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1 Einleitung

Die Zahl der Gbergewichtigen und adipdsen Menschen steigt weltweit stetig an'. Auch in
Deutschland nimmt die Pravalenz der Adipositas seit Jahren zu?. Laut Robert-Koch-
Institut sind Gber zwei Drittel der Manner und etwa die Halfte der Frauen in Deutschland
Ubergewichtig; ein Viertel der Erwachsenen ist adipos®. Per definitionem handelt es sich
ab einem body mass index (BMI) von = 25 kg/m? um Ubergewicht und ab einem BMI
von 2 30 kg/m? um Adipositas*. Es steht fest, dass Adipositas ein schwerwiegendes
Gesundheitsproblem darstellt, da mit dieser Erkrankung ein erhéhtes Risiko flr
zahlreiche Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes Mellitus Typ 2, Dyslipidamie und
verschiedene kardiovaskulare Erkrankungen einhergehen. Aber auch weniger haufig mit
Adipositas in Verbindung gebrachte Erkrankungen wie die Demenz, eine Erkrankung
des zentralen Nervensystems, oder das obstruktive Schlafapnoesyndrom werden haufig
bei Patienten mit Adipositas beobachtet®. Dariiber hinaus ist die Diagnose und
Behandlung der Adipositas oftmals schwierig oder erfolglos aufgrund des
multifaktoriellen Entstehungsbildes dieser Krankheit®. Es ist daher von groRer
Bedeutung, zugrunde liegende molekularen Pathomechanismen zu verstehen, um neue

Angriffspunkte im Fettstoffwechsel zu erkennen und zu erforschen.

1.1 Das Fettgewebe

1.1.1 Anatomie des Fettgewebes

Man unterscheidet grundsatzlich drei verschiedene Arten von Fettgewebe: weildes,
braunes und rosa Fettgewebe, wobei der Anteil des weillen den groRten Teil des
menschlichen Fettgewebes ausmacht’. Wie viel weilles Fettgewebe ein Mensch besitzt,
hangt von genetischen, umweltbedingten und metabolischen Faktoren ab8°. Das
Fettgewebe wird je nach Lage im Korper in zwei Kategorien unterteilt, die sich in ihrer
Funktion unterscheiden: Zum einen das metabolisch unkritische subkutane Fettgewebe,
welches den groften Anteil am weiRen Fettgewebe darstellt’®. Eine seiner vielen
Funktionen besteht darin, den Energiespeicher flir den Organismus bereitzustellen,
sowie die Isolation des Kdrpers gegenilber der Umwelt, um eine Kdrperkerntemperatur
von circa 37°C aufrecht zu halten’. Dariber hinaus spielt es eine wichtige metabolische
Rolle, da es in der Lage ist, Hormone sowie Signalmolekiile zu produzieren, die den
Stoffwechsel und auch das Immunsystem beeinflussen’,"",'?. Auch immunologisch
besitzt das subkutane Fettgewebe eine signifikante Bedeutung als Ilokaler

Verteidigungsmechanismus gegen Infektionen und dient als Barriere gegenlber
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auBeren Einflissen'™. Neben dem subkutanen Fettgewebe besitzt der menschliche
Korper das metabolisch deletare viszerale Fettgewebe. Es stellt prozentual einen
wesentlich geringeren Anteil am Gesamtfettgewebe dar als das subkutane’,'*. Das
viszerale Fettgewebe, auch Bauchfett genannt, dient nicht nur als Bedeckung wichtiger
Organe und Korperstrukturen, indem es lebenswichtige Gewebe polstert und schitzt.
Dieses Fettgewebe ist vor allem immunologisch besonders aktiv. Im Vergleich zu
subkutanem Fettgewebe ist das viszerale besser vaskularisiert, innervierter und besitzt
mehr inflammatorische und immuninvolvierte Zellen. Auch befinden sich im viszeralen
Fettgewebe mehr aktive Glukokortikoide und Androgenrezeptoren als im
Unterhautfettgebwebe'. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass eine Ubermafige
Ansammlung von viszeralem im Vergleich zu subkutanem Fett eine starke pathogene
Wirkung auf den Metabolismus hat. Die Ansammlung von viszeralem Fettgewebe steht
in Zusammenhang mit einer verstarkten peripheren Insulinresistenz und einem
systemischen, chronischen Entziindungszustand, der als Lipoinflammation bezeichnet
wird'®~'8_ Auch die pathologische Verbindung zwischen viszeralem Fett im Rahmen der
Entwicklung einer Fettleber, zeigt die zentrale Rolle des viszeralen Fettgewebes bei
metabolischen Erkrankungen: Es tragt durch eine vermehrte Freisetzung freier
Fettsauren (Lipolyse) und die daraus resultierende verstarkte Speicherung dieser im
hepatischen Gewebe maRgeblich zur Entwicklung einer Fettleber bei'®,?°. Studien
zeigten einen Zusammenhang von ektopen, viszeralen Fettablagerungen und
Artherosklerose?'-?%, Hierzu konnten unter anderem auf molekularer Ebene sezernierte
Faktoren des viszeralen Fettgewebes identifiziert werden, welche arterielle

Entziindungen und so das Krankheitsbild der Artherosklerose fordern?*.

1.1.2 Aufbau des Fettgewebes

1.1.2.1 Das weiRe Fettgewebe

Die humanen Adipozyten des weillen Fettgewebes bestehen zu 90-99% aus
Trilglyzeriden® und erreichen einen Durchmesser von bis zu 120um’. Es wird auch als
univakuoldres Fettgewebe bezeichnet, da sich lichtmikroskopisch in humanen
Adipozyten zumeist nur ein groRer Lipidtropfen befindet’. Weitere Zellen, die im
Fettgewebe enthalten sind, sind Praadipozyten, Fibroblasten, Abwehrzellen, wie
Monozyten und Leukozyten, sowie auch Endothelzellen, Makrophagen und die
sogenannte Stroma-vaskulare Fraktion, eine Subpopulation von vor allem
Stammzellen?®. Alle Adipozyten entstammen den mesenchymalen Stammzellen des

Mesoderms. Diese pluripotenten mesenchymalen Stammzellen sind in der Lage, sich in



Adipozyten, Muskelzellen, Chondrozyten, Osteophyten und Fibroblasten zu
differenzieren?’,?8, Eine Gruppe von Adipozyten wird jeweils von Bindegewebsfasern
miteinander verbunden. So kommt es zur sogenannten ,Kissenpolsterung® und der
damit verbesserten allgemeinen Funktion der Einbettung innerer Strukturen’. Sobald
erkennbar ist, dass eine der mesenchymalen Stammzellen die Differenzierung zur
Fettzelle beginnt, wird diese Praadipozyt genannt. Der Einfluss von genregulatorischen
Proteinen der Peroxisom-Proliferator-aktivierten-Rezeptoren (PPAR)-Familie ist
entscheidend fir die Entwicklung zum Praadipozyt’,”. PPARs sind intrazellular
gelegene Kernrezeptoren, die als Transkriptionsfaktoren die Expression vieler Gene
beeinflussen®. Bisher sind im menschlichen Organismus drei Subtypen der PPAR
bekannt: a, [B/5, y. Diese Subtypen unterscheiden sich hinsichtlich ihres

Genexpressionsmuster und ihrer Lokalisation®'.

Ausdifferenzierte Adipozyten kénnen sich im Gegensatz zu Praadipozyten nicht mehr
mitotisch teilen. Allerdings besitzen Adipozyten eine hohe Plastizitdt. Bei einer
Erndhrung im Kalorienlberschuss kommt es zur Hypertrophie der Fettzellen durch
Einlagerung von Triglyceriden. Dieser Mechanismus wird unter anderem Insulin-
abhangig Uber einen sich an der Zellmembran befindenden Insulinrezeptor gesteuert’.
Katecholamine wie Adrenalin férdern, wie auch Glukagon und Cortisol, wiederum die
Freisetzung von Fettsduren (Lipolyse)’,?3. Die Fahigkeit, Lipide zu verstoffwechseln und
damit aus dem Blutkreislauf zu eliminieren, lasst mit dem Alter des Menschen nach,
wohingegen die Lipidaufnahme weitgehend konstant bleibt. Man nimmt an, dass dieser
Effekt eine der Ursachen fir eine leichtere Gewichtszunahme im Alter ist®2. Bei
fortgeschrittener Adipositas kommt es nicht nur zur Adipozytenhypertrophie, es kénnen
zudem neue Fettzellen gebildet werden (Hyperplasie). Hierbei spielen vor allem
Wachstumshormone und der Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) eine Rolle’. Die GréRe
der Adipozyten ist ein Pradiktor fir die Insulinresistenz und damit auch fur das Risiko,

an Diabetes-Typ-2 zu erkranken3®3 34,

1.1.2.2 Das braune Fettgewebe

Braunes Fettgewebe, auch plurivakuolares Fettgewebe genannt, besteht aus
Adipozyten mit vermehrt kleinen Lipideinlagerungen, vielen Mitochondrien sowie
Gefalden, die die Zelle braunlich erscheinen lassen. Es dient der Thermogenese und
wirkt antidiabetisch und antiadipds’. Diese Zellen besitzen das Protein uncoupling
protein-1 (UCP-1), welches in den Mitochondrien die ATP- Bildung in der Atmungskette
entkoppelt und damit zur Warmebildung beitragt. Zudem sind sie in der Lage, im

Kreislauf zirkulierende Substrate zu oxidieren und damit die Stoffwechselrate zu



erhohen’,% % Braune Fettzellen stammen von einer Progenitorzelle ab, welche den
Transkriptionsfaktor myogener Faktor 5 (MyF5) exprimiert’”. MyF5 gehort zu den
myogenen regulatorischen Faktoren und spielt unter anderem auch eine Rolle auf
transkriptioneller Ebene der Muskelbildung®. Daher kann sich diese Art von Adipozyten
unter dem Einfluss des Transkriptionsfaktors MyoD auch zu Myoblasten differenzieren.
Weilke Fettzellen besitzen MyF5 hingegen nicht’. Es gibt allerdings auch Myf5-negative
Vorlauferzellen, welche sich dennoch von univakuolaren, den weilden Adipozyten
ahnelnden Zellen, zu plurivakuolaren Fettzellen entwickeln koénnen. Diese
plurivakuolaren Zellen werden ,beiges“ Fettgewebe genannt’,®,*. Jenes Phanomen
wurde vor allem unter Kalteexposition*?,4' und hormoneller Stimulation*?,** beobachtet.
Es ist bekannt, dass sich beim erwachsenen Menschen innerhalb des weilden
Fettgewebes immer wieder Regionen von braunen Fettzellen und jeglichen
Zwischenformen befinden’,*. Folgende Abbildung zeigt schematisch die Entwicklungs-

und Differenzierungsschritte des Adipozyten (Abbildung 1-1).
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Abbildung 1-1 Entwicklung der verschiedenen Fettzellen Schematische
Darstellung der zellularen Entwicklungs- und Differenzierungsschritte von
mesenchymalen Stammzellen zu ausgewachsenen Adipozyten unter Einbeziehung von
Transkriptionsfaktoren. (modifiziert nach Deller, Welsch et al. (Hg.) 20187)

Seit kurzem bekannt sind auch die sogenannten rosafarbenen Adipozyten. Hierbei
handelt es sich um im subkutanen Fettgewebe gebildete Fettzellen in der
Schwangerschaft und in der Stillzeit*®



1.1.3 Endokrine Rolle des Fettgewebes

Heute weil® man, dass das Fettgewebe eines der wichtigsten endokrinen Organe des
menschlichen Korpers darstellt',*6. Auf Adipozyten wirken verschiedenste neuronale
und endokrine Substanzen ein, woraufhin die Adipozyten in der Lage sind, durch
Ausschittung von Botenstoffen zu reagieren’,’?. Die reifen Fettzellen besitzen
spezifische Gene, fur adipozytare Marker, wie zum Beispiel den Transkriptionsfaktor
PPAR-y, welcher eine grol3e Rolle bei der Differenzierung wahrend der Adipogenese
spielt*’ : Eine Aktivierung des PPAR-y steigert die Aufnahme freier Fettsduren in die
Zelle und stimuliert andere Gene, welche fir Lipidsynthese und intrazellularen

Fettsauretransport zustandig sind*8-5°,

Adipozyten sind zudem in der Lage, spezifische Hormone zu produzieren und zu
sezernieren. Zu diesen gehoren unter anderem zahlreiche Adipokine®'. Auch Zytokine,
Chemokine, Komplementfaktoren und das Enzym Adipsin werden von den Fettzellen
des Menschen hergestellt’,%2. Mit der Entdeckung des Adipokins Leptin, ein
Peptidhormon, das Hunger- und Sattigungsgefiihl reguliert, durch die Forschungsgruppe
Zhang et al. im Jahr 1994 wurde die Bedeutung der adipozytaren Hormone fiir den
gesamten Organismus deutlich*4%3, Heutzutage sind zahlreiche Adipokine bekannt, wie
Adiponektin, Resistin, Visfatin'64%7 26 54 Diese spielen eine Rolle in metabolischen
Regelkreisen, aber auch bei der Hdmostase, durch ihre Wirkung auf das Endothel, im
Kreislaufgeschehen und bei der Reproduktion®’,%- Durch diese Botenstoffe sind
Adipozyten in der Lage, den gesamten Organismus zu beeinflussen. Zahlreiche
Erkrankungen kénnen deshalb heute unter anderem auf die endokrine Dysfunktion des
Fettgewebes zurlickgefuhrt werden. Hierzu zahlen: Adipositas, Diabetes Mellitus Typ 2
und das polyzystische Ovarsyndrom?#>® 5,  Folgende Abbildung veranschaulicht

schematisch einige Einflussfaktoren und Produkte der Adipozyten (Abbildung 1-2).



