der ATP-Synthese und folglich
der Freisetzung von thermischer Energie. Im Umkehrschluss bewirkt eine Ausschaltung

9



1 Einleitung und Fragestellung

von PGC-1α in entsprechend defizienten Adipozyten eine Verminderung der UCP-1-
Expression mit einer gestörten Thermogenese und erniedrigtem O2-Verbrauch [77].
Es ist wichtig an dieser Stelle zu erwähnen, dass für die Beurteilung sowohl der Trans-
differenzierung als auch der Thermogenese die beiden Proteine UCP-1 und PGC-1α
unerlässlich sind, da sie sowohl explizite Marker für das braune Fettgewebe darstellen
als auch essentiell an der Signalkaskade der Thermogenese beteiligt sind.
Die Aktivierung von PGC-1α leitet schließlich über verschiedene Transkriptionsfakto-
ren, wie z. B. NRF-1, Veränderungen in den Mitochondrien ein, die im Resultat dann
einen erhöhten Energiestoffwechsel mit gesteigertem Sauerstoffverbrauch bewirken. In
diesem Zusammenhang konnte die Arbeitsgruppe um Puigserver 1998 nachweisen, dass
im braunen Fettgewebe durch Kälteexposition die Menge der mRNA sowohl von PGC-
1α als auch von UCP-1 hochreguliert wird [78]. Andere wichtige Einflussfaktoren auf
die Thermoregulation sind auch Triiodthyronin als Schilddrüsenhormon sowie die Ak-
tivität des Sympathischen Nervensystems. Die genannten Beispiele belegen dabei die
Anpassungsfähigkeit des Organismus an die jeweils herrschenden Lebensbedingungen.

1.6 Kortikosteroide

Die Kortikosteroide beeinflussen ein breites Spektrum an Stoffwechselprozessen und
sind diesbezüglich auch an der Regulation der Energiehomöostase beteiligt. Sowohl der
mineralo- als auch der glukokortikoide Rezeptor, kurz MR bzw. GR genannt, gehören
aufgrund ihrer evolutionär hochkonservierten Gemeinsamkeiten im strukurellen Auf-
bau und der funktionellen Wirkungsweise innerhalb der Nuklearrezeptor-Superfamilie
zur Gruppe der Kortikosteroidrezeptoren [79, 80]. Beide Rezeptoren liegen im zyto-
plasmatischen Raum der Zelle und werden durch Chaperon-Proteine in einer liganden-
freundlichen Konformation stabilisiert. Durch den Kontakt mit einem Bindungspartner
dissoziieren diese Hilfsproteine und erlauben eine gerichtete Translokation in den Kern.
In aufeinanderfolgenden Interaktionen besonders mit Koaktivatoren und Korepressoren
wird auf diese Weise die Transkription GR- und MR-spezifischer Gene reguliert [81,82].
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1.6.1 Der glukokortikoide Rezeptor

Die Wirkung des nahezu ubiquitär vorkommenden Glukokortikoidrezeptors betrifft
schätzungsweise 10% aller Gene [83]. Dabei beeinflusst der Rezeptor maßgeblich den
Energiehaushalt des Organismus, was besonders in Extremsituationen deutlich wird.
Liegt ein Mangel an Kortisol beispielsweise im Rahmen des Morbus Addison vor, lei-
den betroffene Patienten unter anderem an Gewichtsverlust und Hypoglykämien [84].
Im Gegensatz dazu führt ein Kortisolüberschuss wie beim Morbus Cushing zu einer
stammbetonten Adipositas, zu Hyperglykämien und Muskelatrophien [85].
Exogene Einflüsse, wie Hungerzustände, Stress oder Infektionen, fördern die Freiset-
zung von Kortisol, welches dann wichtige Energiestoffwechselprozesse der Leber, des
Fettgewebes und der Skelettmuskulatur reguliert [86]. Dabei greift es unter Beteiligung
von PGC-1α aktivierend in die hepatische Glukoneogenese ein und hält damit bei Nah-
rungsmangel den Blutglukosespiegel durch Verwertung von Aminosäuren, Glyzerin und
Laktat aufrecht [86]. Ergänzend werden in der proteinreichen Skelettmuskulatur Vor-
kehrungen für eine Mobilisation von Aminosäuren getroffen. Kortisol hemmt dort die
Aufnahme von Glukose und Aminosäuren, fördert die Degradation von Proteinen und
reduziert die Glykogensynthese [87–93]. Weiterhin aktiviert es in der Leber die Trigly-
zeridsynthese, hemmt die mitochondriale β-Oxidation der Fettsäuren und begünstigt
die Pathogenese einer Fettleber (Steatosis hepatis) [94].
Speziell im Fettgewebe entfaltet das Kortikosteroid sogar ortsabhängige Funktionen,
indem es peripher lipolytische sowie zentral lipogene Eigenschaften zeigt und damit zu
einer stammbetonten Adipositas beiträgt [95–97].
Neben dieser Auswahl an Effekten auf den Energiehaushalt wirken Glukokortikoide
aber auch antiinflammatorisch und immunsuppressiv, beeinflussen das Herz-Kreislauf-
System, zeigen katabole Effekte auf Knochen und Bindegewebe und vermitteln über
Stimulation des mineralokortikoiden Rezeptors Einflüsse auf den Wasser- und Elektro-
lythaushalt.
Die Ausschüttung der Glukokortikoide steht unter der Kontrolle des hypothalamisch-
hypophysären Systems. Dabei sezerniert der Hypothalamus mittels zirkadianer Rhyth-
mik corticotropin releasing hormone (CRH), welches in der Hypophyse die Freisetzung
von adrenokortikotropem Hormon (ACTH) vermittelt. Die folglich veranlasste Aus-
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schüttung von Kortisol aus der Nebennierenrinde in den systemischen Kreislauf wirkt
wiederum hemmend auf die CRH- und ACTH-Freisetzung (doppelt negatives Feed-
back).
In der Pathogenese des Metabolischen Syndroms spielt Kortisol eine wichtige Rolle.
Masuzaki führte in diesem Zusammenhang aufschlussreiche Experimente durch, indem
er bei Mäusen mittels genetischer Veränderung für eine fettgewebsspezifische Überex-
pression des Enzyms 11β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 1 (11β-HSD1) sorgte.
Folglich entwickelten die Mäuse einen künstlichen Hyperkortisolismus, da dieses En-
zym inaktives Kortison in aktives Kortisol umwandelt. Die Mäuse zeigten daraufhin alle
charakteristischen Symptome des Metabolischen Syndroms mit einer zentralen Adipo-
sitas, einer erhöhten Insulinresistenz, Dyslipoproteinämien und Hypertension [98, 99].
Im Umkehrschluss waren 11β-HSD1-defiziente Mäuse gegen eine diät-induzierte Adipo-
sitas geschützt. Vergleichende Ergebnisse wurden in Humanstudien beobachtet, in de-
nen der 11β-HSD1-Spiegel sowohl im subkutanen wie auch im viszeralen Fettgewebe in
Verbindung mit Adipositas erhöht war [100–107]. Pharmakologische Studien mit 11β-
HSD1-selektiven Antagonisten in Nagetieren zeigten eine deutliche Verbesserung im
Lipidprofil, eine erhöhte Insulinsensitivität sowie eine verringerte Nahrungsaufnahme
inklusive Gewichtsabnahme [108, 109]. Konsekutiv befinden sich derartige Wirkstoffe
für den Menschen gerade in der Entwicklung.

1.6.2 Der mineralokortikoide Rezeptor

Der MR wird in zahlreichen epithelialen und nicht-epithelialen Geweben des Körpers
exprimiert [110]. Entsprechend seiner Namensgebung dient er unbestritten zur Auf-
rechterhaltung des Elektrolythaushaltes und der Flüssigkeitshomöostase.
Die Ausschüttung des physiologischen Agonisten Aldosteron wird dabei über den Blut-
druck bzw. das Blutvolumen reguliert, deren Absinken zu einer Aktivierung des Sym-
pathischen Nervensystems und konsekutiv zu einer verminderten Nierendurchblutung
führt. Beide Effekte stimulieren die Freisetzung von Renin aus dem juxtaglomerulären
Apparat der Niere. Dieses Enzym spaltet das aus der Leber stammende Angioten-
sinogen in das Dekapeptid Angiotensin I, welches durch das ubiquitär vorkommende
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angiotensin-converting enzyme (ACE) in das Oktapeptid Angiotensin II gespalten wird.
Letzteres wirkt selbst stark vasokonstriktorisch, fördert die Ausschüttung von Aldoste-
ron aus der Nebennierenrinde und hemmt die weitere Freisetzung von Renin im Sinne
einer negativen Feedbackkontrolle.
Die Aufgabe des Aldosterons in der Niere wird vor allem durch die expressionssti-
mulierende Wirkung auf zwei Ionentransporter erreicht: Die apikale Platzierung des
endothelialen Natriumkanals (ENaC) und die basolaterale Na+/K+-ATPase erlauben
einen unidirektionalen Ionentransport [111]. Bemerkenswerterweise können auch Glu-
kokortikoide agonistische Wirkungen am MR entfalten. Da im Plasmaspiegel die Kon-
zentrationen um mehrere Zehnerpotenzen größer sind, existieren besonders in epithe-
lialen Geweben spezielle Mechanismen zum Erreichen der Rezeptorselektivität, deren
wichtigster die enzymatische Inaktivierung von aktivem Kortisol in inaktives Kortison
ist [112]. Dieses Enzym wird als 11β-HSD Typ 2 (11β-HSD2) bezeichnet und ist beson-
ders in den epithelialen Geweben mit besonderer mineralokortikoider Funktion stark
exprimiert.
In den letzten Jahren hat sich herauskristallisiert, dass Aldosteron an der Pathogenese
einer Vielzahl von Erkrankungen beteiligt ist. Erhöhte Plasmaspiegel verursachen da-
bei maladaptive Veränderungen mit einer begünstigenden Wirkung für die Entstehung
des Metabolischen Syndroms und therapieresistenter Hypertension sowie einer kardio-
vaskulären und renalen Funktionsstörung [113]. Für die pathologische Erhöhung der
Aldosteronkonzentrationen wird neben neoplastischen Erkrankungen der Nebenniere
auch die Bildung sogenannter Aldosteron-ähnlicher Faktoren aus dem Fettgewebe ver-
antwortlich gemacht. Epoxyketo-Derivate der Linolsäure beispielsweise verursachen in
adipösen Patienten mit erhöhten Spiegeln freier Fettsäuren eine deutliche Stimulation
der Aldosteronsekretion und lassen eine Rolle bezüglich des oxidativen Stresses vermu-
ten [114]. Besonders das viszerale Fett steht im Fokus, proinflammatorische Zytokine zu
sezernieren und demzufolge systemische Entzündungszustände, oxidativen Stress und
Insulinsensitivität zu begünstigen [115, 116]. Umgekehrt zeigte der Einsatz von Spiro-
nolacton bzw. Eplerenon als Antagonisten des MR in den groß angelegten RALES-
bzw. EPHESUS-Studien eine kardiovaskulär-protektive, mortalitätssenkende Wirkung
beim Einsatz nach Herzinfarkt oder bei Herzinsuffizienz [117,118].
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1.7 Fragestellung

Im Fettgewebe existieren zwei verschiedene Zellarten, deren Aufgabenspektrum sich
deutlich voneinander unterscheidet. Während weiße Adipozyten als Energiespeicher,
Isolierschicht, Baustoff und als endokrinologisches Organ dienen, sind nur braune Adi-
pozyten funktionell befähigt, im Rahmen der Thermogenese Energie in Form von Wär-
me freizusetzen. Entsprechend den Angaben der Weltgesundheitsorganisation WHO
nehmen Übergewicht und Adipositas weltweit pandemische Ausmaße an und sind the-
rapeutisch bis heute nur sehr unbefriedigend zu behandeln. Da in adulten Menschen der
Anteil an weißem Fettgewebe deutlich überwiegt, ist die als Transdifferenzierung be-
zeichnete Umwandlung der Adipozyten von einem weißen zu einem braunen Phänotyp
und damit die Verschiebung der Energiebalance hin zu einem höheren Verbrauch eine
wissenschaftlich schon länger verfolgte Therapiestrategie [119]. Die Anwesenheit von
mineralo- und glukokortikoidem Rezeptor im Fettgewebe ist seit Dekaden bekannt,
deren Funktion aber noch nicht vollständig verstanden. Aufgrund des maßgeblichen
Eingreifens dieser Kortikoidrezeptoren in den Energiemetabolismus aller Zellen – ins-
besondere auch der Adipozyten – ergaben sich die folgenden Themenschwerpunkte
dieser Arbeit:

1. Frage: Welchen Einfluss üben der mineralo- und glukokortikoide Rezeptor auf
die Transdifferenzierung von weiß nach braun aus?