Komplementfaktoren

Faktor D
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- IL-6
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Abbildung 1-2 Regulation des Adipozyten (Schematische Abbildung der
Einflussfaktoren auf Adipozyten sowie einer Auswahl ihrer sezernierten Produkte, die
metabolische und inflammatorische Prozesse im Korper beeinflussen.) (modifiziert nach
Deller, Welsch et al. (Hg.) 20187). IL = Interleukin, TNF = Tumornekrosefaktor-alpha.



1.2 Die Rolle des Fettgewebes im Immunsystem

Das Fettgewebe spielt eine grofle Rolle im Immunsystem. Adipozyten sind unter
anderem Uber die Sezernierung von Adipokinen in der Lage, einen pro- oder
antiinflammatorischen Einfluss auf das Immunsystem zu nehmen''. Die Griinde,
weshalb UbermaRiges Fettgewebe metabolischen Stress verursacht, sind vielfaltig. Zum
einen weist ein expandiertes Fettpolster zunehmend eine gestérte Angiogenese auf, was
zu einer lokalen Hypoxie flhrt. Dadurch wiederum kommt es zu einer Hypoxie-
induzierten Fibrose, die zu erhdhtem zelluldrem Stress, vermehrter Nekrose und

chronischen Entziindungen fiihren kann®-%,

Die gestdrte metabolische Funktion der Adipozyten zeigt sich am Beispiel der Adipositas:
Normalgewichtige = Menschen  besitzen  vornehmlich ~ Adipozyten,  welche
antiinflammatorische Adipokine sezernieren, wie beispielsweise das Adiponektin''. Bei
chronischer Adipositas dagegen kommt es zu einer signifikanten proinflammatorischen
Umwandlung des Fettgewebes®. Die dysregulierte Sekretion von Zytokinen,
Chemokinen und Adipokinen durch die betroffenen Adipozyten fihrt zu einer Stérung

des interzellularen Milieus sowie zu einer Insulinresistenz%8,%0 61,

Viszerales Fettgewebe exprimiert mehr proinflammatorische Gene und Zytokine als
subkutanes. Diese Stoffe fuhren zu einer erhéhten Rekrutierung von Makrophagen in
das Gewebe und einem Uberwiegend proinflammatorischen Milieu®?. Die Infiltration von
Makrophagen in das Omentalfett ist besonders bei stammbetonter Adipositas stark

ausgepragt, welche mit kardiovaskularen Begleiterkrankungen in Verbindung steht®° 83,

Die durch Hypertrophie der Zellen bedingte und durch Adipositas beschleunigte Nekrose
der Adipozyten stellt einen starken phagozytaren Stimulus dar, welcher die Infiltration
von Makrophagen in das betroffene Gewebe reguliert®*. Diese durch die Adipositas
induzierten Immunzellen foérdern weitere inflammatorische Prozesse®® durch
Sezernierung entzindungsfordernder Zytokine wie TNF-alpha, Interleukine und
Chemokine®® %-7- Adipozyten sind die Hauptakteure der lokalen Veranderungen des
Fettgewebes bei Adipositas, allerdings deuten viele Hinweise darauf hin, dass auch
adipds bedingte Veranderungen der im Fettgewebe residenten Makrophagen eine Rolle
im chronischen Entzindungsprozess des Milieus spielen: Bei Adipositas wurde unter
anderem eine Verschiebung des vorherrschenden Makrophagenphanotypes im
Fettgewebe hin zu einem entziindungsférdernden (M1-)Phanotyp beobachtet®. Im
schlanken Zustand sind residente Makrophagen eher auf eine entziindungshemmende
Form (M2-Phanotyp) polarisiert, welche die normale Funktion der Adipozyten

unterstitzt’®®. Die von Adipozyten aktivierten, vermehrt proinflammatorischen



Signalwege kénnen im chronischen Verlauf zu Insulinresistenz und den bekannten
pathologischen Prozessen der Adipositas fuhren®”,’° 7!, Diese proinflammatorischen
Signalwege werden unter anderem durch Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren (TLRs)

induziert’?.



1.3 Innate Rezeptoren des Fettgewebes

1.3.1 Toll-like-Rezeptoren (TLRs)

Toll-like-Rezeptoren sind sogenannte pattern-recognition-receptors (PRRs), also
Mustererkennungsrezeptoren. Sie detektieren Molekile, welche zum Beispiel nach einer
Verletzung von Zellen freigesetzt werden, und werden unter dem Begriff DAMPs
(damage associated molecular patterns) zusammengefasst. Sie sind in der Lage, Muster
mikrobieller Krankheitserreger, sogenannte PAMPs (Pathogen associated molecular

patterns), zu registrieren’3-"°,

Der strukturelle Aufbau der TLRs ist einheitlich: Alle Rezeptoren besitzen eine Domane,
welche den Liganden erfasst. Zudem existieren eine Transmembrandomane, die als
Verankerung des Rezeptors innerhalb der Membran fungiert, und eine Toll-/Interleukin-
1-Rezeptor-Domane (TIR). Diese TIR-Doméne dient der Interaktion mit TIR-haltigen-
Liganden und initiilert die Signalkaskade’®. Beim Menschen sind bisher 10 Toll-like-
Rezeptoren bekannt’’,”® Je nach zellularer Lokalisation werden die Rezeptoren in zwei
Subgruppen eingeteilt: Zum einen TLR-2 (gebildet durch ein Heterodimer mit TLR-1 oder
TLR-6), TLR-4, TLR-5, und TLR-10. Diese Gruppe an Rezeptoren kommt
membrangebunden auf der Zelloberflache vor. Im Gegensatz dazu sind TLR-3, TLR-7,
TLR-8 und TLR-9 eine Gruppe sich intrazellular in Vesikeln befindender Rezeptoren’°—
8 Thomalla et al. konnten bereits die Expression von TLR-9 und TLR-7 in Adipozyten
und eine uUber diese Rezeptoren vermittelte Beteiligung an immunabwehrenden
Mechanismen nachweisen®2,2% Die TLRs der membrangebundenen Gruppe erkennen
vor allem Bestandteile der Zellmembranen einiger Mikroorganismen wie Lipoproteine
und Lipopolysaccharide sowie Flagellin als Bestandteil bakterieller Flagellen. Bereits seit
langem ist bekannt, dass die intrazellularen TLRs auf Desoxyribonukleinsaure (DNA)-
und Ribonukleinsaure (RNA)-Bestandteile reagieren®4®. Toll-like-Rezeptor 10 konnte
bisher kenntnisgemal keinen Ligand sicher zugeordnet werden®. Folgende Tabelle

zeigt die verschiedenen Expressionsorte und Angriffspunkte der TLRs (Tabelle 1-1):

Toll-like- | Lokalisation Exprimierende | DAMPs PAMPs
Rezeptor Zellen

(Auswabhl)
TLR-2 Extrazellular Adipozyt, Hitzeschockproteine, Lipoproteine,
(+1/6) membrangebunden | B-Zelle, Hyaluronsaure, HDL Peptidoglykane




Monozyt,
Makrophage,
dendritische
Zelle

TLR-3

Intrazellular
membrangebunden

Adipozyt,
B-Zelle,
dendritische
Zelle

Zelleigene dsRNA

Virale dsRNA

TLR-4

TLR-5

Extrazellular
membrangebunden

Adipozyt,
Monozyt,
Makrophage,
Neutrophiler
Granulozyt

Hitzeschockproteine,

Fibrinogen,
Hyaluronsaure,
oxidiertes LDL

Lipopolysaccharide

Monozyt,
Makrophage,
dendritische
Zelle

HMGB1

Flagellin

TLR-7

TLR-8

TLR-9

Intrazellular
membrangebunden

Adipozyt,
Monozyt,
B-Zelle,
pDZ

Zelleigene ssRNA

Virale ssRNA

Monozyt,
Makrophage,
dendritische
Zelle

Zelleigene ssRNA

Virale ssRNA

Adipozyt,
Monozyt,
Makrophage,
B-Zelle

pDZ

Zelleigene DNA

Bakterielle
und virale CpG- DNA

TLR-10

Extrazellular
membrangebunden

Monozyt,
B-Zelle,

Tabelle 1-1 Ubersicht der einzelnen Toll-like-Rezeptoren mit jeweiliger zellulirer
Lokalisation, exprimierenden Zelltypen sowie Reaktanten (modifiziert nach Anwar,
Shah et al. 201987)

Toll-like-Rezeptoren spielen bei vielen Erkrankungen eine Rolle: Zum Beispiel wurde

gezeigt, dass eine Reduktion der TLR-Aktivitdt ein Ansatz zur Reprimierung der

chronisch pulmonalen obstruktiven Erkrankung (COPD) sein kénnte®. Auch in Bezug

auf das metabolische Syndrom konnte ein Bezug zu den TLRs, genauer TLR-5
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dargestellt werden: Ein Verlust von TLR-5 flhrte im Mausmodell zu einem dem

metabolischen Syndrom &hnelnden Phanotyp®®.

1.3.2 Nod-like-Rezeptoren

Adipozyten exprimieren zudem Nod-Like-Rezeptoren (NLRs). Diese gehdéren wie die
Toll-like-Rezeptoren zu den Mustererkennungsrezeptoren des innaten Immunsystems
und aktivieren proinflammatorische Signalwege’. Als I6sliche zytosolische Rezeptoren
sind sie in der Lage, konservierte bakterielle Peptidoglykanfragmente zu erkennen und
eine Immunantwort auszultsen®,°'. NLRs besitzen eine dreigliedrige Domanenstruktur:
Am C-Terminus sitzt eine Leucin-reiche Repeat-Domane, welche wesentlich fir die
Ligandenerkennung ist. Zentral gelegen befindet sich eine Nukleotid-bindende Domane,
welche fir die Oligomerisierung des Rezeptors verantwortlich ist. N-Terminal liegt eine
variable Effektordomane, die Interaktionen mit Effektorproteinen moglich macht”,%2,
Nod-like-Rezeptoren werden anhand ihrer N-terminalen Doméane in vier Untergruppen
unterteilt. Fur diese Arbeit von besonderem Interesse ist die vierte Gruppe. Diese
Rezeptoren besitzen eine Aktivierungs- beziehungsweise Rekrutierungsdomane fur die
Protease Caspase®. Zu dieser Gruppe gehdren die gut charakterisierten NLRs NOD1
und NOD2, sie haben einen ahnlichen Aufbau und unterscheiden sich lediglich in der
Anzahl ihrer N-terminalen Domanen®? (Abbildung 1-3). Sie bewirken die Aktivierung und
Rekrutierung von Signalmolekiilen, welche die vom Transkriptionsfaktor NF-kB
abhangige Produktion von proinflammatorischen Zytokinen beschleunigen®. Die
Stimulation von NOD1/2 flihrt unter anderem zu einer erhéhten Produktion von IFN-y
und verschiedener Interleukine sowie zu einer verstarkten CD8-T-Zell- und B-Zell-
Antwort nach Interaktion mit Antigenen®*-%". Uber ihren C-Terminus sind sie in der Lage,
Fragmente der Zellwand grampositiver Bakterien, sogenannte Peptidoglykane, zu
erkennen®,%°, NOD1 kénnte zudem als intrazellular gelegener Rezeptor zur Erkennung

von bakteriellen Lipopolysacchariden dienen®.
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NOD1 NOD2

I PGN & LPS I PGN

")
4

vV

1

Aktivierung entzindlicher Signalwege

Abbildung 1-3 Aktivierung der NLRs NOD1 und NOD2 (modifiziert nach Trindade,
Chen 202077) Die Abbildung zeigt unter a) eine schematische Darstellung der inaktiven
Form von NOD1 und NOD2

Unter b) wird eine schematische Darstellung der durch Liganden aktivierten Form von
NOD1 und NOD2 skizziert: Die Erkennung der Liganden flhrt zu einer
Konformationsanderung und Homo-Oligomerisierung zweier NOD-Molekule, welche
dann in der Lage sind, weitere entzindliche Signalwege zu aktivieren”. Legende: (1) N-
terminale Caspase-Aktivierungs- und Rekrutierungsdomane; (2) Kernnukleotid-
bindende Domane; (3) C-terminale Leucin-reiche Wiederholungsdomane; (4)
Chaperonproteine zur Stabilisierung der inaktiven Form. LPS = Lipopolysacharide; NOD
= nucleotide binding oligomerization domain; PGN = Peptidoglykane.
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1.4 Signalmolekile des Fettgewebes

1.4.1 Sekretionsmolekile

Zu den Sekretionsmolekilen des Fettgewebes gehoren Adipokine, Zytokine,
Komplementfaktoren und Chemokine®2. Mit der Entdeckung und Charakterisierung des
Adipokins Leptin wurde die Bedeutung dieser bioaktiven Proteine und damit die des
Fettgewebes flir den gesamten Organismus erstmals deutlich®®. Heutzutage sind
zahlreiche Adipokine bekannt, wie Adiponektin, Resistin und Visfatin’,6,%¢. Adipokine
kdnnen auto-, para- und endokrin wirken'®. Adipokine werden als Regulatoren der
Ganzkorper-Homoostase angesehen'. Adipozyten sind nicht die einzigen Zellen, die
Botenstoffe wie Adiponektin, Resistin und Visfatin exprimieren: Auch Immunzellen,
Chondrozyten und Synoviozyten bilden diese Proteine'®. Bei chronischer Adipositas

kommt es zu einer gestorten beziehungsweise veranderten Sekretion der Adipokine'®'.