2. Frage: Wie greift das kortikoide System in den oxidativen Metabolismus ein?

3. Frage: Können Aussagen über den Mechanismus getroffen werden?

Abbildung 1.4: Fragestellung zum Energiemetabolismus der Fettzelle
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geräte

• Analysewaage, Sartorius (Göttingen, Deutschland)
• Autoklaviergerät 2540El Systec (Wettenberg, Deutschland)
• Autoklaviergerät Varioklav, H+P (Oberschleißheim, Deutschland)
• Eismaschine Scotsman AF-20, Enodis (Herborn, Deutschland)
• Elektronikrührer Typ M23, Int. Laborat. App. (Dottingen, Deutschland)
• Elektronische Pipettierhilfe accu-jet R©, Brand (Wertheim, Deutschland)
• Heizblock Thermomixer Compact, Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
• Inkubator Typ B5060, EK CO2, Heraeus (Osterode, Deutschland)
• Mikroskop CK2, Olympus (Hamburg, Deutschland)
• Multistepper Multipette Plus, Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
• Nukleofektionsgerät NucleofectorTM , Amaxa Biosystems (Walkersville, USA)
• pH-Meter 766 Calimatic, Knick Elektronische Messgeräte (Berlin, Deutschland)
• Photometer, BioPhotometer Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
• Pipetten Research Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
• Real-Time Thermocycler Realplex, Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
• Rotator Renner GmbH (Darmstadt, Deutschland)
• Scanner CanoScan 4400F, Canon (Tokio, Japan)
• Schüttler Vortex Genie 2, Scientific Industries (Bohemia, USA)
• Sauerstoffmessgerät Oxygraph System, Hansatech (Norfolk, England)
• Stickstofftank Arpege 110, VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland)
• Thermocycler Cyclone Gradient, Peqlab Biotechnologie (Erlangen, Deutschland)
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• Tiefkühlschrank MDF-1155 Ultra Low Temperature Freezer, Sanyo
(München, Deutschland)
• Wasserbad Typ 3044, Köttermann (Hänigsen, Deutschland)
• Wasserbad mit Pumpe, Thermomix UM, B. Braun (Melsungen, Deutschland)
• Werkbank (steril) Nuaire Class II, Zapf Instruments (Sarstedt, Deutschland)
• Zentrifuge Biofuge fresco, Rotor 3765, Heraeus (Osterode, Deutschland)
• Zentrifuge Minispin plus, Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
• Zentrifuge Multifuge 3 S-R, Heraeus (Osterode, Deutschland)

2.1.2 Chemikalien

• Aldosteron, Fluka (Steinheim, Schweiz)
• Aprotinin, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
• Aqua destillata, hausinterne Destillieranlage
• Bradford Proteinassay (BioRad, München, Deutschland)
• BSA (Bovines Serumalbumin), BioMol (Hamburg, Deutschland)
• Cell Line NucleofectorTM Kit V, Amaxa Biosystems/Lonza (Basel, Schweiz)
• Chloroform, Merck (Darmstadt, Deutschland)
• DEPC (Diethylpyrocarbonat), Fluka (Steinheim, Schweiz)
• Dexamethason, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
• Dinatriumhydrogenphosphat, Merck (Darmstadt, Deutschland)
• DNA-free-Kit, Ambion (Austin, USA)
• dNTPs, Fermentas (St. Leon Rot, Deutschland)
• DTT, Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
• DMEM high glucose (4,5 g/l), Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
• DMSO, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
• EDTA, Merck (Darmstadt, Deutschland)
• Ethanol 96%, Merck (Darmstadt, Deutschland)
• FBS (Fetales Kälberserum), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
• Formalin, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
• Glycerol 85%, Apotheke der Universität zu Lübeck (Lübeck, Deutschland)
• HCl 25%, Merck (Darmstadt, Deutschland)
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• HEPES 1M, Biomol (Hamburg, Deutschland)
• IBMX (Isobutylmethylxanthin), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
• IGEPAL CA-630, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
• Indomethacin, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
• Insulin (bovines), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
• Isopropanol, Merck (Darmstadt, Deutschland)
• Kaliumchlorid, Merck (Darmstadt, Deutschland)
• Kaliumdihydrogenphosphat, Merck (Darmstadt, Deutschland)
• Leupeptin, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
• MgCl2, Merck (Darmstadt, Deutschland)
• MycokillTM , PAA Laboratories GmbH (Pasching, Österreich)
• Natriumchlorid, Merck (Darmstadt, Deutschland)
• Natriumfluorid, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
• Natriumpyrophosphat, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
• NucleoSpin R© RNA II, Macherey Nagel (Düren, Deutschland)
• Oil Red O, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
• Oligo-p(dT)15-Primer, Roche Molecular Biochemicals (Mannheim, Deutschland)
• Penicillin/Streptomycin, BioWhittaker (Verviers, Belgien)
• PMSF, Boehringer (Mannheim, Deutschland)
• Puromycin, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
• RNase-Inhibitor, Roche Molecular Biochemicals (Mannheim, Deutschland)
• RT PCR Grade Water, Ambion (Austin, USA)
• SuperScript R© II Reverse Transscriptase, Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
• SYBR Green Mix, TaKaRa Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan
• T3 (Triiodthyronin), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
• TRIzol-Reagens, Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
• Trypsin, Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
• Vanadat, Merck (Darmstadt, Deutschland)

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

• Falcon-Röhrchen, Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland)
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• Faltenfilter, � 150mm, Whatman R© (Dassel, Deutschland)
• Filter Steritop Express plus 0,22 µm, Millipore Corporation (Billicore, USA)
• Latex-Handschuhe Peha-Soft, Paul Hartmann AG (Heidenheim, Deutschland)
• Mikroküvetten UVette, Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
• Parafilm M, American National Can. (St. Louis, USA)
• Pipettenspitzen:

– Biosphere Filter Tips (1, 10, 100 µl), Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
– Pipettenspitzen (10, 100, 200, 1000 µl), Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland)
– Stabpipetten (5, 10, 25, 50ml), Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland)

• Reaktionsgefäße:
– PCR Softtubes 0,5ml, Biozym Scientific GmbH

(Hessisch Oldendorf, Deutschland)
– RNase-free 1,5ml Microfuge Tubes, Ambion (Austin, USA)
– Safe-lock Tubes 2,0ml, Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

• 96-well-Reaktionsplatten, Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland)
• Zellkulturschalen:

– Tissue culture dish (100/150mm x 20mm), Sarstedt (Newton, USA)
– 6 well Multidish, Nunclon Surface, Nalge Nunc. International

(Roskilde, Dänemark)
• Zellschaber, Sarstedt (Nümbrecht, Hamburg)

2.1.4 Kulturmedien

Tabelle 2.1: Grundmedium

Reagenz Konzentration

DMEM high glucose (4,5 g/l) Grundlage
Fetales Kälberserum (FBS) 20%
Penicillin G 100U/ml
Streptomycin 100U/ml

Bei der Herstellung wurden alle Reagenzien mittels Steritop-Filtration gereinigt.
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Tabelle 2.2: Differenzierungsmedium

Reagenz Konzentration

DMEM high glucose (4,5 g/l) Grundlage
Fetales Kälberserum (FBS) 20%
Penicillin G 100U/ml
Streptomycin 100U/ml
Insulin 20 nmol/l
Triiodthyronin (T3) 1 nmol/l

Bei der Herstellung wurden alle Reagenzien mittels Steritop-Filtration gereinigt.

Tabelle 2.3: Induktionsmedium

Reagenz Konzentration

DMEM high glucose (4,5 g/l) Grundlage
Fetales Kälberserum (FBS) 20%
Penicillin G 100U/ml
Streptomycin 100U/ml
Insulin 20 nmol/l
Triiodthyronin (T3) 1 nmol/l
Indomethacin 250 µmol/l
Isobutylmethylxanthin (IBMX) 500 µmol/l

Bei der Herstellung wurden alle Reagenzien mittels Steritop-Filtration gereinigt.

2.1.5 Puffer und Lösungen

Tabelle 2.4: PBS (pH 7,4 bei Raumtemperatur)

Reagenz Konzentration

Natriumchlorid (NaCl) 80 g/l
Kaliumchlorid (KCl) 2 g/l
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 2 g/l
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) 14,4 g/l
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Tabelle 2.5: Oil Red O-Färbelösung

Reagenz Menge

Oil Red O 0,5 g
Isopropanol 70% 100ml

Tabelle 2.6: Lysispuffer pH 7,4 bei 4 ◦C

Reagenz Konzentration

HEPES 50mmol/l
NaCl 137mmol/l
Glycerol 85% 10% (V/V)
MgCl2 1mmol/l
KCl 1mmol/l
Natriumpyrophosphat 10mmol/l
NaF 10mmol/l
EDTA 2mmol/l
IGEPAL 1% (W/V)
Aprotinin 10 µg/ml (frisch zugegeben)
Leupeptin 10 µg/ml (frisch zugegeben)
PMSF 2mmol/l (frisch zugegeben)
Vanadat 2mmol/l (frisch zugegeben)

2.1.6 Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Tabelle 2.7: Transkriptase-Mix

Reagenz Beschreibung

2,00 µl First-Strand Buffer pH- und Elektrolyteinstellung (250mmol/l Tris-HCl
mit pH 8,3; 15mmol/l MgCl2; 375mmol/l KCl)

0,25 µl SuperScriptTM II Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) Reverse
Transkriptase mit eliminierter RNase H Aktivität [120]

0,50 µl DTT Konservierung der Enzyme durch Vermeidung der Oxi-
dation von Sulfhydryl-Gruppen zu Disulfidbindungen

0,25 µl RNase-Inhibitor Inaktivierung ubiquitär vorkommender RNasen
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Tabelle 2.8: Housekeeping- bzw. Zielgen-Ansatz

Reagenz Beschreibung

5 µl Sybergreen Interkalierender Zyanin-Farbstoff mit Lichtabsorption bei
λ=494 nm und -emission bei λ=521 nm.

1 µl Primer-Sense Startsequenz für Polymerase
1 µl Primer-Antisense Startsequenz für Polymerase am komplementären Strang
3 µl RNase-freies H2O Reaktionsmedium
2 µl cDNA-Probe

Tabelle 2.9: Primer-Tabelle

Primer Nukleotidabfolge

Housekeeping-Gen
• Sense AAG CGC GTC CTG GAT TGT CT
• Antisense CCG CAG GGG CAG CAG TGG T

UCP-1 (NM 009463) Verdünnung 1:10
• Sense GTA CTG GAA GCC TGG CCT TCA CCT TGG
• Antisense ATG GTG AAC CCG ACA ACT TCC GAA GTG

PGC-1α (NM 008904) Verdünnung 1:25
• Sense AGC ACA CGT TTA TTC ACG GGT
• Antisense GCC CCC AAG TCC TCA CAT G

Cytochrom c (NM 007808) Verdünnung 1:10
• Sense GGC TGC TGG ATT CTC TTA CAC A
• Antisense CCA AAT ACT CCA TCA GGG TAT CCT

NRF-1 (NM 010938) Verdünnung 1:50
• Sense GCA TGG AGC TCT ATC ATG GCA
• Antisense TGG CGT TCA TTC CAC CAG A

TFAM (NM 009360) Verdünnung 1:25
• Sense GAT GGC TGA AGT TGG ACG AAG
• Antisense GGG CCT AAT CCC AAT GAC AA

Alle Primer entstammten der Firma Biometra (Göttingen, Deutschland).
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2.1.7 Small interfering RNA

• Negative Control siRNA
• siRNA GR

– Sense r(GAC UUCA GBA UGG AGA AUU A)dTdT
– Antisense r(UAA UUC UCC AUG CUG AGU C)dTdG

Alle siRNAs wurden von der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) erworben.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellmodell

Die Experimente wurden in Fettzellen der Maus vorgenommen, welche sich aufgrund
der Analogie zum humanen Organismus und der Verfügbarkeit von MR-Knockout-
Zellen besonders gut eigneten. Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten, weißen
Präadipozyten entstammten der Mauslinie C57BL6. Einzig die Durchführung der MR-
KO-Experimente fand in braunen Zellen statt, die von Berger et al. aus genetisch
veränderten Mäusen (MR-/-) etabliert und in unserer Arbeitsgruppe nach bereits pu-
bliziertem Protokoll methodisch aufgearbeitet wurden [121–123].
Alle Zellarbeiten wurden in einer Laminar-Flow-Einheit unter keim- und partikelar-
men Bedingungen durchgeführt und entsprachen einer schnellen und sorgfältigen Ar-
beitsweise zur Vermeidung von langen Standzeiten außerhalb des Brutschrankes. Zum
Einsatz kamen nur autoklavierte oder sterilisierte Materialien sowie Reagenzien, die
unmittelbar vor ihrem Gebrauch im Wasserbad auf 37 ◦C aufgewärmt worden waren.

2.2.2 Zellkultur

Das Auftauen der im flüssigen Stickstoff gelagerten Präadipozyten erfolgte im Wasser-
bad bei 37 ◦C. Die Zellen wurden zusammen mit 25ml Grundmedium auf Petrischalen
mit einem Durchmesser von 150mm aufgetragen und durch vorsichtiges Schwenken
homogen auf dem Untergrund verteilt. Nachfolgend wurden die Kulturen täglich kon-
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trolliert, um eine gleichmäßige Proliferation zu gewährleisten. Als Ziel stand dabei die
Vermeidung von Zellanhäufungen im Vordergrund, um nicht an verschiedenen Stellen
des Zellrasens – bedingt durch Zell-Zell-Kontakte – eine vorzeitige Fetteinlagerung und
damit ein ungleichmäßiges Wachstum zu generieren. Die Kultivierung erfolgte im Wär-
meschrank bei 37 ◦C mit 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2.
Erreichte der Zellrasen entsprechend der eingesetzten Zellmenge nach 2-5 Tagen eine
Dichte von 70-80%, erfolgte die Passagierung der Präadipozyten. Dieser Schritt bein-
haltete das vorsichtige Absaugen des Grundmediums, das zweimalige Waschen mit PBS
sowie die proteolytische Ablösung der adhärierten Zellen von der Bodenplatte durch
Zugabe von 2,5ml Trypsin bei 37 ◦C für 3 Minuten. Die flottierenden Zellen wurden in
32,5ml Grundmedium aufgenommen und je nach Zelldichte der Suspension in Volumi-
na von ungefähr 3ml zum Fortbestand der Zelllinie auf eine Masterplatte (� 150mm)
überführt. Die portionierten Zellen erhielten zusätzlich 25ml Grundmedium und wur-
den im Anschluss in den Brutschrank zurückgestellt.
Zur Eradikation eventuell vorhandener intrazellulärer Mykoplasmen wurden die Mas-
terplatten unmittelbar nach dem Auftauen für eine Woche mit 2% MycokillTM gemäß
des Herstellerprotokolls behandelt und anschließend für weitere sieben Tage in Grund-
medium kultiviert.

2.2.3 Differenzierung und Zellstimulation

Die Kultivierung der Zellen für Experimente erfolgte entweder auf Petrischalen mit
einem Durchmesser von 100mm oder auf 6-well-Platten (6-well-Multidishes) im Rah-
men der siRNA-Versuche. Unmittelbar nach dem Splitten, d. h. der Überführung der
Zellen von einer Masterplatte auf Versuchsplatten analog zum Passagieren, wurden
die Präadipozyten in 10ml Differenzierungsmedium aufgenommen und unter täglicher
Kontrolle bis zur vollständigen Entwicklung eines Monolayers im Brutschrank auf-
bewahrt. Die Ergänzung des Grundmediums um Triiodthyronin und Insulin - dann
als Differenzierungsmedium bezeichnet - wirkt sich vorteilhaft auf die Zellentwicklung
aus, indem ersteres über die Regulation von fettzellspezifischen Transkriptionsfakto-
ren zur Steigerung der Lipogenese beiträgt [124, 125] und Insulin unter anderem die
Glukoseaufnahme durch die Einlagerung von Transportern in die Zellmembran för-
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dert [126–128]. Nach Erreichen der vollständigen Konfluenz des Zellrasens innerhalb
von 2-5 Tagen wurde das Differenzierungsmedium gegen Induktionsmedium ausge-
tauscht und für maximal 24 Stunden auf den Zellen belassen. Als Supplement im
Induktionsmedium diente sowohl das antiinflammatorisch und proliferativ wirksame
Indomethacin als auch 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) [129,130]. Letzteres fördert
als cAMP-Phosphodiesteraseinhibitor über den cAMP/PKA-Signalweg die mitotisch
klonale Expansion während der postkonfluenten Phase und leitet somit die Adipozy-
tendifferenzierung ein [131–133].
Während der 6-tägigen Differenzierungsphase mit der charakteristischen Einlagerung
von Fetttröpfchen wurde das Differenzierungsmedium täglich erneuert. Die chronische
Stimulation der Zellen mit dem jeweiligen Agonisten, Antagonisten bzw. der Kombina-
tion aus beiden begann jeweils mit der Induktionsphase und erfolgte durch Pipettieren
in die täglich wechselnde Nährlösung. Am Ende der Experimentalphase wurden die Zel-
len entweder sofort methodisch aufgearbeitet oder nach Dekantieren des Nährmediums
in flüssigen Stickstoff getaucht und bei -150 ◦C aufbewahrt.

2.2.4 Oil Red O-Färbung

Mit Hilfe dieses Diazofarbstoffs ist es möglich, neutrale Triglyzeride und Lipide zu vi-
sualisieren sowie photometrisch zu quantifizieren. Aufgrund seiner lipophilen Struktur
ist er in der Lage, die Zellmembranen zu überwinden und sich in den fetthaltigen Kom-
partimenten anzureichern.
Die übersättigte Stammlösung (siehe Tabelle 2.5 auf Seite 20) wurde mit bidestillier-
tem Wasser im Verhältnis 3:2 verdünnt und zum Ausschluss von Feststoffpartikeln
einer normobaren Filtration durch einen Faltenfilter unterzogen. Der Zellrasen auf den
Versuchsplatten wurde zweimal mit PBS gewaschen und mit 4%iger Formalinlösung
für mindestens 15min bei Raumtemperatur überschichtet. Nach Abgießen der Fixierlö-
sung erfolgte die Zugabe von jeweils 5ml der vorbereiteten Oil Red O-Färbelösung für
mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur. Durch das vorsichtige Abspülen des Zell-
rasens mit bidestilliertem Wasser konnten überschüssige Mengen an Färbelösung und
Feststoffpartikeln entfernt werden. In diesem Stadium wurde die Lipidakkumulation
lichtmikroskopisch untersucht und die Zellkulturschalen als Ganzes eingescannt. Der
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ausschließlich intrazellulär verbliebene Farbstoff wurde durch die Zugabe von 5ml Iso-
propanol auf jede Versuchsplatte für einen Zeitraum von 15min bei Raumtemperatur
extrahiert. Es folgte die 50-fache Verdünnung der gefärbten Alkohollösungen mit Iso-
propanol sowie die photometrische Messung der einzelnen Proben bei einer Wellenlänge
von 500 nm.

2.2.5 Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT PCR)

RNA-Isolation

Zur Gewinnung der Ribonukleinsäuren wurde das Prinzip des Thiocyanat-Phenol-
Chloroform-Extraktionsverfahrens angewendet, welches 1987 von Chomczynski und
Sacchi publiziert wurde [134, 135]. Aufgrund der toxischen Bestandteile erfolgte die
Durchführung aller Schritte unter dem Laborabzug und die Lagerung der Proben wäh-
rend der einzelnen Zwischenschritte auf Eis, um eine Degradation durch ubiquitär
vorkommende RNasen zu vermeiden.
Die bei -150 ◦C tiefgefrorenen Versuchsplatten wurden im leicht angetauten Zustand bei
Raumtemperatur mit jeweils 1ml Trizol R© überschichtet und unter Verwendung eines
Zellschabers in jeweils 1,5ml-Reaktionsgefäße überführt. Es folgte die Homogenisierung
der Proben im Vortexer für mindestens eine Minute und anschließend eine 10minütige
Zentrifugation mit 13000 rpm bei 4 ◦C. Die flüssige Phase zwischen dem oberen Li-
pidfilm einerseits und dem am Boden haftenden Pellet andererseits wurde vorsichtig
mittels einer Pipette in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Nach der Zugabe von
250 µl Chloroform wurde der Ansatz für 15 Sekunden gevortext und unter zuletzt ge-
nannten Bedingungen zentrifugiert. Im Reaktionsgefäß zeigten sich drei Phasen, deren
obere die RNA enthielt, während sich in der Inter- und der unteren Chloroform- und
Phenolphase DNA und Proteine anreicherten. Von der oberen, wässrigen Phase wurden
700 µl in ein neues 1,5ml-Reaktionsgefäß transferiert und eine gleich große Menge an
kaltem Isopropanol zupipettiert. Durch initial leichtes Schwenken und eine anschlie-
ßende, 10minütige Inkubationszeit führte dieser Reaktionsschritt zur Präzipitation der
gewünschten RNA. Der Reaktionsansatz wurde erneut für 10 Minuten mit 13000 rpm
bei 4 ◦C zentrifugiert und der Überstand durch vorsichtiges Dekantieren verworfen.
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Zur qualitativen Aufwertung der Ribonukleinsäure erfolgte ein Reinigungsschritt, in-
dem 1ml an 75%igem Ethanol zugegeben, die Suspension 15 Sekunden gevortext und
erneut unter identischen Bedingungen zentrifugiert wurde. Anschließend konnte die
überstehende Flüssigkeit vollständig mit einer Pipette entfernt und das zurückgeblie-
bene RNA-Pellet in 40 µl RNase-freiem Wasser gelöst werden. In diesem Stadium war
das Aufbewahren der Proben bei -80 ◦C bis zum nächsten Verarbeitungsschritt möglich.
Zwecks Aufreinigung der RNA-Proben folgte die enzymatische Spaltung von verbliebe-
ner DNA mittels spezifischer DNasen. Hierzu kam das RNA-Kit II von Macherey-Nagel
gemäß dem Herstellerprotokoll zur Anwendung.

Herstellung der cDNA

Die gleiche Gesamtmenge an RNA in jeder Probe ist die notwendige Voraussetzung, um
relative Expressionsänderungen eines Gens in verschiedenen Proben feststellen zu kön-
nen. Zur Bestimmung des Reinheitsgrades wurde ein Absorptionsverhältnis A260/280 mit
260 nm für RNA und 280 nm für Proteine von 1,7 bis 2 als valide eingestuft. Die spek-
troskopische Konzentrationsbestimmung der Proben erfolgte bei 260 nm in einer Ver-
dünnung von 1:50 als Doppelwert. Von jeder Probe wurde entsprechend der gemessenen
RNA-Konzentration ein Volumen mit exakt 3 µg RNA in ein neues Reaktionsgefäß pi-
pettiert und mit RNase-freiem Wasser auf identische Volumina von 18 µl aufgefüllt.
Es folgte die Herstellung und Zugabe des Primermixes, bestehend aus 1,5 µl Oligo-dT-
Primer und 1,5 µl dNTP-Mix pro Probe. Die 5minütige Inkubation bei 65 ◦C im Ther-
mocycler bewirkte eine Entfaltung der RNA und die Hybridisierung mit den Primern.
Den anschließend auf Eis gelagerten Proben wurde der vorbereitete Transkriptase-Mix
hinzupipettiert, dessen Zusammensetzung tabellarisch in Abschnitt 2.1.6 auf Seite 20
aufgelistet ist. Um die Primer mit Hilfe der thermostabilen Reversen Transkriptase zu
elongieren, erwärmte der Thermocycler die Proben zunächst für 60 Minuten auf 45 ◦C
und im Folgeschritt zwecks Inaktivierung des Enzyms für 15 Minuten auf 70 ◦C.
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Quantifizierende RT PCR