Das wohl bekannteste Adipokin ist Leptin®. Es korreliert positiv mit der Masse des
weillen Fettgewebes. Durch die Induktion anorexigener und Inhibition orexigener
Faktoren ist es mafRgeblich an der Appetitregulation und somit auch an der Adipositas-
Entstehung beteiligt®®,'%2,'%, |st das kodierende Gen des Leptins mutiert, kann hieraus
ein funktioneller Mangel am Protein Leptin und bei Mutation des Rezeptors eine
Leptinresistenz resultieren'. Dies kann einen gesteigerten Appetit und einen
verminderten Energieverbrauch bewirken. Die Folge kann eine frihe und schwere
Adipositas sein. Aufgrund seiner Struktur und der seines Rezeptors wirkt Leptin nicht nur
im neuroendokrinen System, sondern ist auch ein Botenstoff im Immunsystem. Leptin
wird aufgrund seines molekularen Aufbaus zu den langkettigen helikalen Zytokinen
gezanhlt, zu denen auch IL-6, IL-12 und IL-15 gehoren'®. In vitro wurde eine Aktivierung
von CD4+- und CD8-T-Zellen durch die Stimulation mit Leptin gezeigt sowie eine
hochregulierte Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen'®®. Auch wurden bei
entzindlichen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis und Osteoarthritis erhdhte
proinflammatorische Leptin-Serumspiegel in Zusammenhang mit Krankheitsverlauf und

Aktivitat gemessen'7-110,

Ein weiteres Adipokin, das Resistin, fordert die Rekrutierung der Immunzellen™',"2. Bei
Mausen konnte ein Zusammenhang zwischen Resistin und der Entwicklung von
Adipositas bedingter Insulinresistenz bis zur Entwicklung des Diabetes Mellitus Typ 2
gezeigt werden'-""5, Welche immunmodulatorische Wirkung Resistin besitzt, ist

abhangig vom jeweiligen Gewebe''®.
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Auch das Adipokin Progranulin zeigt immunmodulatorische Wirkung. Die Untereinheiten
des Progranulins sowie das gesamte Protein selbst haben die Fahigkeit, sowohl
antiinflammatorische als auch proinflammatorische Mediatoren zu sein''’. Bei
Adipositas, Insulinresistenz und Diabetes Typ-2 zeigten sich erhdhte Serumspiegel des

Proteins'8,119,

Adiponektin, welches hauptsachlich von Fettzellen sezerniert wird, ist flr seine
entziindungshemmende Funktion bekannt'?°. Es wirkt unter anderem bei Atherosklerose
und Diabetes Mellitus Typ 2'2",'22. Das Adipokin liegt posttranslational in verschiedenen
Isoformen vor und entfaltet seine Hauptwirkung als Trimer, Hexamer und Multimer in der
Blutbahn'?3, Das antiinflammatorische Adipokin wirkt systemisch auf Effektorzellen der
Arthritis, indem es proinflammatorische Faktoren wie Prostaglandin E2 und IL-6
ansteigen lasst'?'?*. Uber seine Rezeptoren AdipoR1 und -R2 I8st es
gewebespezifische Signaltransduktionen aus, wie beispielweise eine erhdhte
Ligandenaktivitat von PPAR-a'?5,

Ein weiteres in das Immunsystem involvierte Adipokin ist Visfatin. Dieses wird auch
PBEF (pre-b-cell-colony-enhancing-factor) genannt®?, da es durch enzymatische
Aktivitat auch die Differenzierung von B-Zell Vorlaufern'?? fordert. Visfatin wird durch
Hypoxie induziert und wirkt proinflammatorisch'?%'27. Zudem besitzt das Adipokin eine
insulindhnliche Wirkung, da es sowohl die Insulinsekretion als auch die insulinbezogene

intrazellulare Signallbertragung reguliert'?,

1.4.2 Antimikrobielle Peptide

Adipozyten sezernieren im Sinne der Erregerabwehr noch eine weitere Klasse an
Faktoren: die antimikrobiellen Peptide (AMP). Uber 100 humane AMPs sind derzeit
dokumentiert'?. Hierzu gehoren unter anderem die Cathelicidine und Defensine'®,'31,
Von verschiedenen Immunzellen, zum Beispiel Epithelzellen sezernierte Cathelicidine
und Defensine besitzen die Fahigkeit, Bakterien, Pilze sowie auch Viren in vitro
abzutéten und/ oder auszuschalten'?-'%, In vivo konnte gezeigt werden, dass diese
AMPs zur Immunabwehr des Wirtes beitragen'®-'38_ Aus evolutionarer Sicht gehoren
antimikrobielle Peptide zu einer der frihesten molekularen Effektoren der angeborenen
Immunabwehr'®. Humane AMPs wie das Cathelicidin LL-37 oder das beta-Defensin 2
kommen vor allem auf Oberflachen mit Kontakt zur Au3enwelt vor. Hierzu zahlen unter
anderem Haut, Augen, Atemwege und der Urinaltrakt'? ¥ In der Regel sind AMPs

genkodiert und kénnen konstitutionell exprimiert oder induziert werden, um potenzielle
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Eindringlinge zu bekampfen'#2. Sie besitzen eine Vielzahl an immunmodulatorischen
Funktionen. Proinflammatorisch zeichnen sie sich durch eine direkte bakterizide
Wirkung'#® oder die Induktion der Rekrutierung von Abwehrzellen aus. Der bakterizide
Wirkmechanismus der meisten antimikrobiellen Peptide beruht auf der elektrostatischen
Bindung mit anionischen Einheiten und anschlielender Zerstérung der
Mikrobenmembran, wobei auch weitere Mechanismen gezeigt werden konnten'#,
Antiinflammatorisch wirken sie zum Beispiel, indem sie Reaktionen des Kérpers auf das
Endotoxin  Lipopolysaccharid (LPS) minimieren und damit eine potentiell
Uberschiefende Entziindungsreaktion verhindern'#,'¢. Auch Funktionen bei der
Apoptose und Wundheilung sind den AMPs zugeschrieben'’ '8 In verschiedenen
Untersuchungen wurden AMPs auch wiederholt mit der Dysregulation von
Entzindungen in Verbindung gebracht, wie beispielweise bei Psoriasis und Lupus
Erythrematodes, zwei chronisch autoinflammatorischen Immunerkrankungen'®. Ergo
kann eine Verstarkung der von AMP vermittelten Immunsignale die Reaktion auf eine
Infektion verstarken, wohingegen eine Unterbrechung dieses Signalweges eine

therapeutische Mdglichkeit fiir Autoimmunerkrankungen bieten kénnte'49,15°,

Defensine sind die am meisten untersuchte Familie der AMPs. Bis heute gibt es tUber 80
bekannte a-, R-, 6- Defensine™'-%3, Sie sind Cystein-haltige Peptide mit drei
Disulfidbriicken, die in einer R-Faltblatt-Struktur gefaltet sind'3°,'%4,1%5 Fiir AMPs der o-
und B- Defensin- Familien gibt es bisher keine Anhaltspunkte einer Expression im

Adipozyten™s.

Einer der Schlisselmechanismen der lokalen Immunabwehr ist es, antimikrobielle
Peptide durch ortsansédssige Zellen zu sezernieren, um in den Organismus
eingedrungene Pathogene an ihrer Ausbreitung zu hindern'®,'%’, Nicht nur die
klassischen Abwehrzellen wie Leukozyten und Monozyten sind an der Wirtsabwehr
durch Sezernierung von AMPS beteiligt, sondern auch Adipozyten '3,'%8, Vor allem eine
starke Induktion der Produktion des antimikrobiellen Peptids Cathelicidin in
Praadipozyten wurde im Mausmodell nach einer Infektion beobachtet. Die Familie der

Cathelicidine wird im Folgenden genauer erlautert.
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1.5 Das antimikrobielle Peptid Cathelicidin (CAMP)

1.5.1 Aufbau und Expression

Cathelicidine umfassen eine Familie antimikrobieller Proteine, welche ein N-terminales
Signalpeptid, eine hochkonservierte Cathelin (Cathepsin-L-Inhibitor)-dhnliche Domane
und am C-terminalen Teil eine weniger konservierte antimikrobielle Domane
besitzen'3,'%5, Verschiedene Zellen des Korpers, unter anderem Fettzellen und
Mastzellen, exprimieren das cathelicidine antimicrobial peptide (CAMP)'™,%°  Die
Expression von CAMP steigt wahrend der adipozytaren Differenzierung an'3,160,161,
CAMP-mRNA ist im murinen Modell im weilen haufiger vorhanden, als im braunen

Fettgewebe'.

1.5.2 Einflussfaktoren

Der CAMP-Serumspiegel ist abhangig von Erndhrung und Fettanteil des Korpers: Je
fettreicher die Erndhrung, desto hthere CAMP-Spiegel konnten gemessen werden'.
Das antimikrobielle Peptid steht in positiver Korrelation mit einer negativen
Stoffwechsellage, charakterisiert durch die allgemein als ungunstig bezeichneten
Stoffwechselfaktoren. Das heildt, hohe Resistin-, Triglyzerid- und BMI-Werte korrelieren
positiv. mit dem CAMP-Spiegel. Giinstige Stoffwechsel-Faktoren wie HDL und
Adiponektin sind hingegen erniedrigt bei hohen CAMP-Serumspiegeln'®2. Durch die
Untersuchungen an humanen Seren (Hochberg et al.’®?) konnte sowohl die basale
CAMP-Konzentration im Serum bei Adipositas dargestellt werden als auch ihre
Veranderung wahrend einer Gewichtsreduktion. Die Untersuchungen zeigten, dass
adipbse Patienten, die nach einer bariatrischen Operation erheblich an Gewicht verloren,
reduzierte CAMP-Spiegel im Serum aufwiesen. Bei einer Gewichtsabnahme rein durch
Kalorienrestriktion gab es hingegen keine Anderung der CAMP-Serumspiegel'®?. Es
existieren im Mausmodell auch bereits erste Ansatzpunkte einer potenziellen pharmako-
logischen Verwendung von CAMP. Durch sehr fettreiche Erndhrung oder Alkoholabusus
hervorgerufene Fettlebererkrankung zeigte bei Deletion von CAMP ein Fortschreiten der
Krankheit, wohingegen eine Uberexpression oder pharmakologische Behandlung mit

exogenem CAMP das Fortschreiten verhinderte'®3,164,

Hopfinger et al. konnten die Beeinflussung von CAMP durch nutritive Faktoren
darstellen, indem ein Zusammenhang zwischen der Aufnahme von Glukose im Rahmen
eines standardisierten Glukosetoleranztests und einem anschlie®enden Anstieg

systemischer CAMP-Konzentrationen im humanen Serum gezeigt werden konnte. Dies
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zeigt Glukose als mutmalilich positiven postprandialen Regulator zirkulierender CAMP-

Spiegel'®®.

Bei Adipositas wurde ein erhdhtes entzliindliches Potenzial beobachtet. Hierbei konnte
festgestellt werden, dass die Expression des CAMP-Gens sowohl im subkutanen, als
auch im viszeralen Fettgewebe deutlich positiv mit jener korreliert'®®. Im murinen Modell
wurden bei durch fettreiche Erndhrung induzierter Atherosklerose erhdhte CAMP-

Spiegel im Serum festgestellt'®”.