Die 1984 durch Kary Mullis entwickelte Polymerasekettenreaktion (engl. Polymerase
Chain Reaction) ist ein Verfahren zur Verfielfältigung von spezifischen einzel- oder dop-
pelsträngigen DNA-Abschnitten. Mit Hilfe von komplementären Sequenzen, sog. Pri-
mern, wird auf der DNA das gewünschte Zielgen flankiert und durch die hitzebestän-
dige DNA-Polymerase in Anwesenheit aller vier Desoxyribonukleinsäuretriphosphate
(dNTPs) die neue DNA des Zielgens synthetisiert. Ein solcher temperaturabhängiger
Zyklus führt somit zu einer Verdopplung des gewünschten DNA-Abschnitts und kann
beliebig oft, meist 25 bis 50 Mal, wiederholt werden. Ein entsprechender Amplifizie-
rungszyklus besteht aus drei Schritten: der Strangtrennung, der Hybridisierung und
der DNA-Synthese.
Die quantifizierende RT PCR wurde in einem Thermocycler der Firma Eppendorf
mit luftdicht verschliessbaren 96-well-Platten durchgeführt. Die Zusammensetzung des
Probenansatzes ist der Tabelle 2.8 auf Seite 21 zu entnehmen. Die Amplifizierung der
cDNA startete mit einer Erwärmung der Proben auf 95 ◦C und durchlief anschließend
40 Zyklen eines Zweiphasenprogramms bestehend aus 95 ◦C für 20 s und 60 ◦C für 30 s.
Das unabhängig von Zelltyp, Zellstadium und äußeren Einflüssen konstitutiv expri-
mierte Haushaltsgen 36B4 wurde als interner Standard eingesetzt, anhand dessen die
Expressionssteigerung oder -minderung eines gewünschten Zielgens bestimmt werden
konnte. Die Messung der einzelnen Proben erfolgte jeweils als Doppelbestimmung. In
Vorversuchen wurden die optimalen Bedingungen für jeden Primer bzw. jedes Ziel-
gen hinsichtlich Temperaturen, Zyklusdauer und Anzahl der Zyklen sowie Verdünnung
der cDNA-Proben erfaßt. Die Ergebnisse der Real-Time PCR wurden mit Hilfe der
44C-Methode berechnet [136,137]:

Ratio = (Etarget)4CPtarget(mean control - mean sample)

(Eref)4CPref(mean control - mean sample)

2.2.6 Short-interfering RNA

Ist der genetische Code eines bestimmten Zielgens bekannt, so eröffnet die RNA-
Interferenz die Möglichkeit, die Aktivität dieses Gens durch intrazelluläres Einschleu-
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sen sequenzspezifischer mRNA-Abschnitte zu verringern. Für den im Fachjargon als
Knockdown bezeichneten Prozess wurde in unserer Arbeitsgruppe die Technik der Nu-
kleofektion etabliert:
Die Präadipozyten wurden auf 6-well-Platten bis zur vollständigen Konfluenz in Diffe-
renzierungsmedium kultiviert. Es folgte die Behandlung der Zellen mit Dexamethason-
freiem Induktionsmedium für bis zu 24 Stunden und im Anschluss ein täglicher Wech-
sel des Differenzierungsmediums bis zum dritten Tag nach der Induktion. Nach zwei-
maligem, vorsichtigem Waschen mit PBS wurden die Zellen mittels Trypsin von der
Bodenplatte abgelöst und in Differenzierungsmedium resuspendiert. Die Zellen wur-
den gereinigt, indem sie zwei Mal mit 800-facher Erdbeschleunigung für 5 Minuten
bei Raumtemperatur zentrifugiert und zwischenzeitlich in PBS resuspendiert wurden.
Im Anschluss wurden dem verbliebenen Pellet 200 pmol entweder einer GR-spezifischen
siRNA oder einer Negativkontrolle mit scrambled siRNA zugegeben und der Ansatz mit
100 µl einer Nukleofektionslösung versehen. Die Durchführung der eigentlichen Elek-
troporation mit dem NucleofectorTM der Firma Amaxa lehnte sich an die Vorgabe des
Herstellers an und erlaubte durch ein starkes elektrisches Feld eine Permeabilitätsstei-
gerung der Zellmembranen. Die transfizierten Zellen wurden für zwei weitere Tage mit
Differenzierungsmedium versorgt und desweiteren über Nacht in DMEM aufbewahrt,
um einen Einfluss durch hormonhaltiges Serum zu vermeiden. Am sechsten Tag nach
der Induktion wurden 100 nmol Kortikosteron hinzupipettiert und für zwei Stunden
auf den Zellen belassen, bevor sie in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -150 ◦C
gelagert wurden.
Das Ausmaß des Knockdown wurde mittels quantitativer Real-Time PCR bestimmt,
wobei jeweils die Proben mit GR-spezifischer siRNA denen mit scrambled siRNA, die
aufgrund einer Nonsense-Nukleotidabfolge keine Hybridisierungstendenz aufwiesen, ge-
genübergestellt wurden. Um einen nachteiligen Einfluss der Elektroporation auf die
Adipozyten auszuschließen, wurden jeweils Kontrollzellen parallel kultiviert, die nicht
der Nukleofektion ausgesetzt waren.
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Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau der O2-Messapparatur

2.2.7 Sauerstoffverbrauch

Die Hauptquelle zur Erzeugung von Energie in Form von ATP befindet sich in eukar-
yotischen Organismen innerhalb der Mitochondrien. Durch die oxidative Phosphory-
lierung werden Elektronen von den Reduktionsäquivalenten NADH und FADH2 über
eine Reihe von Elektronenträgern auf O2 übertragen. Der Sauerstoffverbrauch stellt
somit das Endglied in der zellulären Atmungskette und damit dem Prozess der Ener-
giegewinnung dar.

Apparatur:

In Abbildung 2.1 wird der Aufbau des Oxygraph-Systems der Firma Hansatech Instru-
ments dargestellt. Die Probenkammer selbst ist zusammengesetzt aus einer Elektro-
denplatte und einem Hohlzylinder aus Plexiglas, in dessen Wandung vortemperiertes
Wasser aus einem Heizbad zirkuliert und auf diese Weise eine optimale Temperatur
von 37 ◦C gewährleistet. Durch Zugabe eines Ministabmagneten in die Probenkammer
und Positionierung der Apparatur auf einem Magnetrührer ist die vollständige Durch-
mischung der Zellsuspension während der gesamten Messung möglich. Die elektrischen
Signale aus der Probenkammer werden an einen Computer weitergeleitet und können
unter Verwendung der Herstellersoftware OxygraphPlus visualisiert werden.
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Aufbau:

Der Zusammenbau der Probenkammer begann mit dem Aufbringen von einigen Trop-
fen einer halbgesättigten Kaliumchloridlösung (17,5 g KCl in 100ml H2O) sowohl auf
die Platinelektrode an der Kuppelspitze als auch auf die zirkuläre Silberelektrode am
Boden der Messzelle. Um die räumlich voneinander getrennten Leiter elektrisch mitein-
ander zu verbinden, wurde ein 2 cmx 2 cm großes Stück Zigarettenpapier auf die Kup-
pelspitze aufgesetzt. Infolgedessen saugte das Papier die Flüssigkeit auf und legte sich
haubenartig über die Kuppel, sodass sich eine „flüssige Strombrücke“ zwischen der Pla-
tinkathode und der Silberanode bildete. Als Trennung zwischen der Platin-Elektrode
und der darüber befindlichen Zellsuspension wurde eine sauerstoffdurchlässige Teflon-
membran (2 cmx 2 cm) aufgesetzt. Diese wurde über das flüssigkeitsgetränkte Papier
gelegt und mit einem Gummiring unter Zuhilfenahme eines Applikators luftblasenfrei
über die Kuppel gestreift. Nach Zugabe von weiterer KCl-Lösung auf die Silberelek-
trode und Aufsetzen der Dichtungsringe wurde der Hohlzylinder aus Plexiglas auf die
Elektrodenplatte aufgeschraubt und die elektrische Verbindung zum Computer herge-
stellt.

Kalibration:

Nach dem Start der Software OxygraphPlus auf dem angeschlossenen Computer wur-
den die Werte für Temperatur und Luftdruck eingegeben. Die Probenkammer wurde
zunächst durch die Verbindung zum Heizbad auf 37 ◦C vortemperiert und anfänglich
mehrfach mit destilliertem Wasser gespült. Es folgte das Einfüllen von 1ml dH2O und
das Einbringen eines Ministabmagneten in die Probenkammer. Der Rührfisch wurde
sowohl beim Kalibrieren als auch bei den eigentlichen Messungen stets mit einer Rota-
tionsgeschwindigkeit von 50 Umdrehungen pro Sekunde betrieben. Um die Dichtigkeit
der Teflonmembran zu überprüfen, wurde der laufende Rührfisch jeweils nach 5 und
30 Minuten angehalten und die ganze Messzelle auf die Entwicklung von Gasansamm-
lungen abgesucht. Es folgte der Verschluss der Probenkammer mit einem passenden
Plexiglaszylinder gegenüber dem umgebenden Luftsauerstoff. Über das Computerpro-
gramm wurde das automatische Kalibrierungsverfahren gestartet und mit dem Einlei-
ten von reinem Stickstoff in die Probenkammer fortgesetzt, um den Sauerstoff vollstän-
dig aus der Probenkammer zu verdrängen und somit eine Nulllinie festzulegen.
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Messung des Sauerstoffgehalts:

Die Adipozyten wurden in 10 cm-Schalen kultiviert und bis zum Tag 6 chronisch sti-
muliert. Die Versuchsplatten wurden nacheinander der Sauerstoffmessung zugeführt,
dessen Durchführung aus Gründen der Reproduzierbarkeit einem exakten Zeitproto-
koll unterworfen war.
Vor jeder Messreihe wurde die Probenkammer zunächst mehrfach mit DMEM gespült
und eine Kontrollmessung zur Bestätigung der intakten Teflonmembran mit 1ml rei-
nem DMEM für mindestens 6 Minuten durchgeführt. Anschließend wurden in die Pro-
benkammer des Oxygraphen 600 µl DMEM vorgelegt. Die zu messende Versuchsplatte
wurde dem Brutschrank entnommen, das Nährmedium abgesaugt und die adhärenten
Fettzellen zweimalig mit PBS gewaschen. Zur Vereinzelung der Zellen erfolgte die Zu-
gabe von 1ml Trypsin und eine 3-minütige Inkubation bei 37 ◦C im Brutschrank. Mit
Hilfe eines Zellschabers wurden die Adipozyten quantitativ von der Bodenplatte abge-
löst und die weitere Vereinzelung durch wiederholtes Pipettieren forciert. Die Überfüh-
rung der Zellen in 10ml Differenzierungsmedium inaktivierte schließlich das Trypsin
durch seinen Gegenspieler Antitrypsin und die Zellvereinzelung wurde durch erneutes
Pipettieren weiter vervollständigt. Bei 1500 rpm und 37 ◦C schloss sich eine 3-minütige
Zentrifugation der Suspension mit anschließendem Entfernen des Überstandes an. Das
verbliebene Pellet wurde in 1ml DMEM aufgenommen und mit einer 1000 µl-Pipette
vorsichtig durchmischt. Anschließend wurden 400 µl dieser Zellsuspension zu den vorge-
legten 600 µl DMEM in die Probenkammer des Oxygraphen pipettiert. Die eigentliche
Messung des Sauerstoffverbrauchs startete unmittelbar nach Verschluss der Messzelle
durch Aktivierung über das Computerprogramm und dauerte in allen Fällen mindes-
tens 6 Minuten. Am Ende jeder Messung wurden bei laufendem Magnetrührer exakt
800 µl der gemessenen Zellsuspension für die nachfolgende Proteinmengenbestimmung
in ein 1,5ml-Reaktionsgefäß überführt, für 5 Minuten bei 4 ◦C mit 1500 rpm zentrifu-
giert, anschließend der Überstand verworfen und das Zellpellet nach Resuspension mit
500 µl frisch angesetztem Lysispuffer (siehe Tabelle 2.6 auf Seite 20) bei 80 ◦C gelagert.
Nach Abschluss der gesamten Messreihe wurde erneut eine DMEM-Kontrollmessung
ausgeführt, um einerseits die Funktionalität der Teflonmembran sicherzustellen und
andererseits die Veränderung der Sauerstoffpermeabilität in die exakte Berechnung
aufnehmen zu können.
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Funktionsprinzip:

Elektrochemisch nimmt der durch die Teflonmembran diffundierende Sauerstoff an der
negativen Platinkathode Elektronen auf und wird über die Zwischenstufe des Wasser-
stoffperoxids zu Hydroxylionen reduziert. Gleichzeitig geben die Silberatome an der
Anode Elektronen ab und bilden als Ag+-Ionen mit den Cl--Ionen aus der überstehen-
den Lösung schwerlösliches Silberchlorid. Diese Verbindung wird nach vielen Messun-
gen makroskopisch als schwarze Verfärbung auf der Silberanode sichtbar und ist mittels
feinem Schleifpapier leicht zu entfernen. Durch die Abschirmung der Platinelektrode
gegenüber der Zellsuspension kommt ein Stromfluss nur durch die Anwesenheit des
gelösten Sauerstoffs zustande. Der in der Zellsuspension vorhandene Sauerstoffpartial-
druck ist somit direkt proportional zum gemessenen Stromfluss.

Messung der Proteinmenge:

Zur Vergleichbarkeit der einzelnen Sauerstoffmessungen wurde jeweils die Zellzahl an-
hand der Proteinmenge abgeschätzt. Die im Lysispuffer eingefrorenen Proben aus jeder
Sauerstoffmessung wurden auf Eis aufgetaut und anschließend im Schwenkrad bei 4 ◦C
für 10 Minuten durchmischt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt ebenfalls bei 4 ◦C mit
13000 rpm für weitere 10 Minuten. Die spektroskopische Messung der Konzentration
der im Überstand enthaltenen Proteine erfolgte nach der Methode von Bradford durch
die Verwendung von BSA-Standard und Bradford Proteinassay bei λ=280 nm.

2.2.8 Statistische Auswertung

Die Berechnungen wurden mit dem Programm SigmaStat Version 3.0 durchgeführt,
die graphische Darstellung erfolgte mittels SigmaPlot Version 10.0 von Systat Software.
Zur Überprüfung eines signifikanten Unterschieds zwischen den Mittelwerten der jewei-
ligen Versuchsbedingung vom Sollwert der Kontrolle wurde der Einstichproben-t-Test,
zwischen den Versuchsbedingungen untereinander die univariate Varianzanalyse (One-
way-ANOVA) angewendet. Bei einem p-Wert < 0,05 erfolgte die Kennzeichnung als
signifikant mit einem Asteriskus (?), bei zusätzlicher Erfüllung der Bonferroni-Holm-
Prozedur mit zwei Asterisken (??). Den Prozentangaben im Text wurden zusätzlich
die 95%-Konfidenzintervalle angefügt.
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3.1 Transdifferenzierung

3.1.1 Differenzierungsverhalten

Eine wesentliche Voraussetzung zur Objektivierung der Messergebnisse ist die glei-
che Differenzierung zwischen behandelten und unbehandelten Zellen. Um dieser An-
forderung gerecht zu werden, wurde die Einlagerung von Lipidtropfen während der
Differenzierungsphase untersucht. Nach Aussaat der Präadipozyten und Erreichen der
vollständigen Konfluenz wurden die Zellen für 24 Stunden in Induktionsmedium kul-
tiviert und in den folgenden 6 Tagen chronisch mit Stimulations- oder Kontrolllösung
behandelt. Die lipidspezifische Oil Red O-Färbung wurde am Tag 0 direkt nach Ablauf
der Induktion, am Tag 3 sowie am Tag 6 durchgeführt. Die Intensität der Rotfärbung
ist dabei direkt proportional zur gebildeten Menge an Lipiden (siehe Abschnitt 2.2.4
auf Seite 24). Die Behandlung der Adipozyten mit Aldosteron, Dexamethason oder
wirkstofffreier Kontrolllösung lieferte während der gesamten Differenzierungsphase we-
der auf mikroskopischer Ebene (Daten nicht gezeigt) noch auf makroskopischer Ebene
signifikante Unterschiede (siehe Abbildung 3.1 auf Seite 34).
Zur Objektivierung der bildmorphologischen Eindrücke wurde jeweils der Oil Red O-
Farbstoff mittels Isopropanol aus den fetthaltigen Kompartimenten der Zellen her-
ausgelöst und die Konzentration spektroskopisch gemessen (siehe Abbildung 3.2 auf
Seite 35). Die ergänzende Methode bestätigte, dass die chronische Stimulation keinen
Einfluss auf das Differenzierungsverhalten ausübte.
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Abbildung 3.1: Differenzierungsverhalten unter chronischer Stimulation
Um die Einlagerung der Lipidtropfen während der Differenzierungsphase charakterisieren zu
können, wurden die Adipozyten entweder mit Aldosteron (Grafik oben) oder mit Dexame-
thason (Grafik unten) chronisch behandelt und jeweils an Tag 0, Tag 3 und Tag 6 einer Oil
Red O-Färbung unterzogen. Beide Darstellungen zeigen repräsentative Ergebnisse von jeweils
sechs unabhängig durchgeführten Experimenten.
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Abbildung 3.2: Spektroskopische Messung der Oil Red O-Färbungen an Tag 6
Die Adipozyten wurden ab Induktion bis zum Tag 6 jeweils chronisch mit Aldosteron (oben)
oder mit Dexamethason (unten) in verschiedenen Konzentrationen behandelt. Nach Färbung
der Fetttröpfchen mit einer lipidspezifischen Oil Red O-Lösung wurde der Farbstoff extrahiert
und spektroskopisch vermessen. Es zeigten sich keinerlei Unterschiede im Differenzierungs-
verhalten bei jeweils sechs insgesamt durchgeführten Experimenten. Die Säulendiagramme
stellen die Mittelwerte und Standardfehler dar.
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3.1.2 Expression brauner Fettzellmarker

Braune Adipozyten haben im Gegensatz zu den weißen die besondere Fähigkeit, die oxi-
dative Phosphorylierung von der ATP-Produktion zu entkoppeln. Eines der an diesem
Prozess beteiligten Proteine ist das UCP-1, welches einen Kurzschluss in der mitochon-
drialen Protonenbatterie ermöglicht und folglich in der Energiebilanz Wärme freisetzt.

Abbildung 3.3: Wirkung von MR und GR auf die RNA-Expression von UCP-1
Infolge einer chronischen Stimulation mit Aldosteron zeigte sich eine Steigerung der UCP-1-
mRNA-Expression, die in Anwesenheit von Eplerenon tendenziell auf Kontrollniveau antago-
nisierbar war. Durch entsprechende Behandlung mit Dexamethason kam es zu einer hoch-
signifikanten Hemmung. Beide Abbildungen illustrieren die Ergebnisse als Mittelwerte aus
sechs unabhängigen Versuchen mit den jeweiligen Standardfehlern (p-Werte < 0,05 mit zu-
sätzlich bestandener Bonferroni-Holm-Prozedur sind mit zwei Asterisken gekennzeichnet).
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Beim Vergleich der chronisch bis zum Tag 6 stimulierten Zellen ergaben sich hinsichtlich
der mineralo- und glukokortikoiden Wirkungen gegensätzliche Ergebnisse. Die Verwen-
dung von 10 nM Aldosteron führte zu einer Erhöhung um 60% (95%-KI: 0,93 bis 2,29)
bei der Bildung von mRNA für UCP-1 bezogen auf die Ethanol-Kontrolle. Um zu zei-
gen, dass diese Wirkung spezifisch über den mineralokortikoiden Rezeptor übermittelt
wird, wurden Experimente mit dem selektiven Antagonisten Eplerenon durchgeführt.

Abbildung 3.4: Kortikoide Wirkung auf die PGC-1α-Expression
Die mineralokortikoide Behandlung führte bei chronischer Exposition vollständig reversibel
zu einer Steigerung der mRNA-Menge von PGC-1α (obere Grafik), während die chronische
Exposition mit Dexamethason keine Wirkung hatte (untere Grafik). Beide Darstellungen zei-
gen die Säulendiagramme als Mittelwerte mit Standardfehlern aus jeweils sechs unabhängigen
Versuchen. Signifikante p-Werte < 0,05 sind mit einem Asteriskus, bei zusätzlich bestandener
Bonferroni-Holm-Prozedur mit zwei Asterisken gekennzeichnet.
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Sowohl in der Kombination von Agonist und Antagonist als auch in Anwesenheit von
Eplerenon allein waren die Effekte auf Kontrollniveau. Bei identischen Versuchsbedin-
gungen mit 10 nM bzw. 100 nM Dexamethason im Nährmedium wurde hingegen die
Expression der UCP-1-mRNA in beiden Fällen hochsignifikant um 80% (95%-KI: 0,03
bis 0,37) bzw. 62% (95%-KI: 0,16 bis 0,60) reduziert.
PGC-1α stellt neben UCP-1 einen weiteren spezifischen Marker für braunes Fettgewebe
dar. Es spielt eine Schlüsselrolle für den Differenzierungsprozess in braunen Fettzellen
und ist für die Regulation des Energiemetabolismus inklusive der mitochondrialen Bio-
genese verantwortlich.
Durch die chronische Stimulation mit Aldosteron kam es zu einer signifikanten Steige-
rung um mehr als 50% (95%-KI: 1,21 bis 1,86). In Kombination mit Eplerenon genauso
wie im Vergleich zur Eplerenonbehandlung allein zeigte sich die PGC-1α-Expression
auf Kontrollniveau.
Eine glukokortikoide Beeinflussung durch Dexamethason in den verwendeten Konzen-
trationen konnte nicht festgestellt werden.

3.2 Thermogenese

3.2.1 Einfluss auf die mitochondriale Biogenese

Um die Effekte von gluko- und mineralokortikoiden Rezeptoren auf die Thermogenese
genauer zu untersuchen, ist ein Blick auf mitochondriale Marker unerlässlich. Ein we-
sentlicher Bestandteil der Atmungskette ist dabei Cytochrom c, welches in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisiert ist. Dieses Protein ist als Elektronenakzeptor und
-donator direkt an der Ladungstransportkette beteiligt, sodass die Expression Hinwei-
se auf die Menge der Mitochondrien und folglich auf den Energiemetabolismus liefert.
Wurden die Zellen bis Tag 6 dauerhaft einer Konzentration von 10 nM Aldosteron aus-
gesetzt, erhöhte sich die Bildung von mRNA signifikant und war unter Zugabe des
Antagonisten vollständig reversibel.
Die chronische Stimulation mit Dexamethason zeigte hingegen keinen signifikanten Ef-
fekt, wobei ein dosisabhängiger Trend zur Erhöhung deutlich wurde.
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Abbildung 3.5: Kortikoide Wirkung auf die Cytochrom-c-Expression
Unter dem chronischen Einfluss von Aldosteron zeigte sich, wie in der oberen Abbildung
dargestellt, eine signifikante Erhöhung. In Anwesenheit des mineralokortikoiden Antagonis-
ten Eplerenon wurde dieser Effekt komplett aufgehoben. Konzentrationsabhängig entwickelte
Dexamethason zwar ebenfalls tendenziell eher eine Steigerung, die aber in insgesamt sechs un-
abhängigen Versuchen als nicht signifikant zu bewerten ist (untere Abbildung). Illustriert sind
die Mittelwerte mit Standardfehlern, deren Signifikanzniveau im Fall von p-Werten < 0,05
mit einem Asteriskus gekennzeichnet sind.

NRF-1 (nuclear respiratory factor-1 ) ist wesentlich beteiligt an der Expression von re-
spiratorischen Untereinheiten sowie mitochondrialen Transkriptionsfaktoren und wird
als ein Bindeglied in den nukleo-mitochondrialen Verknüpfungen gesehen. Als Dimer
mit PGC-1α ist das Protein in der Lage, unter anderem TFAM (transcription factor A,

mitochondrial) zu induzieren und so die mitochondriale Biogenese ausgehend vom Zell-
kern zu beeinflussen. Hinsichtlich beider Marker untermauern diese Versuche sowohl für
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Abbildung 3.6: Kortikoide Wirkung auf die NRF-1-Expression
Dargestellt ist die Expression des nukleären Respirationsfaktors-1 (NRF-1) unter chronischer
MR- und GR-Stimulation. Die signifikante Steigerung der Expression durch Aldosteron konn-
te mittels Eplerenon als selektiven MR-Antagonisten aufgehoben werden. Unter Aktivierung
des glukokortikoiden Rezeptors stellte sich eine dosisabhängige Verstärkung dar. Die Säu-
lendiagramme zeigen die Mittelwerte aus sechs unabhängigen Experimenten mit jeweiliger
Standardabweichung. Signifikante p-Werte < 0,05 sind mit einem, bei zusätzlich bestandener
Bonferroni-Holm-Prozedur mit einem doppelten Asteriskus versehen.

die mineralokortikoide als auch für die glukokortikoide Behandlung unter chronischen
Bedingungen die bisherigen Ergebnisse: Aldosteron erhöhte reversibel die Expression
sowohl von NRF-1 als auch tendenziell von TFAM, während Dexamethason in der nied-
rigen Konzentration keinen Effekt zeigte und bei 100 nM eher eine Expressionszunahme
bewirkte.
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Abbildung 3.7: Kortikoide Wirkung auf die TFAM-Expression
In den Grafiken ist die Expression des mitochondrialen Transkriptionsfaktors A (TFAM)
unter 6-tägiger Stimulation des MR bzw. GR dargestellt. Unter Zugabe von 10 nM Aldos-
teron zeigte sich ein tendenziell reversibler Anstieg um 20% bezogen auf die Kontrolle. Die
Stimulation mit 10 nM Dexamethason war wirkungslos, bei 100 nM kam es zu einem nicht-
signifikanten Anstieg um knapp 30% der TFAM-Expression. Die Diagramme zeigen jeweils
die Mittelwerte mit Standardfehlern von sechs unabhängig durchgeführten Experimenten, die
bei einem Signifikanzniveau von p < 0,5 mit einem Asteriskus gekennzeichnet sind.