Die Konzentration an CAMP im Serum scheint zudem durch Sexualhormone beeinflusst
zu sein'®. Die basalen Level sind bei Frauen deutlich niedriger als bei Mannern'®2,
Geschlechtshormone wie Testosteron und Estradiol spielen keine Rolle in der
Regulation von CAMP'®2, Im Tierversuch konnte bereits gezeigt werden, dass im
gonadalen Fettgewebe von mannlichen Mausen ein hoheres Expressionsniveau von

CAMP vorlag. Im subkutanen Fettgewebe war dies hingegen nicht nachzuweisen'®°,

1.5.3 Rolle im Immunsystem

Das Cathelicidin CAMP spielt eine SchlUsselrolle im immuninvolvierten Fettgewebe,
auch ,Killerfett“ genannt'®. Durch die von der Forschungsgruppe Zhang et al. bewiesene
starke Induktion von CAMP unter einer Staphylococcus-aureus-Infektion des betroffenen
subdermalen Fettgewebes konnte erstmalig ein Zusammenhang der adipozytaren
Expression von CAMP mit immunologischer Funktion gezeigt werden'®. So wurde zum
Beispiel eine rasche Proliferation von Praadipozyten innerhalb des subkutanen
Fettgewebes an der infizierten Stelle beobachtet sowie eine Hypertrophie der reifen
Adipozyten's. Dabei fiel ebenfalls auf, dass vor allem die Praadipozyten in grofem
Umfang das antimikrobiell wirkende Peptid CAMP sezernierten'®. Zudem wiesen die
Zellen der infizierten Haut ein gréReres adipogenes Potential auf als gesunde dermale
Zellen™. Adipogenes Potential bedeutet die reaktive Differenzierung zu Adipozyten'®.
Ist die Adipogenese gestort, ist folglich die Fahigkeit, das Bakterienwachstum zu
hemmen, eingeschrankt’. Da durch zu viele reife Adipozyten die CAMP-Produktion
durch Verdrangung der Praadipozyten eingeschrankt ist, lieRe sich die erhdhte
Infektanfalligkeit adipéser Patienten erklaren'. Diese Vermutung wirde die
malfigebliche Rolle des Fettgewebes im Immunsystem bestatigen.
Ein wichtiger Regulator der Entzindungsreaktionen im Korper ist das Zytokin Tumor-
Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a). Eine ibermaRige oder anhaltende Produktion von TNF-

a kann zur chronischen Inflammation flihren, welche mit diversen chronischen
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Erkrankungen assoziiert ist','72. Auch die adipozytare CAMP-Ausschiittung scheint in

vitro mit erhéhter TNF-a-Konzentrationen positiv zu korrelieren'®,

Dass CAMP weitere Rollen im Immunsystem hat, konnte durch die Forschungsgruppe
Di Nado et al. gezeigt werden: Diese konnten zeigen, dass in Mastzellen exprimiertes
CAMP ein wichtiger Faktor flr die antimikrobielle Wirkung dieser Abwehrzellen ist'”3. Die
Hauptfunktionen lassen sich als direkte Erregerelimination durch Membranperforation
sowie indirekte Immunabwehr durch Chemotaxis auf Immunzellen und die Degranulation

von Entziindungszellen beschreibens® 173175,

Unabhangig von seiner antimikrobiellen Aktivitat zeigte CAMP im Mausmodell auch bei
endogener Expression entziindungshemmende Aktivitat'’®. Zusammenfassend deuten
die Daten darauf hin, dass CAMP zwei Funktionen im angeborenen Immunsystem hat:
die Vermittlung einer antimikrobiellen, lokalen und systemischen Immunabwehr und die
Regulierung von Entziindungen. Zudem wird vermutet, dass CAMP eine Funktion der

Co-Regulierung hinsichtlich metabolischer Funktionen innehat'.

1.5.3.1 Regulierung durch Toll-like-Rezeptoren

Cathelicidin unterliegt der Regulation durch verschiedene Toll-like-Rezeptoren. Die
Aktivierung eines TLR durch konservierte Molekule fuhrt zur Translokation des zentralen
Transkriptionsfaktors NF-kB und damit zu Transkription sogenannter ,Early-Response‘-
Gene. Diese kodieren Zytokine, Chemokine und auch ausgewahlte antimikrobielle
Peptide wie CAMP'"7,'78 Hervorzuheben ist die Rolle von TLR-9:

TLR-9 erkennt bakterielle, nicht-methylierte CpG-DNA-Motive™ sowie doppelstréangige
DNA von Viren'”,'®_ Dies hat zur Folge, dass TLR-9 Zytokine unter anderem Uber den
Transkriptionsfaktor NF-kB im Zellkern aktiviert. Dabei entfaltet der Rezeptor seine
proinflammatorische Wirkung auf die Zellen des Abwehrsystems'®'. TLR-9 gehort zu der
Gruppe der Toll-like-Rezeptoren, die nicht ausschliefdlich mikrobielle Nukleinsauren
erkennen, sondern auch in der Lage ist, korpereigene zellfreie DNA (cfDNA), zu
detektieren'-'8_Die Unterscheidung, ob es sich bei der erkannten Nukleinsaure um
korpereigene oder exogene handelt, wird Uber die Zuganglichkeit der Liganden zum
Rezeptor reguliert. Die Toll-like-Rezeptoren 3, 7, 8 und 9 befinden sich in intrazellularen
Kompartimenten, sogenannten Endosomen. Diese Rezeptoren sind physiologisch
gegenuber endozytotisch aufgenommenen Pathogenen exponiert, aber nicht aber
gegeniiber korpereigenen Nukleinsduren'®—'9. Kommt es allerdings zu Schadigung

und Absterben von Zellen, kdnnen koérpereigene Nukleinsduren zu jenen Rezeptoren
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gelangen, erkannt werden und zu einer autoimmunen Zellreaktion fiihren'®'-95. CAMP
wirkt auf Immunzellen als Aktivator des TLR-9: es fligt sich zu einem superhelikalen
Protofibrillengertist zusammen und bildet somit einen fir TLR-9 spezifischen,
nanokristallinen Immun-Komplex mit Oligodesoxyribonukleotiden (ODNs). Damit
erleichtert CAMP die Erkennung der bakteriellen Bestandteile flir Immunzellen durch
TLR-9'%. Thomalla et al. konnten bereits zeigen, dass auch Adipozyten in der Lage sind,
einen funktionell aktiven TLR-9 mit dort anti-inflammatorischer Funktion zu

exprimieren®?,

Adipozyten exprimieren zudem Toll-like-Rezeptor 7, ein ebenfalls endosomaler
Rezeptor, der in der Lage ist, virale Einzelstrang-RNA zu erkennen'®. In vitro konnte
von Thomalla et al. auch die Erkennung von synthetisch hergestellten Liganden wie
Imiquimod durch adipozytaren TLR-7 nachgewiesen werden®®. Auch die Erkennung von
korpereigener, zellfreier DNA (cfDNA), deren systemische Konzentrationen bei

Adipositas erhoht ist, wird TLR-7 sowie auch TLR-9 zugeschrieben'®,

TLR-3 wird in Adipozyten stark exprimiert'®. Der Rezeptor ist in der Lage sowohl virale
doppelstrangige mRNA als auch mRNA von sterbenden Adipozyten, wie sie vermehrt

bei Adipositas vorliegt?®, zu erkennen?',

Mithilfe von Lipopolysacchariden (LPS), die als Liganden fiir TLR-4 bekannt sind, wurde
eine starke Induktion von CAMP beobachtet’® %1 | PS, auch als Endotoxine bekannt -
sind ein Bestandteil der Wand gramnegativer Bakterien. CAMP besitzt eine positive
Ladung, wodurch bakterielle Lipopolysaccharide gebunden und neutralisiert werden
kénnen22, Einer der moglichen Mechanismen der entziindungshemmenden Wirkung
von CAMP scheint die Veranderung der Zellmembranfunktion und damit einhergehend
die Hemmung der TLR-4-Signaltransduktion zu sein'’®2%%, Dies schiitzt vor einer
uberschieRenden Reaktion auf bakterielle Reize und der Einleitung des systemischen
Entziindungsreaktionssyndroms (SIRS) oder einer Sepsis?®*. Der TLR-4-Antagonist
CTRP-32%° 206 \elcher zur Familie der Adiponectin-C1g/TNF-verwandten Proteine
gehort und als entziindungshemmendes Protein charakterisiert ist?®”, konnte eine
Inhibition der CAMP-Sekretion hervorrufen?®. Auch werden dem Acridinfarbstoff
Acriflavin entziindungshemmende Eigenschaften zugeschrieben, da er die LPS
induzierte Inflammation Uber eine Suppression des TLR-4 zu inhibieren vermochte?®.

Eine Interaktion mit CAMP wurde bisher nicht beschrieben.

Wie TLR-4 bewirkt auch TLR-2 eine Induktion der CAMP-Expression'®,'®", In vivo wird
eine Infektion mit grampositiven Bakterien wie Staphylococcus aureus durch TLR-2
erfasst, der das Signal als Heterodimer TLR-1/2 oder TLR-2/6 weitergibt'®'. Diese
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Mustererkennungsrezeptoren sind auch in der Lage, in vitro synthetische Liganden wie
MALP-2 zu erkennen'® 2" Folgende Abbildung veranschaulicht schematisch die
wichtigsten Signalwege der TLR/CAMP- Interaktionen beim Adipozyten (Abbildung 1-
4):

o —\._CfDNA
Imiquimod/ _\_ Virale RNA Komplex: CAMP+
Gardiquimod L ODNs

. PR ODNs
N Do AN MMA« 7 b.
Nooul, o8, o..

QNN Jee’ 29 3.0
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ODNs, bakterielle
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Abbildung 1-4 Schematische Darstellung der wichtigsten Toll-like-Rezeptor/
Cathelicidin Interaktionen beim Adipozyten (Eigenentwurf). CAMP = Cathelicidin
antimikrobielles Peptid, CfDNA = cell-free DNA, CTRP-3 = C1q/TNF-Related Protein 3,
LPS = Lipopolysacharide, ODN = Oligodesoxyribonukleotid, TLR = Toll-like-Rezeptor.

1.5.4 Die Rolle des humanen Cathelicidins LL-37

1.5.4.1 Aufbau und Vorkommen

LL-37 ist das einzige bekannte menschliche Cathelicidin mit Fettgewebs-expression und
fungiert als Teil der angeborenen Immunabwehr?''. Es wirkt als pleiotroper
Immunmodulator, sowohl antibakteriell als auch antiinflam-matorisch?'?. Bei der
Spaltung des Propeptids des humanen Cathelicidin (hCAP18) wird seine C-terminale,
antimikrobielle Domane freigesetzt. Diese beginnt mit zwei Leucinresten und ist 37
Aminosauren lang, daher die Bezeichnung LL-37'3%2'3  Die C-terminale Domane ist
hochvariabel und zeigt eine schnelle und starke Abwehraktivitat gegen korperfremde

Pathogene?'. Es wird auf Chromosom 3 im Gen FALL-39 codiert. Seine antimikrobielle
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Aktivitat codiert das Exon 4, welches hypervariabel ist?'32'5, Gefordert wird die Aktivitat
durch entziindliche Zytokine, Wachstumsfaktoren, sowie die aktive Form des Vitamin
D216.

Vor allem auf der Haut von Neugeborenen wurde Cathelicidin als mikrobieller Schutz
entdeckt'. Auch in FuBwunden von Diabetikern zeigte sich eine erhdhte Konzentration
von CAMP2"7,

1.5.4.2 Wirkung

LL-37 wurde zum einen als antimikrobielles Breitbandpeptid identifiziert. Es weist einen
breiten Wirkungsbereich gegen gramnegative?'®2'® und grampositive??°,22' Bakterien
auf, indem es in der Lage ist, die Membranen von Bakterien zu perforieren. LL-37 kann
bakterielle Endotoxine inhibieren?'®. Es wirkt proinflammatorisch als Chemoattraktans
zur Forderung der Chemokinproduktion und der Infiltration von Neutrophilen???. Seine
antiinflammatorische Wirkweise zeigt sich durch die Hemmung der LPS-Bindung an
Makrophagen??®. Es hat die Fahigkeit, infektionsinduzierte entziindliche Prozesse zu
hemmen und somit einer UberschieRenden Immunreaktion entgegenzuwirken. Dies
erreicht LL-37, indem es proinflammatorische Signalwege hemmt und

entzindungsfordernde Zytokinspiegel senkt?4 225,

Sein murines Pendant ist das cathelicidin-related-antimicrobial-peptide (mMCRAMP)?%6,
mCRAMP zeigt bemerkenswerte Ahnlichkeiten zum humanen CAMP/LL-37 und bietet
daher ein nutzliches Modell fur die Untersuchung der Funktion und Regulation des
humanen Cathelicidins??. Murine und humane Cathelicidine sind beide antimikrobiell
aktiv und haben zusatzlich immunmodulatorische Funktionen'64166.216-218,174 176 227_229
Beide zeigen Affinitat fir DNA und auch RNA'87:216.197 227 \/or allem das humane LL-37
bindet DNA, aktiviert TLR-9 und induziert damit proinflammatorische Prozesse?'%2%°, LL-
37 ist in der Lage, Nukleinsauren zu komplexieren und in menschliche plasmazytoide
und myeloische dendritische Zellen zu transportieren, was zu einer Aktivierung von TLR-
9 (DNA) und TLR-7 (RNA) fihrt87:220197 231 = Aych konnte in diesem Zusammenhang
bereits festgestellt werden, dass eine Uberexpression des humanen LL-37 zu
verstarkten proinflammatorischen Zustanden bei Autoimmunerkrankungen durch TLR-
9-Hyperaktivierung in Immunzellen und Keratinozyten fiihrt?21-223.232_234

Die Rolle von CAMP bei Diat-induzierter Adipositas zeigte sich folgendermaf’en im
Mausmodell: Mause, bei denen das Gen CAMP deletiert wurde, nahmen weniger an
Gewicht zu und zeigten zudem eine hdhere Insulinsensitivitat als Wildtypmause unter
gleicher Diat?423°,

Das humane LL-37 ist zudem in der Lage, die Regeneration von pankreatischen
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Inselzellen zu regulieren, wodurch die Glukosehomoostase gefordert wird??>2%6, Dies
kénnte Patienten mit Diabetes mellitus zugutekommen. Ferner zeigt sich die
antimikrobielle Eigenschaft des LL-37 positiv in Bezug auf das diabetische FuRsyndrom
und seine verlangerte Wundheilung. Es zeigten sich eine gesteigerte Wundheilungsrate
sowie eine Verringerung der aeroben Bakterienbesiedelung??®2%. Eine verbesserte
Behandlung des diabetischen Fuldssyndroms ist fur den klinischen Einsatz hochrelevant,
da diabetische Fuligeschwire eine der Hauptursachen fur Morbiditat und Mortalitat der
westlichen Welt sind und einen immensen Kostenfaktor im Gesundheitssystem

darstellen?27:238,
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Das Fettgewebe besitzt wichtige endokrine und immunologische Funktionen im
menschlichen Organismus'','?,%6.Das Wechselspiel zwischen Fettgewebe und dem
Immunsystem spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation von
Stoffwechselprozessen und der Aufrechterhaltung der Immunhomdbostase. Bei
Erkrankungen wie Adipositas ist die immunologische Funktion der Adipozyten
eingeschrankt?°,249, Zudem steht die chronische Entziindung des Fettgewebes im
Vordergrund, wenn es darum geht, Pathomechanismen der schwerwiegenden
Insulinresistenz zu verstehen, die der Entstehung der Volkskrankheit Diabetes Mellitus
Typ 2 vorausgeht?*'. Aus diesem Grund ist es von besonderem Interesse, Kenntnisse
der Funktion und Regulation von adipozytaren, proinflammatorischen und
antimikrobiellen Peptiden wie CAMP im Immunsystem zu gewinnen und ihre

inflammatorische Komponente zu untersuchen.

Ziel dieser Arbeit ist es, in vitro die Regulation der CAMP-Genexpression in murinen
3T3-L1-Pra-Adipozyten sowie in humanen Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom (SGBS)-
Adipozyten zu untersuchen. Im Vordergrund steht die Analyse
konzentrationsabhangiger Effekte unterschiedlicher Stimulanzien auf die Sekretion von
CAMP der Adipozyten. Ausgewahlt wurden Substanzen anhand aktueller Literatur,
deren Effekte im Zusammenhang mit proinflammatorischen und immunologischen
Signalwegen stehen. Die Genexpression und Sekretion des adipozytaren CAMPs
unterliegt der Regulation von Mustererkennungsrezeptoren wie Toll-like-Rezeptoren und
NOD-Rezeptoren. Inflammatorische Einflisse regulieren in vitro und in vivo die
Sekretion von CAMP aus Adipozyten'®. Der Fokus dieser Arbeit liegt auf verschiedenen
Stimulanzien, die vor allem auf eben diese immunologische und proinflammatorische
Ebene des CAMPs abzielen, wie Toll-like-Rezeptoren, NOD-Rezeptoren und zellfreie
DNA.

Um noch umfassendere Ergebnisse zur eingeschrankten immunologischen Funktion der
Adipozyten bei Adipositas zu erzielen, ist es ein weiteres Ziel dieser Arbeit, die in vitro
gewonnenen Erkenntnisse im Mausmodell auf Proteinebene zu erweitern. Dies erfolgte
durch die Quantifizierung der CAMP-Konzentration im murinen Serum, sowie
subkutanen Fettgewebe.

Zudem soll die humane Zelllinie der SGBS-Adipozyten als neues Modell flr adipozytare
CAMP-Expression in vitro etabliert werden. Ziel hierbei ist es, die gewonnenen
Kenntnisse am Mausmodell auf menschliche Zellen in vitro Ubertragen zu kénnen, um

die Funktionen von CAMP im menschlichen Organismus besser zu verstehen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien, Gerate und Chemikalien

In den nun folgenden Tabellen sind die verwendeten Materialien, Gerate sowie

Chemikalien nach der jeweiligen angewandten Methode aufgelistet (Tabelle 2-1;

Tabelle 2-2; Tabelle 2-3).

Materialien Hersteller
Pipette research plus 0,5- 10 pl Eppendorf
Pipette research plus 10- 100 pl Eppendorf
Pipette research plus 20- 200 pl Eppendorf
Pipette research plus 100- 1000 pl Eppendorf
Pipettenspitzen Sarstedt
Filterpipettenspitzen Sarstedt
Multipette E3 Eppendorf
Multipette M4 Eppendorf
Accu-jet pro Brand

Cellstar Pipetten (2, 5, 10, 25, 50 ml)

Greiner bio-one

Reaktionsgefalt (1,5 ml, 5 ml)

Sarstedt

Reaktionsgefalie (0,2 ml)

Sarstedt

12 Well Platte Greiner bio-one
75cm?2-Zellkulturflaschen Sarstedt
Zellschaber Sarstedt

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Greiner bio-one

Neubauer improved Zahlkammer

Roth

ELISA 96-Well-Mikrotiterplatten

Greiner bio-one

RNeasy® Kit Qiagen
QlAshredder Kit Qiagen
Vakuumpumpe D62 Biometra
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Hei-Standard Magnetrihrer

Heidolph

Analysewaage ACJ-220-4M

Kern

Tabelle 2-1 Liste der verwendeten Materialen

Geratetyp

Hersteller

COz-Inkubator 150L

Heracell

Sicherheitswerkbank KL.II 120cm

Thermo Fisher

Inverses Mikroskop Modell DM IL LED

Leica

Wasserbad (4-12L)

Memmert

-80°C-Schrank HFUG00TV

Thermo Fisher

-20°C Gefrierschrank Arctis
Vortex 1 IKA
Mikroliterzentrifuge sprout
Grolde Zentrifuge Rotina 380R Hettich
Kleine Zentrifuge Mikro 200R Hettich
Zentrifuge Mikro 120 Hettich
Orbital Incubator SI500 stuart
Epoch Spektrometer Bio-Tek
Thermocycler T100™ BioRad
Real-Time-System-PCR CFX Connect™ BioRad
Ultraschallhomogenisator Sonoplus Bandelin

Tabelle 2-2 Liste der verwendeten Gerite
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Chemikalien Hersteller
Zellkulturversuche:

Dulbecco’s modified eagle medium Biochrom
Dulbecco’s modified eagle medium F-12 Lonza
Neugeborenen Kalberserum Sigma Aldrich
Fetales Kalberserum Sigma-Aldrich
Apo-Transferrin Sigma-Aldrich
Biotin Sigma-Aldrich

3-Isobutyl-1-Methylxanthin

Serva Electrophoresis

Pantothensaure Sigma-Aldrich
Fetuin MP Biomedicals
Bovines Insulin Sigma-Aldrich
Corticosteron Sigma-Aldrich
Ascorbat Sigma-Aldrich
Transferrin Sigma Aldrich
Humanes Insulin Sigma Aldrich
Cortisol Sigma Aldrich
Trijodthyronin (T3) Sigma Aldrich
Dexamethason Sigma Aldrich

Rosiglitazon (BRL 49653)

Caymann Tallinn

Trypsin/EDTA PAN-Biotech
Tryptanblau Sigma-Aldrich
Ethanol (unvergallt) Sigma-Aldrich

Ethanol (vergallt)

SAV Liquid Production

Protease Inhibitor Cocktail

Roche

Phosphatase/Protease Inhibitor Cocktail

Roche
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Chemikalien

Hersteller

Cytotoxicity Detection Kit

Sigma-Aldrich

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) Sigma-Aldrich
Oil-Red-O Stammlésung Sigma Aldrich
2- Propanol Roth

Formaldehyd Sigma Aldrich

TE-Pufferlésung

Eigenherstellung Labor

Bovines Serum Albumin Sigma Aldrich
3-Mercaptoethanol Sigma Aldrich
Liraglutid Sigma-Aldrich
D-Alanin-2-GIP Sigma-Aldrich
Mimosin Sigma-Aldrich
Acriflavin Sigma-Aldrich
Glucagon-like-Peptide-1 (GIP-1) Sigma-Aldrich
Glukose-abhangiges-insulinotropes-Peptid Sigma-Aldrich
Imiquimod InvivoGen
Gardiquimod InvivoGen
ODN A (1585) InvivoGen
ODN B (1826) InvivoGen
ODN C (2395) InvivoGen

ODN 2088

Miltenyi Biotec

ODN 2087 (ODN 2088 control)

Miltenyi Biotec

ODN 1826 Control

InvivoGen

Cell-free DNA

Eigenprodukt des Labors

TrDAP (L-Ala-y-D-Glu-mDAP)

InvivoGen

Ammoniumhydroxidlésung

Sigma-Aldrich
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Chemikalien Hersteller
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich
BAY 11-7085 Sigma-Aldrich
LY294002 Sigma-Aldrich
S31-201 Sigma-Aldrich
SB239063 Sigma-Aldrich
Poly I:C InvivoGen
PCR:

Muriner Primer forward CAMP desalted Metabion
(5'-CCC AAG TCT GTG AGG TTC CG-3Y)

Muriner Primer reverse CAMP desalted Metabion
(5'-GTG CAC CAG GCT CGT TAC A-3))

Muriner Primer forward GAPDH desalted Metabion
(5-TGT CCG TCG TGG ATC TGA C-3Y)

Muriner Primer reverse GAPDH desalted Metabion
(5'-AGG GAG ATG CTC AGT GTT GG-3)

Muriner Primer forward Adiponektin desalted Metabion
(5'-AGG GAG AGA AAG GAG ATG CAG-3Y)

Muriner Primer reverse Adiponektin desalted Metabion
(5'-CAG ACT TGG GCT CCC ACC TC-3")

iTag Universal SYBR Green Supermix BioRad
Nuclease-freies H20O Qiagen
Reverse-Transkription Kit Quantitect Qiagen
Rneasy Kit Qiagen
QIAShredder Kit Qiagen
ELISA:

Coating Buffer Abbexa
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Chemikalien Hersteller
Blocking Buffer Abbexa
Standard Diluent Abbexa
Wash Buffer Abbexa
Detection Antibody Diluent Abbexa
Streptavidin-HRP Abbexa
Streptavidin-HRP Diluent Abbexa
Stop Solution Abbexa
TMB-Substrat Solution Abbexa
Standard Abbexa
Capture Antibody Abbexa
Biotin-Conjugated Detection Antibody Abbexa

Tabelle 2-3 Liste der verwendeten Chemikalien
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2.2 Zellkulturversuche an den Zellen der murinen 3T3-L1 Linie

Zur Verwendung kamen murine 3T3-L1-Adipozyten. Die Fibroblasten-artigen
Praadipozyten werden unter Zugabe bestimmter Supplemente innerhalb eines 8tagigen

Protokolls zu reifen Adipozyten differenziert.

Diese ehemals aus embryonalem Gewebe der Maus stammenden Zellen lagern im
Rahmen der Differenzierung Triglyzeride in Lipidvakuolen ein und sezernieren

zunehmend adipozytenspezifische Proteine wie Adiponektin.

Die Zellen wurden zu allen Zeitpunkten in einem Brutschrank, in welchem sich auf 5%
CO; angereicherte Luft befand, bei 37°C kultiviert. Jegliche Eingriffe bis zur finalen
Zellernte wurden unter einer Sicherheitswerkbank durchgefihrt, um Sterilitat zu
gewahrleisten und damit einer Kontamination der Zellkultur durch Mikroorganismen

vorzubeugen.