3.2.2 Stimulation in GR-Knockdown-Zellen mit Kortikosteron

Die chronische Exposition der Adipozyten mit Aldosteron hatte in den vorangegangen
Experimenten eine deutliche Steigerung der UCP-1 und PGC-1α-Expression gezeigt,
die unter Anwesenheit des Antagonisten Eplerenon vollständig reversibel waren. Wäh-
rend unter gleichen Bedingungen die Stimulation mit Dexamethason für UCP-1 den ge-
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genteiligen und für PGC-1α keinen Effekt erbrachte, wurde das RNA-Expressionsprofil
von beiden Markern bei vermindert exprimiertem GR mittels der Methode der short-
interfering RNA untersucht. Dafür wurden weiße Fettzellen nach initialer Kultivierung
in Differenzierungsmedium einem GR-spezifischen Knockdown am Tag 3 nach der In-
duktion unterzogen. Die Menge des glukokortikoiden Rezeptors wurde dabei mittels
RNA-Expressionsanalyse bestimmt und konnte durchschnittlich um 80% reduziert wer-
den (Daten nicht gezeigt). An Tag 6 erfolgte eine 2-stündige Stimulation mit 100 nM
Kortikosteron, welches ein agonistisches Potenzial sowohl für den mineralokortikoiden
als auch den glukokortikoiden Rezeptor bietet. Als Resultat fand sich eine signifikante
Steigerung von UCP-1 um mehr als 50% (95%-KI: 141,67 bis 167.00).

Abbildung 3.8
Expressionssteigerung von UCP-1 und PGC-1α durch GR-Knockdown
Nach einer vorausgegangenen Transfektion mit GR-spezifischer siRNA wurden die Adipozy-
ten an Tag 6 für 2 Stunden mit 100 nM Kortikosteron stimuliert. Das Balkendiagramm zeigt
die deutliche Expressionssteigerung von UCP-1 und PGC-1α unter Berücksichtigung des kon-
stitutiv exprimierten Kontrollgens 36B4. Die Darstellung veranschaulicht die Mittelwerte und
Standardfehler von drei unabhängigen Versuchen (doppelter Asteriskus bei p-Werten < 0,05
und zusätzlich bestandener Bonferroni-Holm-Prozedur).
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Abbildung 3.9: UCP-1-Expression in MR-Knockout-Präadipozyten
Nach Erreichen der vollständigen Konfluenz wurde die basale UCP-1-Expression in MR-
Knockout-Zellen mit Wildtyp-Kontroll-Adipozyten verglichen. Die Synthese von mRNA kam
durch das Fehlen des mineralokortikoiden Rezeptors praktisch zum Erliegen. Die Grafik illus-
triert die Ergebnisse als Mittelwerte aus drei unabhängigen Versuchen mit jeweiligem Stan-
dardfehler. Bei einem p-Wert < 0,05 und zusätzlich bestandener Bonferroni-Holm-Prozedur
erfolgte die Kennzeichnung mit einem doppelten Asteriskus.

3.2.3 Basale UCP-1-Expression in MR-Knockout-Zellen

Eine vielversprechende Möglichkeit, um die Beteiligung eines Rezeptors an einem be-
stimmten Effekt nachzuweisen, liegt in der Stilllegung des Rezeptors selbst. An dieser
Stelle sei ein herzlicher Dank gerichtet an Julia Hoppmann für die umfangreichen Ar-
beiten sowohl bezüglich der GR-Knockdown- als auch der MR-Knockout-Experimente.
Um den Einfluss des mineralokortikoiden Rezeptors bezüglich der Thermogenese zu
untersuchen, wurden braune Fettzellen aus sog. MR-Knockout-Mäusen kultiviert. Der
Nachweis der erfolgreichen, mineralokortikoiden Rezeptordepletion konnte mittels Ge-
notypisierung geführt werden. Bei der Kultivierung dieser MR-Knockout-Zellen zeigte
sich allerdings eine ausgesprochen geringe Differenzierungstendenz, sodass zum Aus-
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schluss entwicklungsbedingter Inhomogenitäten die Durchführung der Experimente un-
mittelbar nach Erreichen der Konfluenz sinnvoll erschien. Dabei wurde bewußt auf die
folgende Induktion zum Einleiten der Differenzierungsphase verzichtet, da die Zuga-
be von Indomethacin und IBMX für initiale Stoffwechselveränderungen gesorgt hätte.
Durch den fehlenden mineralokortikoiden Rezeptor kam es zu einer hochsignifikanten
Reduktion der basalen UCP-1-mRNA-Expression um mehr als 98% (95%-KI: -2,03 bis
5,01).

3.2.4 Beeinflussung des Sauerstoffverbrauchs via MR und GR

Die Atmungskette ist ein elementarer Bestandteil für die Energiegewinnung und fin-
det bei Eukaryonten in den Mitochondrien statt. Einer der letzten Schritte innerhalb
dieser komplexen Reaktionskaskade ist die exergonische Reduktion von Sauerstoff zu
Wasser. Die Messung dieses O2-Verbrauchs ermöglicht somit direkte Aussagen über die
Aktivität der Mitochondrien.
Im vorliegenden Experiment wurden die Adipozyten chronisch ab der Induktionsphase
entweder mit 100 nM Aldosteron oder mit 10 nM bzw. 100 nM Dexamethason behan-
delt. Die Sauerstoffverbrauchsmessung wurde am Tag 6 durchgeführt und zur Feststel-
lung identischer Zellmengen um eine Proteinmessung ergänzt. Im Endergebnis zeigte
sich durch die mineralokortikoide Stimulation eine signifikante Erhöhung des oxidativen
Stoffwechsels um 25% (95%-KI: 107,59 bis 144,16), welcher durch die Antagonisierung
mit Eplerenon vollständig reversibel war. Die Aktivierung der glukokortikoiden Rezep-
toren bewirkte in niedrigen Konzentrationen mit Dexamethason keinen signifikanten
Effekt, während in 10-fach höheren Dosen eine deutliche Steigerung des Sauerstoffver-
brauchs um knapp 70% (95%-KI: 153,10 bis 185,70) gemessen wurde.
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Abbildung 3.10: Sauerstoffverbrauch in Adipozyten
Fettzellen wurden ab Induktion entweder mit Aldosteron oder Dexamethason chronisch be-
handelt und bis zum Tag 6 vollständig differenziert. Die Messung des O2-Verbrauchs zeigte
eine reversible, signifikante Steigerung durch Stimulation des MR mittels Aldosteron, wäh-
rend eine glukokortikoide Aktivierung durch Dexamethason nur in hohen Dosen verstärkend
wirkte. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehlern aus vier unabhängigen Versu-
chen (p-Werte < 0,05 sind mit einem, bei zusätzlich bestandener Bonferroni-Holm-Prozedur
mit zwei Asterisken gekennzeichnet).
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Adipositas stellt einen Manifestationsfaktor für das Metabolische Syndrom dar und be-
günstigt die Genese von kardiovaskulären, neoplastischen und endokrinologischen Er-
krankungen. Ein Überschuss an Fettmasse, besonders im viszeralen Bereich, ist dabei
assoziiert mit Insulinresistenz, Hyperglykämie, Dyslipoproteinämie, arterieller Hyper-
tension sowie prothrombotischen und proinflammatorischen Zuständen [138–143]. Die
Existenz des mineralo- und glukokortikoiden Rezeptors im Fettgewebe ist seit langem
bekannt [144–146] und erst kürzlich wurden ihre Wirkungen bezüglich subchronischer
Entzündungsprozesse und Adipogenese beschrieben [147–149].
Die Beeinflussung der Thermogenese durch das Fettgewebe sowie die Transdifferenzie-
rung weißer Adipozyten in Richtung eines braunen Fettzellphänotyps als antiadipö-
se Strategie ist in der wissenschaftlichen Literatur nur unzureichend erforscht. Die
vorliegende Arbeit analysiert daher erstmals die Wirkung der beiden Steroidhormon-
rezeptoren auf den oxidativen Metabolismus im weißen Fettgewebe und belegt eine
prothermogene, transdifferenzierende Wirkung infolge Stimulation des mineralokorti-
koiden Rezeptors sowie einen überwiegend konträren Effekt durch den glukokortikoiden
Rezeptor.
Die Durchführung der Experimente erfolgte in einem eingehend charakterisierten und
etablierten Zellmodel mit SV 40 T-Antigen-immortalisierten Adipozyten. In den jewei-
ligen Stimulationsversuchen wurden Aldosteron bzw. Dexamethason als Agonisten für
den MR bzw. GR sowie Eplerenon als selektivem MR-Gegenspieler eingesetzt. In den
folgenden Abschnitten wird auf das Differenzierungsverhalten, die veränderten Expres-
sionsmuster hinsichtlich brauner Fettzellmarker, auf die Veränderung in der mitochon-
drialen Biogenese sowie auf die Beeinflussung des Sauerstoffverbrauchs als Endglied
des energetischen Stoffwechsels näher eingegangen.
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Um die Signaltransduktion über den jeweiligen Rezeptortypus deutlicher hervorzuhe-
ben, wurden zudem Versuche in GR-Knockdown- und MR-Knockout-Zellen miteinbe-
zogen.

4.1 Transdifferenzierung

4.1.1 Differenzierungsverhalten

Die in den Experimentalreihen eingesetzten Zellen entstammen dem etablierten Zell-
modell von Herrn Prof. Dr. med. Klein und beinhalten alle wesentlichen Merkmale einer
Fettzelle hinsichtlich Thermogenese, Insulinsensitivität, Adipokinexpression und Lipid-
akkumulation [122,123]. Um möglichst Fettzellen mit einem hohen Proliferations- und
Differenzierungspotential zu erhalten, wurde die Entnahme des Gewebes aus neuge-
borenen Mäusen getätigt [150–152]. Die anschließende Immortalisierung der Fettzellen
gestattete die Kultivierung einer Zelllinie, welche im Gegensatz zu stets neu entnom-
menen Fettzellen eine ständige Verfügbarkeit, Reinheit, genaue Handhabung, einen
homogenen Zellzyklus und unverfälschte Ergebnisse – ausgelöst beispielsweise durch
Differenzierungsunterschiede – garantierte.
Wie sich in den letzten Jahren gezeigt hat, ist die Differenzierung von Adipozyten mit
einem ausgesprochen komplexen Netzwerk von Transkriptionsfaktoren und Signalwe-
gen verknüpft [150,153,154]. Bezüglich des mineralokortikoiden Rezeptors liegen sowohl
für weiße als auch für braune Adipozyten wissenschaftliche Daten vor. Penfornis et al.
beobachteten in braunen T37i-Zellen einen induktiven Effekt von Aldosteron auf die
Einlagerung von Triglyzeriden und die Expression früh in der Differenzierungsphase
auftretender Adipogenesemarker [155]. Für Fettzellen mit weißem Phänotypus liegen
analoge Daten von Caprio et al. sowie von Rondinone et al. vor [145,148]. Im Einklang
mit diesen Ergebnissen konnte in unserer Arbeitsgruppe ebenfalls eine erhöhte Lipid-
akkumulation bei chronischer Stimulierung mit Aldosteron festgestellt werden, wenn
die Zellen in entsprechender Weise mit steroidfreiem Medium kultiviert worden waren
(Daten nicht gezeigt). Unter physiologischen Bedingungen mit normalem, steroidhal-
tigem Medium konnte allerdings kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
Aldosteron-behandelten und unbehandelten Zellen festgestellt werden. Die mikrosko-
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pischen und makroskopischen Ergebnisse wie auch die objektivierten, spektroskopisch
gemessenen Lipidmengen mittels Oil Red O-Färbung ergaben einen stimulationsunab-
hängigen Differenzierungsprozess. Als Schlussfolgerung aus diesen Ergebnissen und als
Annäherung an die physiologischen Verhältnisse wurden alle weiteren Experimente in
steroidsupplementiertem Medium durchgeführt.
In zahlreichen Fettzellmodellen ist Dexamethason als Bestandteil des Induktionsmedi-
ums etabliert. Dieses begünstigt über eine Expressionssteigerung von CREB (cAMP re-