2.2.1 Aussaen und Splitten der Zellen

Um die kryogelagerten Fibroblasten der Zelllinie 3T3-L1 zu kultivieren, wurden diese
zunachst aufgetaut und in Kulturflaschen mit je 12 ml Anzuchtsmedium DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium von Biochrom), supplementiert mit 10 %
Kalberserum (newborn calf serum), gegeben. Sobald der Zellrasen eine Konfluenz von
circa 80-90% erreicht hatte, wurde das Medium abgesaugt und das Abldsen der Zellen
mithilfe von 3 ml Trypsin, welches als verdauendes Enzym die extrazellulare Matrix
aufldst, initiiert. Nach Zugabe des Trypsins wurden die Zellen fir 10 Minuten bei 37°C
inkubiert. Um im Anschluss die Reaktion durch Deaktivierung des Enzyms zu stoppen,
wurden 7 ml Anzuchtsmedium mit 10% Kalberserum (newborn calf serum)
hinzugegeben. Die nun geldsten Zellen wurden bei 1200 rpm fir 5 Minuten
zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde vom initialen Medium getrennt und in 5 ml

neuem Anzuchtsmedium resuspendiert.

Um nun die richtige Konzentration der Zellen in der Lésung zu ermitteln, wurden fur eine
1 zu 2 Verdunnung 15 pl der Zellsuspension zu 15 ul Trypanblau gegeben. Das
Trypanblau dient hierbei als Farbelésung, da es verstorbene Zellen dunkelblau anfarbt
und somit die anschlieRende Auszahlung der ungefarbten, vitalen Zellen unter dem
Mikroskop mdglich macht. Besagte Auszahlung fand mithilfe einer Zahlkammer statt, in
welche 10 pl der Losung pipettiert wurden. Ziel der Zahlung war es, durch anschliellende
Verdunnung eine Suspension mit einer Konzentration von 11400 Zellen pro Milliliter

Anzuchtsmedium zu generieren. Hiervon wurden 0,5 ml pro Well auf eine 12-Well-Platte
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ausgesat. Die sich auf der Well-Platte befindenden Zellen waren ab dem folgenden Tag

adharent angewachsen und bereit fir die Initierung der adipozytaren Differenzierung.

Ein Teil der Zellen wurde gesplittet. Ziel des Splittens ist es, dass sich circa 250000
Zellen pro neuer Kulturflasche ansiedeln. Hierfir wurde das mithilfe der Auszahlung
berechnete Volumen der Zellsuspension zu etwa 12 ml Anzuchtsmedium in eine neue
Kulturflasche gegeben. Dieses Verfahren konnte bis Zell-Passage 8 wiederholt werden.
Hohere Passagen wurden nicht mehr verwendet, da die Differenzierungsfahigkeit der
3T3-L1 Zelllinie ab besagter Passagenzahl abnimmt und die Zellen an Vitalitat verlieren,

sodass diese als Adipozyten-Modell fir die geplanten Experimente nicht geeignet sind.

2.2.2 Differenzierung der Zellen

Die gesamte Differenzierung von Fibroblasten zu Adipozyten bendtigt in der 3T3-
L1 Zelllinie 8 Tage. Innerhalb dieser Zeit sind verschiedene Schritte notwendig,

welche im Folgenden dargelegt werden.

Zu dem hierfir verwendeten Differenzierungsmedium DMEM/F12 wurden

verschiedene Zusatze hinzugegeben (Tabelle 2-4).

31



Zusatz Konzentration
Fetales Kélberserum 10 % viv
Apo-Transferrrin 2 ug/ml
Ascorbat (in 3 mM NaCl geldst) 200 pg/ml
Biotin (in H20 gelost) 1 uM
Corticosteron (in Ethanol geldst) 1 uM
Fetuin 300 pg/ml
3-Isobutyl-1-Methylxanthin 20 uyM
Insulin (in HCI gel6st) 100 nM

Tabelle 2-4 Liste der im Differenzierungsmedium der 3T3-L1 Adipozyten

enthaltenen Zusatze und deren jeweilige Konzentration

Die stabilen Zusatze fotales Kalberserum, Apo-Transferrin, Biotin, Fetuin und
Pantothensauren konnten — einmal hinzugegeben — im Medium gel6st bei 4°C gelagert
werden, wohingegen die restlichen Zusatze vor jeder Anwendung neu in der
angegebenen Konzentration hinzugegeben werden mussten.
Dieses Medium mit genannten Zusatzen wurde sowohl bei Beginn der Differenzierung

(Tag 0) als auch bei den darauffolgenden Medienwechseln (Tag 3 und 6) verwendet.

Vor jedem Differenzierungsschritt wurde eine visuelle Kontrolle der Zellen unter dem
Mikroskop durchgefiihrt. Die Zellen besitzen nun noch einen fibroblastischen Phanotyp

mit charakteristischen langgezogenen, spindelférmigen Auslaufern (Abbildung 2-1).
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Abbildung 2-1 3T3-L1 an Tag 0 der Differenzierung (nativ)¢®

Das DMEM-F/12 mit den bereits hinzugegebenen Zusatzen wurde mit Insulin, Ascorbat,
Corticosteron und 3-lsobutyl-1-Methylxanthin vervollstandigt und im Wasserbad auf
37°C aufgewarmt. Die vom vorherigen Tag im Anzuchtsmedium ausgesaten Zellen
wurden unter sterilen Bedingungen von diesem befreit und anschliefend 0,5 ml
vorbereitetes Differenzierungsmedium in jedes Well pipettiert. AnschlieRend wurden die
Zellen im Brutschrank inkubiert. Genauso wurde an Tag 3 und 6 der Differenzierung
verfahren. Man erkennt deutlich, dass die Zellen eine rundere Morphologie annehmen
und vermehrt Triglyzeride einlagern, welche ab Tag 3 bis 6 als kleine Lipidtropfen
sichtbar werden (Abbildungen 2-2).

Abbildung 2-2 3T3-L1 Praadipozyten Tag 6 der Differenzierung (nativ)

An Tag 7 wurde der 3. Medienwechsel durchgefuhrt. Hierbei wurde serumfreies
DMEM/F12 mit frisch hinzugegebenem 1 pM Insulin verwendet. Der Rest der
Arbeitsschritte erfolgt analog zu dem 1. und 2. Medienwechsel. Die hohe Dosis an Insulin
sorgt fur einen Reifungsschub der Zellen in Richtung reifer Adipozyten.

Tag 8 ist der abschlieRende Tag der Differenzierung. Die Zellen sind reif mit rundlichem
Phanotyp und tragen grof3e Lipidvakuolen in sich (Abbildung 2-4). An diesem Tag
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wurde serumfreies DMEM/F12 ohne Zusatze auf die Zellen gegeben. Diese wurden
unter diesen serumfreien Bedingungen fir mindestens drei Stunden inkubiert, bevor ggf.

mit einer experimentellen Stimulation begonnen wurde.

Abbildung 2-3 3T3-L1 Adipozyten Tag 8 der Differenzierung 10- VergroBerung
(nativ)1eé

Um die Differenzierung von Fibroblasten zu Adipozyten zu verdeutlichen, wurden
ausgewahlte Zellen an Tag 0 bzw. an Tag 8 der Differenzierung mit Oil-Red-O angefarbt
(Abbildung 2-5; Abbildung 2-6). Dieser Farbstoff dient dazu, die Triglyceride innerhalb
der Zellen rot anzufarben und somit die Lipidtropfen als Mall fir den
Differenzierungsgrad des Adipozyten besser zu visualisieren. Der Zelliberstand der
Fettzellen wurde unter der Sterilbank abgenommen und die Adipozyten wurden mit
sterilem PBS (500 pl pro Well) gewaschen. Alle weiteren Schritte wurden unter dem
Abzug durchgefihrt. Nach der Entfernung des PBS wurden die Zellen mit je 400 pl 10%-
igem Formaldehyd (verdinnt in PBS) fixiert. Es folgte eine 5-minltige Inkubationszeit
bei Raumtemperatur. Die 3T3-L1 Adipozyten wurden pro Well mit 500 pl 60%-igem
Isopropanol gewaschen und nach anschlieendem Absaugen des Reagenzes kurz an
der Luft getrocknet. Anschlieliend wurden pro Well je 500 ul mit ddH2O (im Verhaltnis
3:2) verdinnte Oil-Red-O-Stammlésung (0,175 g Oil-Red-O in 50 ml 2-Propanol) auf die
Zellen gegeben und flr 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach mindestens drei
Waschschritten mit filtriertem H>O wurden die Zellen unter dem Mikroskop fotografiert.
An Tag 8 der Differenzierung wurden die eingelagerten Lipidtropfen und die Siegelform
der reifen Adipozyten sehr deutlich (Abbildung 2-6).
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Abbildung 2-5 Oil Red-O Farbung: 3T3-L1 Adipozyten Tag 8 der Differenzierung'®®

2.2.3 Durchfiihrung eines Stimulationsversuches

Nachdem die Zellen mindestens drei Stunden in serumfreiem Medium inkubiert worden
waren, wurde fir Zellkulturversuche das jeweilige Stimulanz nach Absaugen des alten
Mediums (DMEM/F-12) hinzugegeben.

Zu beachten ist, dass jeder Versuch in mindestens 6 technischen Replikaten ausgefihrt
wurde, zusatzlich mit je 6 Replikate der zugehorigen Vektor-Kontrolle. Diese solvent
control ist abhangig von dem jeweiligen Medium, in dem der Stimulus gelést wurde (H20,
Ethanol oder DMEM/F-12-Medium). Hierdurch kénnen Effekte des Solvens auf die
Zellen ausgeschlossen werden. Vor Gabe des Stimulus bzw. der Kontrolle auf die Zellen
wurde dieser in auf 37°C erwarmtem DMEM/F-12 verdinnt, um wahrend der
anschlieBenden Inkubation die Adipozyten in ihrem gewohnten Milieu zu belassen. In
jedes Well wurden 300 ul der Lésung gegeben. Anschlieliend wurden die Zellen fiir 18
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Stunden im Brutschrank inkubiert.

Die Stimulanzien wurden anhand aktueller Literatur ausgewahlt. Unbeabsichtigte
zytotoxische Wirkungen wurden durch Ermittlung vertraglicher Stimu-lationsdosen in
Vorversuchen anhand der  LDH-Aktivitdt  ausgeschlossen. Zu jedem
Stimulationsexperiment wurde dennoch eine LDH-Messung durchgefihrt (Abschnitt

2.2.7), um eventuell ergebnisverfalschende Zyto-toxizitat sicher auszuschliefl3en.

In folgender Tabelle sind alle verwendeten Stimulanzien sowie deren Konzentrationen
aufgeflihrt (Tabelle 2-5).

Stimulanz Verwendete Losungsmittel
Konzentration

Gruppe 1: Inkretine

Liraglutid 10 nM H.0
100 nM
D-Ala2-GIP 10 nM
50 nM
GIP 10 nM
100 nM
GLP-1 50 nM
100 nM

Gruppe 2: TLR (Toll-like-
Rezeptoren) - Agonisten

1. TLR-9-Agonisten

ODN A 1585 1 pg/ml

5 pg/ml

20 pg/ml H20

ODN B 1826 1 pg/ml

5 pg/ml

20 pg/ml
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ODN C 2395 5 pg/ml
10 pg/ml
20 pg/ml
ODN 2087 (ODN 2088 Control) 20 pg/ml Tris-EDTA (TE)-
Pufferlésung
2. TLR-3 Agonisten
Poly I:.C 1 pug/mi H.0
5 pg/ml
3. TLR-7 Agonisten
Imiquimod 5 pg/mi
20 pg/ml
Gardiquimod 0,1 pg/ml
1 pug/ml
2 ug/ml
4. TLR-2 Agonisten
L-Mimosin 400 uyM Ammoniumhydroxidlésung
Acriflavin 5uM H.O
5. TLR-2/6-Agonist
MALP-2 100 ng/ml PBS + 1% BSA
6. TLR-9 Signalwegs-
inhibitoren
BAY-11 5 uM DMSO
LY294002 5 uM
S31-201 50 uM
SB239063 5 uM
Gruppe 3: NOD1- Agonisten
TriDAP 100 ng/ml H.0
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1 pug/mi

Tabelle 2-5 Verwendete Stimulanzien mit Endkonzentrationen im Zellkulturmedium

2.2.4 Durchfiihrung der Zellernte

Um nun den Effekt der Stimulation zu analysieren, wurden die Zellen geerntet.
AnschlieRend konnten mithilfe des Uberstandes sezernierte Proteine gewonnen werden

und aus den Zellen das Gesamtprotein sowie die mMRNA asserviert werden.

Nach einer visuellen Kontrolle der Zellen unter dem Mikroskop wurden diese auf Eis
gelegt. Der Uberstand wurde abgenommen und in vorbereitete Cups Uberfiihrt. Um
eventuell mitaufgenommene Zellreste von Uberstand zu entfernen, wurde dieser bei
4000 rpm fiir 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert, sodass Uberstand und Zellen sicher
differenziert werden konnten. Der zellfreie Uberstand wurde in neue Gefalke tberfiihrt

und diese fur weitere Tests bei 4°C gelagert.

Um ein Austrocknen der Zellen zu vermeiden, wurden in jedes Well 350 pl PBS-Puffer
und ein Proteinase-Inhibitor (Protease Inhibitor Cocktail, Roche) gegeben. PBS diente
hierbei dazu, ein mdglichst physiologisches Milieu flr die Adipozyten mit einem pH-Wert
von 7,4 zu schaffen. Der Proteinase-Inhibitor ist wichtig, da die Freisetzung von
Proteasen, welche die vorhandenen Proteine verdauen wurden, unvermeidlich ist,
sodass mit dem Inhibitor eine hdhere Ausbeute an nativen Proteinen erzielt werden
kann. Die Zellen wurden mit einem in PBS + Proteinase-Inhibitor angefeuchteten
Zellschaber vom Boden des Wells abgeschabt und anschlieflend als Zellsuspension in
Gefale, in denen sich bereits die abzentrifugierten Zellen aus dem Uberstand befanden,
Uberflhrt. Zum Pelletieren der Zellen wurden die Eppendorf-Gefalie bei 4000 rpm und
4°C fur 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand Giber dem Pellet wurde abgezogen und
verworfen. Die Resuspension des Pellets erfolgte mit 50 pl RIPA-Puffer
(Phosphatase/Protease Inhibitor Cocktail, Roche). Damit der Inhalt der Zellen untersucht
werden kann, ist es unabdingbar, diese moéglichst Detergenzien frei aufzuschliefl3en:
hierfir wurde die Methode der Sonifizierung verwendet. Um die Zellwande
aufzubrechen, wurden die sich in Losung befindenden Zellen fir 10 Sekunden bei 30%

Intensitat sonifiziert. Die Aufbewahrung der erhaltenen Zelllysate erfolgte bei -20°C.
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2.2.5 Bestimmung der Vitalitat der Zellen

Um spater gewonnene Ergebnisse richtig interpretieren zu kénnen, musste das Ausmalf}
der Zytotoxizitat in den Zellkulturansatzen bestimmt werden. Dies ist relevant, da
abgestorbene Zellen die Proteinbestimmung beeinflussen kdnnen. Ein weit verbreitetes
Testverfahren hierfur ist der Lactatdehydrogenase-Test (im Folgenden LDH-Test

genannt).

2.2.6 Generelles Prinzip des LDH-Assay

Die Lactat-Dehydrogenase ist ein in allen Zellen des Korpers gegenwartiges Enzym,
welches gewebsspezifisch in unterschiedlichen Isoformen vorkommt’., Kommt es zur
Verletzung der Integritat der Plasmamembran, tritt die LDH vermehrt in die extrazellulare
Matrix aus’®. Die Messung der LDH-Aktivitat in der extrazellularen Matrix ist somit ein
valider Marker fir die Beurteilung der Vitalitat der Zellen. Folgende Graphik verdeutlicht
das Messverfahren (Abbildung 2-7).

Laktat a
R
\N/NYR
s} |-( -
NAD+ /N_N

OH R Formazan

DiaphoraseJ

NADH + H+

R
i Y
o N=N
/
R Tetrazolium

Pyruvat

Abbildung 2-6 Schematische Darstellung der Reaktion der Lactatdehydrogenase:
(modifiziert nach Cytotoxicity Detection Kit Plus (LDH), Roche, 2016242) Oxidation des
Laktats zu Pyruvat mit anschlieRender Reduktion des Tetrazolium (gelb) in Formazan
(rot); LDH = Laktatdehydrogenase, NAD+ = Nikotinamidadenindinukleotid, H+ = Proton

Die kolorimetrische Messung erfolgt bei 490 nm. Somit ist der augenscheinliche und
kolorimetrisch gemessene Farbumschlag zur Farbe Rot proportional zum Umsatz des

Salzes beziehungsweise zur Aktivitat der LDH und damit zur Zytotoxizitat?+3,244.

Dies geschieht mithilfe des sich ebenfalls im Reagenz befindenden Katalysators
Diaphorase. Diese ubertragt bei der LDH-katalysierten Umwandlung von Laktat und
NAD+ (Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid) zu Pyruvat und NADH/H+ (reduzierte Form des
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Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid) zwei Wasserstoffatome auf das Tetrazolium-Salz?2.
Das im Reagenz enthaltene Tetrazolium-Salz (gelb) wurde durch die LDH zu Formazan-
Salz (rot) reduziert. Die extrazellulare LDH-Aktivitat korreliert direkt mit der Menge an

gebildetem Formazan.

2.2.7 Durchfihrung des LDH-Tests

Das Vorgehen fand anhand des Handbuch-Protokolls des Herstellers Roche statt. Der
LDH-Test wurde jeweils am Tag der Zellernte durchgefihrt. In eine 96-Well-ELISA-Platte
wurden pro Well 25 pl des Zellkulturmediums vorgelegt, DMEM- oder DMEM/F-12
Medium. Hinzu kamen pro Well 25 pl des Uberstandes der Probe als Unikat und
anschlielend 50 yl des LDH-Reaktionsmix in jedes Well. Dieses bestand in einem
Mischverhaltnis von 1:45 aus Farbeldésung (Lésung A) und Katalysator (L6ésung B).
Zusatzlich wurde eine Kontrolle, bestehend aus 50 uyl Medium und 50 ul LDH-Working-
Reagens, verwendet. Die 96-Well-ELISA-Platte ist anschlielend fir 30 Minuten
lichtgeschutzt inkubiert worden. Im Anschluss wurde im Mikrospektralphotometer die
Absorption von Licht der Wellenlange 490 nm gemessen und die Ergebnisse der
verschiedenen Proben in der Software Gen5 2.05 verglichen.

Ausgeschlossen wurden Proben, die sich signifikant von den anderen Proben
unterscheiden. Somit konnte nun ausgeschlossen werden, dass eine eventuelle Zelllyse
Einfluss auf die Proteinbestimmung genommen hat.

Die Folgende Abbildung zeigt exemplarisch die erfolgte Auswertung fur alle
durchgeflihrten Zytotoxizitatstest (Abbildung 2-8).
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Abbildung 2-7 Exemplarische Darstellung der Zytotoxizitat anhand der Stimulation
der 3T3-L1 Adipozyten mit dem Inkretin GIP. n.s. = nicht signifikant, GIP =
glukoseabhangiges insulinotropes Peptid, LDH = Laktatdehydrogenase. Darstellung der
Werte als Box-Plot Diagramm. Zur Berechnung der P-Werte und der statistischen
Signifikanz (P < 0,05) wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet. Pro experimentellen
Versuch wurden 18 Wells untersucht.

2.2.8 Bestimmung der Proteinkonzentration mithilfe des BCA-Tests

Die bereits sonifzierten Zelllysate wurden mithilfe des Bicinchoninsaure- (BCA)-Tests auf
ihre Proteinkonzentration getestet. Grund hierflur ist die notwendige Normierung der
gemessenen LDH-Aktivitdt sowie Protein-Konzentrationen im Zelliberstand auf die
jeweilige Gesamtproteinmenge in den Zellen. Im Folgenden werden generelles Prinzip

und Durchfihrung des BCA-Tests beschrieben.

2.2.9 Prinzip des BCA-Assays

Ziel dieses Verfahrens ist es, mithilfe der kolorimetrischen Messung die
Gesamtproteinmenge zu quantifizieren. Die Methode beruht auf dem Prinzip der Biuret-
Reaktion, das heilt der Reduktion von Cu?* zu Cu' durch Proteine im alkalischen Milieu.
Die gebildeten Cu'-lonen werden anschlieRend mit der Bicinchoninsaure
nachgewiesen, indem eine Chelatbildung zweier BCA-Molekiile mit einem Cu'*-lon
entsteht 245, Dieser Komplex weist im Spektralphotometer eine starke Lichtabsorption

bei der Wellenlange 562 nm auf. Um die Proteinkonzentration genau quantifizieren zu
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koénnen, wird zusatzlich eine Standardreihe aus Albuminlésungen (Thermo Scientific™
Pierce™ BSA Standard Ampules) mit festgelegten Proteinkonzentrationen (Konzentra-

tionsbereich 15.6-2000 ng/ml) angelegt.

2.2.10 Durchfiihrung des BCA-Assays

Die Durchfuhrung des BCA-Tests nach Protokoll des Herstellers Pierce, Thermo Fischer
fand auf einer 96-Well-ELISA Platte statt und wurde sowohl beim Standard als auch bei
den Proben in Triplikaten ausgeflihrt. Zunachst wurde eine Arbeitslésung aus Lésung A
und B in einem Mischverhaltnis 50:1 hergestellt. Vom sonifizierten Zelllysat wurden in
Triplikaten jeweils 10 ul in die Wells gegeben. Fir die Standardreihe wurde der héchste
Standard (2000 ug/ml) sieben Mal mit PBS 1 zu 2 weiterverdiinnt. Als Blank wurde 10 pl
PBS aufgetragen. Standardreihe und Blank wurden ebenfalls in Triplikaten aufgetragen.
100 pl der Arbeitslosung wurden in jedes Well gegeben und die Platte wurde bei 37°C
fur 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Anschlieend wurde die kolorimetrische Messung
der Absorption bei 562 nm mithilfe des ELISA-Readers durchgefiihrt. Die Quantifizierung

der Proteinkonzentration erfolgte anhand der Standardreihe in der Software Genb5.
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2.3 Zellkulturversuche an der SGBS-Zelllinie

Diese Linie von Praadipozyten entstammt Patienten mit Simpson-Golabi-Behmel
Syndrom (SGBS)?. Die Zellen besitzen die Fahigkeit, sich in vitro zu humanen
Adipozyten zu differenzieren. Sie gelten weithin als reprasentatives in-vitro-Modell
humaner, weiller Adipozyten. Die Differenzierungsfahigkeit der SGBS-Adipozyten bleibt
uber viele Zellpassagen hinweg stabil. Dies stellt einen grundlegenden Unterschied zu

mesenchymalen Stammzellen dar, die aus gesunden Probanden entnommen werden?*’.

2.3.1 Auftauen und Aussaat der SGBS-Adipozyten

Das Auftauen der humanen SGBS-Adipozyten erfolgte analog dem Vorgehen der 3T3-
L1 Zelllinie (unter 2.2.1 beschrieben). Als Anzuchtsmedium wurde DMEM-F12 (1:1-
Mischung) mit 10% fetalem Kalberserum (FCS) verwendet. Nach drei Tagen Inkubation
der Kulturflaschen bei 37°C im Inkubator wurden je 15000 Zellen pro Well in 12-Well-
Platten ausgesat. Pro Well wurde 1 ml DMEM-F12 mit 10% FCS hinzugegeben.
AnschlielRend wurden die Zellen fir drei Tage bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die

Zellen sollten an Tag drei eine 90%ige Konfluenz erreicht haben.

2.3.2 Differenzierung der SGBS-Adipozyten

Die Differenzierung der SGBS-Praadipozyten zu reifen, stimulationsfahigen Adipozyten
dauert 14 Tage. An Tag 0 der Differenzierung erhielten die Praadipozyten mit
nachfolgend aufgelisteten Zusatzen angereichertes DMEM-F12. Pro Well wurden 0,5 ml

Medium hinzugegeben (Tabelle 2-6).
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Zusatz Konzentration
Humanes Insulin 20 nM

Cortisol 100 nM
Dexamethason 25nM

T3 0.2 nM
Rosiglitazon 2 UM
Isobutylmethylxanthin (IBMX) 250 uM
Transferrin 0.01 g/ml

Tabelle 2-6 Auflistung der Zusatze des Differenzierungsmediums Tag 3 der SGBS-
Adipozyten

Der Phanotyp der Praadipozyten zeigte sich Fibroblasten-ahnlich, mit langen,

spindelférmigen Auslaufern (Abbildung 2-9).

Abbildung 2-8 SGBS-Adipozyten Tag 0 der Differenzierung'®®

An Tag 4 der Differenzierung wurde mit Insulin, T3, Cortisol und Transferrin
angereichertes DMEM-F12 auf die lichtmikroskopisch kontrollierten Adipozyten gegeben
(Abbildung 2-10).
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Abbildung 2-9 SGBS-Adipozyten Tag 4 der Differenzierung
Dieser Schritt wurde an Tag 8 und 11 der Differenzierung wiederholt. Es wurde eine
zunehmende Einlagerung von Lipiden beobachtet (Abbildung 2-11; Abbildung 2-12).