sponse element binding protein) sowie über eine Verminderung von PREF-1 (preadipo-
cyte factor-1 ) den Wechsel von der Proliferations- zur Differenzierungsphase [151,156].
Aufgrund der direkten Vergleichbarkeit bei Stimulation von mineralo- und glukokorti-
koidem Rezeptor wurde hier auf den Dexamethasonzusatz verzichtet, um den GR wäh-
rend der Aldosteronbehandlung möglichst nicht durch das Induktionsmedium zu beein-
flussen. Neben dieser Stimulation des GR für Stunden in der postkonfluenten Phase ist
die Datenlage bezüglich einer chronischen Dexamethason-Behandlung und der Auswir-
kung auf die Lipidakkumulation unzureichend. Sowohl die späte als auch die langfristige
Exposition mit Dexamethason wurde von Caprio et al. untersucht und führte zu ei-
ner Hemmung der terminalen Fettzellreifung [148]. Die Durchführung der Experimente
erfolgte allerdings in serumfreien Medium, sodass die glukokortikoid-induzierten, inhi-
bitorischen Effekte auf die Lipidakkumulation unter physiologischen Gesichtspunkten
nicht beurteilbar sind. Interessanterweise haben Versuche in unserer Arbeitsgruppe ge-
zeigt, dass in braunen GR-Knockout-Zellen initial eine gestörte Fettzelleinlagerung zu
beobachten ist, welche aber in der folgenden Differenzierungsphase wieder kompensiert
wurde [147]. Dies bestätigt die Bedeutung des glukokortikoiden Rezeptors für die frühe
Differenzierungsphase und steht im Einklang mit unseren differenzierungsunabhängi-
gen Ergebnissen sowie den Ergebnissen aus der Arbeitsgruppe von Gregoire [151].
In der klinischen Erfahrung kann man bei langjährig bestehendem Hyperkortisolismus
– allgemein auch als Cushing-Syndrom bezeichnet – die Entwicklung einer stammbe-
tonten Adipositas bei den Patienten beobachten. Experimente mit transgenen Mäusen,
die selektiv im Fettgewebe ein Kortisol-aktivierendes Enzym überexprimierten und so-
mit einen iatrogen induzierten Hyperkortisolismus erfuhren, etablierten ebenfalls eine
Tendenz zur Ausbildung einer viszeralen Adipositas [99]. Für diese scheinbar wider-
sprüchlichen Erkenntnisse gibt es eine einfache Erklärung: Aufgrund der langen Beob-
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achtungszeiträume in vivo sowohl innerhalb der Versuchsreihen von Masuzaki von bis
zu 18 Wochen als auch innerhalb des Cushing-Syndroms ist es verständlich, wenn sich
in unserem in vitro-Modell innerhalb von sechs Tagen nach Induktion diese Lipidak-
kumulation nicht bemerkbar gemacht hat.

4.1.2 Braune Fettzellmarker

Das Entkoppelungsprotein UCP-1 besitzt eine Schlüsselfunktion in der Regulation der
Transdifferenzierung und Thermogenese gleichermaßen. Als Protonenkanal erlaubt es
einen direkten Kurzschluss innerhalb der mitochondrialen Protonenbatterie und trennt
somit die oxidative Phosphorylierung von der ATP-Produktion unter Umwandlung zu-
vor chemisch gespeicherter Energie in Wärme. Das Protein ist ausschließlich in der
inneren Mitochondrienmembran von braunen Fettzellen lokalisiert und stellt demzu-
folge einen charakteristischen Marker für diesen Gewebstyp dar, sodass es die phä-
notypische Änderung von weiß nach braun widerspiegelt [157]. Bekanntermaßen kann
UCP-1 auf transkriptionaler Ebene durch Kälteexposition, Retinolsäure, Schilddrüsen-
hormone sowie über die Stimulation durch das Sympathische Nervensystem reguliert
werden [78, 146, 158, 159]. Zusätzlich ist der Ionentransport im aktiven Kanal post-
translational auch über Purinnukleotide steuerbar, die an der zytosolischen Seite des
Proteins eine Bindungsstelle besitzen, sowie über Fettsäuren, die als „second messen-

ger“ bei der Stimulation von β3-Adrenozeptoren durch Noradrenalin freigesetzt wer-
den [160,161]. In stattgehabten Experimenten mit braunem Fettgewebe konnte sowohl
in unserer als auch in anderen Arbeitsgruppen bei akuter Stimulation des MR mit-
tels Aldosteron eine deutliche Erniedrigung der UCP-1-Expression nachgewiesen wer-
den [149,162]. Während all diese Ergebnisse in braunem Fettgewebe generiert wurden
und zum Teil nur eine Stimulationsdauer über Stunden besaßen, steht demgegenüber
das Ergebnis der jetzigen Studie in weißen Adipozyten mit einer deutlichen, reversiblen
Steigerung der Boten-RNA für UCP-1 infolge einer chronisch, selektiven Stimulation
des MR. Derartige UCP-1-Erhöhungen in weißen Adipozyten waren zuvor auch schon
durch Behandlung mit insulinsensitiven Thiazolidindionen sowie durch Blockade des
Cannabinoidrezeptors Typ 1 gezeigt worden [163,164].
Interessanterweise lieferte unsere Versuchsreihe mit Stimulation des GR durch Dexame-
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thason signifikante Erniedrigungen bezüglich der UCP-1-Spiegel. Den gleichen Effekt
fanden verschiedene Arbeitsgruppen in braunen Fettzellen [162,165], der durch die An-
wendung des GR-Antagonisten Mifepriston (RU-486) entsprechend bestätigt werden
konnte [165, 166]. Als Konsequenz ergibt sich, dass die Aktivierung von mineralokor-
tikoidem und glukokortikoidem Rezeptor in weißem bzw. braunem Fettgewebe für die
UCP-1-Expression gegensätzliche Effekte zeigt und einmal mehr einen wichtigen Un-
terschied zwischen beiden Fettgewebstypen markiert.
PGC-1α wurde 1998 von Puigserver et al. als kälteinduzierbarer Koaktivator von Re-
zeptoren im Zellkern entdeckt und ist im braunen Fettgewebe wesentlich stärker expri-
miert als im weißen [78]. Dabei steht das Protein am Anfang einer gut untersuchten
Signalkaskade, die über die Beteiligung von NRF-1 und TFAM zur Aktivierung mito-
chondrialer Prozesse mit einer Replikationsvermehrung mitochondrialer DNA, Expres-
sionssteigerungen bezüglich UCP-1, Cytochrom c und PPARγ sowie zu einer erhöhten
β-Oxidation führt und somit die Transdifferenzierung von einem weißen in einen brau-
nen Fettzellphänotyp kennzeichnet [72–75, 78, 167–173]. Durch die Verwendung von
transgenen, PGC-1α defizienten Mäusen (PGC-1α-/-) waren diese Ergebnisse entspre-
chend umkehrbar [77,174]. In Anlehnung an diesen Signalweg zeigten sich die vorliegen-
den Ergebnisse bezüglich UCP-1 kohärent: Während bei chronischer Stimulation des
mineralokortikoiden Rezeptors sowohl für PGC-1α als auch für UCP-1 eine reversible,
deutliche Expressionssteigerung nachgewiesen werden konnte, zeigte sich bei Verwen-
dung von Dexamethason als Stimulus ein antithermogener Effekt mit Verminderung
beider Mediatoren. Da beide Proteine als Marker für das braune Fettgewebe angesehen
werden, kann man auch formulieren, dass der MR einen Shift vom weißen zum braunen
Phänotyp begünstigt, während der GR keine Transdifferenzierungstendenz markiert.

4.2 Thermogenese

4.2.1 Mitochondriale Biogenese

In Anlehnung an die Ergebnisse bezüglich PGC-1α als ein entscheidender Regulator
für die mitochondriale Entwicklung sowie bezüglich UCP-1 als Kernkomponente der
adaptiven Thermogenese bestätigten die Expressionsmuster von Cytochrom c, NRF-1
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und TFAM die prothermogenen Effekte des MR und die non- bzw. antithermogenen
Wirkungen des GR. Die in der Literatur dafür vorliegenden Daten beziehen sich fast
ausschließlich auf braunes Fettgewebe, in welchem eine positive Korrelation zwischen
PGC-1α und Thermogenese inklusive UCP-1, Cytochrom c und Mitochondrienvolu-
men gezeigt werden konnte [72,75,77,78,170,175].
Innerhalb der Atmungskette ist Cytochrom c direkt an den Elektronentransferreaktio-
nen beteiligt und kann als ein Maß für die Menge der Mitochondrien und folglich für
den Energiemetabolismus angesehen werden. Die chronische Behandlung von weißen
Adipozyten mit Aldosteron zeigte hier eine signifikante Steigerung der mRNA. Dass
unter Kostimulation mit dem zugehörigen Antagonisten Eplerenon diese Wirkung voll-
ständig aufgehoben wurde und Eplerenon allein keinerlei Effekte zeigte, belegt einmal
mehr die Wirkungsweise über den mineralokortikoiden Rezeptor.
NRF-1 induziert bekanntermaßen als Koaktivator mit PGC-1α unter anderem Cyto-
chrom c und TFAM [72–74, 169, 175, 176]. Die signifikante Erhöhung des nuklearen
Atmungsfaktors durch Aldosteron allein wurde hier interessanterweise durch die An-
wesenheit von Eplerenon unter Kontrollniveau reduziert. Dieser Effekt konnte eben-
so durch Eplerenon allein beobachtet werden und gibt Hinweise auf einen alternati-
ven Signalweg, der für die kompensatorische Wirkung verantwortlich gemacht werden
könnte. Die Untersuchung des Transkriptionsfaktors TFAM erfolgte aufgrund seiner
Funktion für die Aufrechterhaltung des mitochondrialen Genoms und seiner Vervielfäl-
tigung [177, 178]. Unter chronischer Aldosteronanwendung ließ sich übereinstimmend
mit den Vorergebnissen die TFAM-Expression leichtgradig, aber reversibel steigern.
Die Wirkungen von Dexamethason unter denselben Versuchsbedingungen können ver-
einfacht in folgender Weise beschrieben werden: In niedriger Konzentration waren alle
untersuchten Marker der mitochondrialen Biogenese auf Kontrollniveau und zeigten
damit keinen thermogenetischen Effekt, während in hoher Konzentration für NRF-1
eine signifikante Steigerung beobachtet werden konnte. Diese Ergebnisse sind erklär-
bar durch die Tatsache, dass Dexamethason in unphysiologisch hohen Konzentrationen
seine rezeptorspezifische Wirkung verliert und übergreifend auch einen agonistischen
Effekt über den mineralokortikoiden Rezeptor besitzt [112,179,180].
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4.2.2 GR-Knockdown und MR-Knockout

Um die selektiven Wirkungen der verwendeten Substanzen über ihren jeweiligen Rezep-
tor hinreichend zu belegen, wurden im weiteren Verlauf Experimente durchgeführt, bei
denen der GR transient via siRNA herunterreguliert bzw. der MR vollständig stillgelegt
wurde. Bekannt ist, dass sowohl mineralokortikoide wie auch glukokortikoide Hormone
eine Bindungsaffinität zum jeweiligen anderen Rezeptor besitzen [179, 181]. Da aber
unter physiologischen Bedingungen eine etwa 100- bis 1000-fach höhere Konzentration
von Glukokortikoiden im Blut gemessen werden kann, existieren einige zelluläre und
molekulare Mechanismen, um die Selektivität des mineralokortikoiden Rezeptors in
den epithelialen Aldosteronzielgeweben sicherzustellen [112]. Neben unterschiedlichen
intrinsischen Bindungseigenschaften der Liganden und der Möglichkeit zur Bildung
von homo- und heterodimeren Rezeptoren sowie der regulatorischen Beeinflussung
durch verschiedene Transkriptionsfaktoren ist als wichtigster Selektionsmechanismus
die enzymatische Inaktivierung von glukokortikoiden Hormonen in Epithelgeweben zu
nennen [112]. Dieses Enzym namens 11β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 2 (11β-
HSD2) ist in der Lage, im Menschen aktives Kortisol in unwirksames Kortison und ent-
sprechend im Nagetier aktives Kortikosteron in unwirksames 11-Dehydrokortikosteron
zu verwandeln. In Fettgewebe als nicht-epithelialem Gewebe besteht weitgehend der
wissenschaftliche Konsens, dass die 11β-HSD2 nicht signifikant exprimiert ist und so-
mit eine gegenseitige Beeinflussung stattfinden kann [105,182,183].
Unter Berücksichtigung dieser Daten zeigten unsere Experimente in GR-Knockdown-
Zellen ein konsistentes Bild. Die Stimulation mit Kortikosteron als Agonist beider
Rezeptortypen führte hinsichtlich der UCP-1 und PGC-1α-Expression zur einer Er-
höhung um mehr als 50% im Vergleich zur Kontrolle. Dies kann damit erklärt wer-
den, dass entweder aufgrund der verschobenen Rezeptorverhältnisse eine verstärkte
Stimulation des MR basierend auf einem fast fehlenden GR beruht oder aber, dass
durch den GR-Knockdown der mineralokortikoide Rezeptor hochreguliert und somit
verstärkt exprimiert wurde. Ein komplementäres, dazu stimmiges Bild stellte sich bei
der Durchführung der MR-Knockout-Versuche dar. Durch den fehlenden mineralokor-
tikoiden Rezeptor war die Vermittlung eines prothermogenen Effekts durch Kortikos-
teron nicht möglich, während im Gegensatz dazu die Aktivierung des glukokortikoiden
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Rezeptors zu einer deutlichen Absenkung der UCP-1-Expression auf 1,5% (95%-KI:
-2,03 bis 5,01) des Kontrollniveaus führte. Daraus resultiert ein weiteres klares Indiz,
dass vom glukokortikoiden Rezeptor keine positiven Effekte bezogen auf Thermogenese
bzw. Transdifferenzierung ausgehen. Der GR muss diesbezüglich eher als ein Gegen-
spieler des MR aufgefaßt werden, wie es schon für die inflammatorischen Adipokine
in Adipozyten durch Hoppmann et al. demonstriert werden konnte. Hier zeigte sich
der GR im Fettgewebe mit antientzündlichen Eigenschaften, während der MR eher
proinflammatorische Signale vermittelte [147].

4.2.3 Einfluss von MR/GR auf den Sauerstoffverbrauch

Der Sauerstoffverbrauch ist der letzte Schritt des Elektronentransfers innerhalb der At-
mungskette und stellt damit einen offensichtlichen Bezug zur mitochondrialen Aktivität
her. Bei dieser durch die Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV) katalysierten Reaktion
werden Elektronen von Cytochrom-c-Molekülen ohne fassbares Zwischenprodukt auf
ein Sauerstoffmolekül übertragen und zwei Moleküle Wasser durch Protonen aus der
Matrix freigesetzt. Einen direkten Zusammenhang zwischen der UCP-1-Expression und
dem Sauerstoffverbrauch wurde 1997 schon von Enerbaeck et al. in braunem Fettgewe-
be beobachtet [184]. Durch die Aktivierung der Thermogenese via β3-Adrenozeptoren
wurde ein verminderter O2-Verbrauch in UCP-1-defizienten Mäusen im Vergleich zu
den Wildtyp-Tieren gemessen [185,186]. In der vorliegenden Arbeit lag durch die chro-
nische Stimulation mit Aldosteron eine signifikante Steigerung des O2-Verbrauchs vor,
der sich in Anwesenheit des Antagonisten Eplerenon vollständig reversibel zeigte. Die
Behandlung mit 10 nM Dexamethason ergab dabei Werte auf Kontrollniveau, wäh-
rend in höherer Dosierung vermutlich wegen der unselektiven Wirkungsweise signifi-
kant mehr O2 verbraucht wurde.
Es manifestiert sich damit eine weitere, tragende Säule für die Hypothese, dass der mi-
neralokortikoide Rezeptor eine prothermogene Wirkung mit Transdifferenzierung von
weiß nach braun vermittelt, während der glukokortikoide Rezeptor non- bzw. antither-
mogene und eher konservierende Effekte hervorruft. Zusammengenommen verdichten
sich damit die Hinweise auf ein gegenläufig gerichtetes Wirkspektrum zwischen beiden
Rezeptortypen.
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4.3 Gewonnene Erkenntnisse und Ausblick

1. Welchen Einfluss üben der mineralo- und glukokortikoide Rezeptor auf

die Transdifferenzierung von weiß nach braun aus?

Die chronische Stimulation beider Steroidrezeptoren zeigt während der gesamten
Versuchsdauer keine unterschiedlichen Lipidakkumulationen und ist somit makro-
skopisch als gleich einzustufen. Bei der molekularen Untersuchung der braunen
Fettzellmarker UCP-1 und PGC-1α werden über den mineralokortikoiden Rezep-
tor deutlich transdifferenzierende Effekte von weiß nach braun vermittelt, während
der glukokortikoide Rezeptor solche Umwandlungstendenzen nicht oder sogar ge-
gensätzlich bewirkt.

2. Wie greift das kortikoide System in den oxidativen Metabolismus ein?

In diesem Zusammenhang wurden neben Cytochrom c, welches einen Komplex in
der Atmungskette darstellt, auch NRF-1 und TFAM untersucht, die als mitochon-
driale Transkriptionsfaktoren die Expression wichtiger respiratorischer Unterein-
heiten initiieren und somit maßgeblich an der mitochondrialen Biogenese beteiligt
sind. Diese energiemetabolischen Marker wurden unter Behandlung mit Aldosteron
deutlich stärker exprimiert und waren unter Zugabe des MR-Antagonisten Eple-
renon vollständig reversibel. Konträr dazu wirkte sich die Stimulation des GR mit
Dexamethason in niedriger Konzentration aus und war nur in höherer Konzentrati-
on, vermutlich durch unspezifische MR-Stimulation, teilweise verstärkend. Die Un-
tersuchung von UCP-1 als Schlüsselenzym der Thermogenese in GR-Knockdown-

Abbildung 4.1: Schema der Fettzellantwort
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bzw. MR-Knockout-Experimenten, aber auch unter Normalbedingungen wie oben
beschrieben, untermauerte die Wichtigkeit des MR in diesem Stoffwechselprozess.
Als Endpunkt des oxidativen Stoffwechsels wurde der O2-Verbrauch unter den
jeweiligen Stimulationsbedingungen gemessen und bestätigte insgesamt die pro-
thermogene Wirkung des MR und die non- bzw. anti-thermogene Wirkung des
GR.

3. Können Aussagen über den Mechanismus getroffen werden?

Die gewonnenen Ergebnisse können durch bereits bekannte Signalkaskaden in
braunen Adipozyten erklärt werden (siehe Abbildung 1.3 auf Seite 9). Dabei zeig-
te sich erstmals, dass durch Stimulation des mineralokortikoiden Rezeptors eine
Aktivierung der verschiedenen Stufen dieser Signalkaskade stattfindet. Die pro-
thermogenen und transdifferenzierenden Effekte wurden durch die Stimulation des
MR mit Aldosteron vermittelt und konnten durch selektive Blockade des MR mit-
tels Eplerenon vollständig wieder aufgehoben werden. Die drastische Reduzierung
des Schlüsselenzyms UCP-1 in MR-Knockout-Zellen bestätigten den initiierenden
Charakter des MR.

4. Ausblick

Die vorgelegten Ergebnisse zeigen die prinzipielle, pharmakologische Beeinfluss-
barkeit des Energiestoffwechsels in weißen Adipozyten. Das weiterführende Ziel
liegt dabei in einer selektiven, gewebsspezifischen Stimulation, um eine möglichst
langfristige und nebenwirkungsarme Anwendung zu erlauben. Entsprechend die-
ses Ansatzes ergibt sich gleich in dreifacher Hinsicht eine effektive Strategie gegen
Adipositas:

• Die wärmefreisetzende Wirkung ist proportional zur weißen Fettmasse und
folglich umso stärker ausgeprägt, je größer das Gewichtsproblem ist.
• Es reichen bereits kleine Steigerungen der Thermogenese aus, um langfristig

ausreichend effizient zu sein.
• Die forcierte Wärmeproduktion stellt einen kausalen Angriffspunkt im Un-

gleichgewicht zwischen Energieaufnahme und Energieabgabe dar.
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5 Zusammenfassung

Adipositas begünstigt als Risikofaktor die Genese einer Vielzahl von Erkrankungen und
erreicht mittlerweile pandemische Ausmaße. Grundsätzlich basiert sie auf einer positi-
ven Energiebilanz und wird gerade durch die Vorzüge unseres modernen Lebens mit
reichhaltigem Nahrungsmittelangebot sowie zunehmender Immobilität gefördert. Das
Fettgewebe selbst besteht aus zwei verschiedenen Fettzellarten, die unterschiedliche
Funktionen hinsichtlich des Energiestoffwechsels im Organismus erfüllen. Das braune
Fett gestattet zum Beispiel Neugeborenen und winterschlafhaltenden Tieren die Um-
wandlung chemisch gespeicherter Energie in Wärme. Im adulten, humanen Organismus
überwiegt das weiße Fett zur Speicherung von Lipiden ohne die Fähigkeit zur Thermo-
genese, wobei in den letzten Jahren zahlreiche Publikationen auch stoffwechselrelevan-
te Mengen an braunen Adipozyten aufzeigten. Als Transdifferenzierung wird nun ein
Prozess der Umwandlung von einer Fettzellart in die andere bezeichnet. Unter Berück-
sichtigung der Tatsache, dass Kortikosteroide maßgeblich in den Energiestoffwechsel
der Zellen eingreifen, wurde die Frage beantwortet, ob mineralo- bzw. glukokortikoide
Rezeptorstimulation einen Wechsel des Phänotyps von weiß nach braun und damit eine
Verschiebung der Energiebalance zu einem höheren Energieverbrauch mit konsekuti-
vem Abbau weißer Depots begünstigen kann.
Für die Untersuchung dieser Fragestellung wurden Stimulations- und Inhibitionsexpe-
rimente in weißen Fettzellkulturen durchgeführt und die Expression sowohl von spe-
zifischen Markern brauner Adipozyten als auch von mitochondrialen Proteinen mit
energieregulatorischer Schlüsselfunktion bestimmt. Die Wirkung über den jeweiligen
Rezeptor konnte durch GR-Knockdown- und MR-Knockout-Versuche bestätigt werden.
Als wichtigste Methode wurde die Messung des Sauerstoffverbrauchs in den jeweils sti-
mulierten Adipozyten etabliert und angewendet.
Unter chronischer Exposition mit Aldosteron bzw. Dexamethason lagerten die Adipo-
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zyten gleichmäßige Mengen an Lipiden ein und kennzeichneten folglich ein unbeein-
trächtigtes Wachstum. Die molekulare Untersuchung von UCP-1 und PGC-1α mar-
kierte für den MR eine klare Transdifferenzierungstendenz, während sich dies für den
GR nicht oder sogar in gegensätzlicher Weise zeigte. Die Expression von Cytochrom c,
NRF-1 und TFAM als respiratorisch wichtige Schlüsselproteine in den Mitochondrien
wurde durch Aldosteronstimulation deutlich und vollständig reversibel gesteigert; für
die Dexamethasonbehandlung konnte eine solch selektive Wirkung nicht nachgewiesen
werden. Als Endpunktmessung in der Atmungskette zeigte die Stimulation des MR eine
Steigerung des O2-Verbrauchs um 25%, welche unter Einsatz von Eplerenon komplett
antagonisierbar war. Dexamethason war diesbezüglich wirkungslos.
Anhand der Resultate ergeben sich für beide Steroidrezeptoren konträre Wirkungen.
Der MR vermittelt eindeutig prothermogene und transdifferenzierende Effekte, wäh-
rend der GR als antithermogen mit nicht-transdifferenzierenden Eigenschaften bezeich-
net werden muss. Eine gewebsspezifische Stimulation des mineralokortikoiden Rezep-
tors mit selektiver Aktivierung des Energiemetabolismus stellt somit möglicherweise in
der weiterführenden Forschung eine erfolgversprechende Strategie in der Behandlung
der pandemischen Adipositas dar.
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