Abbildung 2-11 SGBS-Adipozyten Tag 11 der Differenzierung
An Tag 14 zeigten sich die reifen Adipozyten mit dicht eingelagerten, zentralen

Lipidtropfen (Abbildung 2-13). Die Stimulation erfolgte am gleichen Tag. Fir diese
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wurden die reifen Adipozyten flr mindestens 3 Stunden auf DMEM-F12 ohne Zusatze

gesetzt. Anschliel3end erfolgte eine Stimulation Uber 18 Stunden.

Abbildung 2-12 SGBS-Adipozyten Tag 14 der Differenzierung’s®

Zur Verdeutlichung der Differenzierung wurden die SGBS-Adipozyten an Tag 0 und 14
der Differenzierung mithilfe der Oil-Red-O-Methode angefarbt. Es zeigte sich eine
deutliche vermehrte Lipideinlagerung von Tag 0 zu Tag 14 (Abbildung 2-14; Abbildung
2-15).

46



Abbildung 2-14 Oil-Red-O-Farbung SGBS-Adipozyten Tag 14 der Differenzierungs®

2.3.3 Stimulation der SGBS-Adipozyten
Alle aufgelisteten Stimulanzien wurden in DMEM-F12 gegeben (Tabelle 2-7). Es galten
die unter 2.2.3 geschilderten Kontrollbedingungen fir jedes Stimulanz. Pro Well wurden

300 pl Medium verwendet.

Stimulanz Konzentration
TLR-9 Agonist: ODN B (1826) 5 pg/ml

20 pg/ml
NOD1-Agonist: Poly I:C 10 pg/ml
TLR-2/6-Agonist: MALP-2 100 ng/ml

Tabelle 2-7 Verwendete Stimulanzien der SGBS-Adipozyten mit Konzentrationen

2.4 Quantifizierung der CAMP-Expression

Um die gewonnenen Zelllysate zu analysieren, wurde als Verfahren die
Polymerasekettenreaktion (PCR) und der ELISA gewahlt. Fir diese Methoden mussten
die Proben entsprechend aufgearbeitet werden. Die Schritte der Aufarbeitung und die

anschliefliende Durchfihrung der Methoden wird im Folgendem beschrieben.

2.4.1 lIsolation der RNA

Um die Adipozyten fur weitere Methoden wie die cDNA-Synthese und die sich
anschlieliende Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) zu nutzen, muss aus jenen ihre RNA
isoliert werden. Hierflr gibt es ein eigenes Verfahren, welches im Folgendem erlautert

wird.

2.4.2 Durchfiihrung der RNA-Isolation

Die Durchfuhrung der RNA-Isolation erfolgte anhand des Protokolls des Herstellers
Qiagen mithilfe des Rneasy-Kit. Eine standige Kuhlung der Zellen auf Eis und der spater
daraus gewonnenen Proben ist unabdingbar, da RNA sehr zugig abgebaut wird. Zudem

muss beachtet werden, dass RNA im Vergleich zu DNA sehr empfindlich gegenlber
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abbauenden Enzymen, sogenannten Ribonukleasen (RNAsen) ist, wodurch jene durch
Spaltung in kleinere Fragmente fir die weiteren Versuche unbrauchbar wird. Deshalb
sollte auf ein steriles Arbeiten geachtet werden, da RNAsen von allen Organismen
gebildet werden und sich somit auch auf der Handflache des Menschen befinden. Zudem
sollten RNAse-freies Wasser und spezielle Verbrauchsmaterialen nur fir die

Anwendung an RNA eingesetzt werden.

Der Lysepuffer, bestehend aus Puffer RLT+ R-Mercaptoethanol-Puffer, wurde in einem
Mischverhaltnis von 1:100 unter dem Abzug hergestellt, ebenso 70% Ethanol. Beide

Losungen wurden anschlieBend auf Eis gestellt.

Zunachst wurden die vorher visuell unter dem Mikroskop auf ihre Integritat kontrollierten
Zellen auf Eis gestellt, der Uberstand abgenommen und in zuvor vorbereitete Eppendorf-
Gefalle gegeben. Diese wurden anschlieBend fir 5 Minuten bei 4000 rpm bei 4°C
abzentrifugiert und je 50 ul Zellreste-freier Uberstand in neue EppendorfgefalRe
uberfuhrt. Der LDH-Test wurde nach dem unter 2.2.7 beschriebenen Vorgehen
durchgefuhrt, um eine eventuelle Zytotoxizitat auszuschlief3en. Auf die Zellen ist pro Well
350 pl RLT-Lyse-Puffer und R-Mercaptoethanol gegeben worden. Dadurch blieben die
Zellen feucht, da eine zu lange Trockenperiode zu Zellschaden fihren kann. Aufgrund
er gesundheitlichen Schadlichkeit von R-Mercaptoethanol, fand jeder nun folgende
Schritt unter dem Abzug statt. Mit einem zuvor mit RLT-R-Mercaptoethanol-Puffer
angefeuchteten Zellschaber wurden die Adipozyten in jedem Well griindlich abgeschabt.
Die gesamte Lésung wurde nach mehrmaligen Spulen im Well auf die QiaShredder
(Qiagen) gegeben. Pro Well wurde ein QiaShredder verwendet. Im Anschluss wurden
diese fur 2 Minuten bei 15000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation war der
obere Teil der Saule zu verwerfen und der zuvor bereits gekuhlte 70% Ethanol im
Verhaltnis 1 zu 1 wurde hinzugegeben. Durch Auf- und Abpipettieren ist der Inhalt
homogenisiert worden und konnte anschlie®end auf die RNeasy-spin-columns (Qiagen),
welche zu RNA-Gewinnung dienen, gegeben werden. Pro QIAShredder ist ein Spin
Column zu verwenden. Die Spin-Columns wurden flir 30 Sekunden bei 10 000 rpm bei
4°C zentrifugiert und der Durchfluss im Anschluss verworfen. Zum Waschen der Saule
wurden in drei Schritten Puffer hinzugegeben, danach zentrifugiert und der Durchfluss
anschlief3end verworfen, bevor ein neuer Puffer hinzugegeben wurde: 700 ul RW1 Puffer
(Qiagen) mit 30 Sekunden Zentrifugation bei 10 000 rpm bei 4°C. Anschlief3end 500 pl
RPE-Puffer 30 Sekunden bei 10 000 rpm bei 4°C. Der letzte Waschschritt erfolgte mit
500 pl RPE-Puffer und zweiminltiger Zentrifugation bei 10000 rpm bei 4°C. Die jetzt
gewaschenen Saulen sind auf ein neues Auffanggefall gesetzt und bei maximaler

Geschwindigkeit flr eine Minute bei 4°C zentrifugiert worden. Im Anschluss wurden die
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Saulen auf die zuvor vorbereiteten RNAse-freien Eppendorfgefalte gesetzt, 30 pl
RNAse-freies H20 hinzugegeben und eine Minute bei 10 000 rpm zentrifugiert. Als
finaler Schritt wurde, um die RNA-Ausbeute zu erhohen, das Eluat nochmals auf die

Saule gegeben. Die nun isolierte RNA konnte bei -80°C eingefroren werden.

2.4.3 Ermittlung der Konzentration der gewonnenen RNA

Damit die RNA nun fur weitere Verfahren genutzt werden konnte, musste ihre
Konzentration nach dem Wiederauftauen ermittelt werden. Dies wurde mithilfe eines
Spektralphotometers (Epoch) durchgefiihrt. Hierzu wurden je 14 Proben als Unikate auf
eine 16-Well-Platte pipettiert, sowie zwei Wasserkontrollen pro Platte. Anschlielend
wurde das Verhaltnis der Wellenlangen 260/280 detektiert. Dies diente dazu die Menge
an reiner einzelstrangiger RNA zu ermitteln und eventuelle Messfehler durch
genomischer DNA und “falschen” Bausteinen zu detektieren. Bei Werten zwischen 2,0
und 2,3 sowie einer ausreichenden Konzentration in ng/ul (Werte ab 20 ng/pl wurden

eingeschlossen), wurde die Probe fir weitere Verfahren akzeptiert.

2.5 Gewinnung der cDNA durch reverse Transkription

Um die Genexpression von CAMP mithilfe der PCR zu ermitteln, muss die gewonnene
RNA zunachst in cDNA umgewandelt werden. Dies geschieht mit dem nun im

Folgendem beschriebenen Verfahren der Reversen Transkription.

2.5.1 Generelles Prinzip der reversen Transkription

Die Reverse Transkriptase ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, welche aus
einzelstrangiger RNA, doppelstrangige complementary-DNA (cDNA) herstellen kann.
Natirlicherweise kommt dieses Enzym in Retroviren vor 7°. Das Enzym teilt sich in drei
Teilaktivitaten auf: Zunachst beginnt die RNA-abhangige Polymeraseaktivitat des
Enzyms. Sie hybridisiert an das Poly(A)-Ende der RNA Thymin-Oligonucleotide als
Primer fur die Herstellung eines RNA-DNA-Hybridstrangs. Als zweites wird mithilfe der
Ribonuklease-H-Aktivitat der RNA-Strang des Hybridstrangs hydrolysiert. Um nun den
DNA-Einzelstrang zu vervollstandigen, synthetisiert die dritte Teilaktivitat des Enzyms,
eine DNA-abhangige DNA-Polymerase einen komplementaren Einzelstrang. Nun liegt

eine doppelstrangige cDNA vor?.

2.5.2 Durchfiihrung der reversen Transkription

Die gewonnene, bei -80°C gelagerte und (wie in Punkt 2.2.4 beschrieben) kontrollierte

RNA wurde direkt auf Eis gestellt. Damit alle RNA-Proben die gleiche Konzentration
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besitzen, wurde anhand der Probe mit der niedrigsten Konzentration die Verdinnung
der anderen mit RNAse-freiem H>O berechnet und nach diesem Schema in RNAse-freie
Eppendorfgefale pipettiert. Zielvolumen waren 12 pl. Die Positivkontrolle ist in
zweifacher Konzentration bei doppeltem Volumen hergestellt worden.

Es wurde anhand des Protokolls des Herstellers des Reverse Transkription Kit
(QuantiTect) mit der Elimination der genomischen DNA begonnen: Je 2 uyl gDNA
Wipeout-Puffer (QuantiTect) wurden zu den verdlinnten RNA-Proben gegeben.
Anschlie3end wurde die Lésung bei 42°C fur 2 Minuten in einem Thermocycler (BioRad)
inkubiert. Nach Beendigung wurden die Proben sofort auf Eis gelegt. Fir die Herstellung
des MasterMix wurden pro Probe, abgesehen von der Negativkontrolle, 1 pul Quantiskript
PrimerMix mit 4 pl Quantiskript Reverse Transkriptase Puffer und als letztes 1 pl Reverse
Transkriptase Mix vorgelegt. Fur die Positivkontrolle wurde jedes Solvens in doppelter
Menge hinzugegeben. Zur Herstellung der Negativkontrolle verwendete man bei gleicher
Menge RT Puffer und RT Primer Mix, 1 pyl H20 anstatt des Enzyms. Dieser Mastermix
wurden nun zu 14 pul der gereinigten RNA hinzugegeben, sodass man auf ein
Endvolumen von 20 uyl gekommen ist. Im Anschluss erfolgte eine Inkubation der
hergestellten Ansatze bei 42°C fir 30 Minuten und danach fir 3 Minuten bei 95°C. Der
letzte Schritt diente dazu die Reverse Transkriptase zu inaktivieren. Die erhaltene cDNA
konnte nun direkt im Anschluss zur Detektion der Genexpression via PCR-Methode

verwendet werden oder wurde bei -20°C fur weitere Versuche gelagert.

2.6 Bestimmung der CAMP-Expression mittels Realtime-PCR

Um die Expression eines Ziel-Gens zu quantifizieren, ist die Amplifikation der
hergestellten cDNA erforderlich. Hierzu wurde die Methode der Realtime-PCR
verwendet. Im Folgenden wird das Prinzip und die Vorgehensweise im Labor dieser

Methode genauer erlautert.

2.6.1 Generelles Prinzip der Realtime-PCR

Die PCRist ein Verfahren zur Amplifikation von DNA. Die Vervielfaltigung der DNA findet
in einem Thermocycler statt. Es werden drei Phasen unterschieden: Die Denaturierung,
das Annealing und die Elongation "® (Abbildung 2-16).
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Abbildung 2-15 Schematische Darstellung der Phasen der PCR (Eigenentwurf)

Phase 1: Denaturierung: der Einzelstrange der DNA; Phase 2: Annealing: Hybridisierung
der Primer (forward und reverse); Phase 3: Elongation: Verlangerung der Primer mithilfe
der thermostabilen Tag-Polymerase; Wiederholung des Zyklus

Durch die Realtime- PCR lasst sich eine quantitative Analyse durchfiihren’. Mithilfe von
fluoreszierenden Molekilen (Fluorophore) als Detektionsmittel wird nach jedem
Amplifikationszyklus die Menge der produzierte DNA analysiert. Diese Fluorophore
emittieren eine stark erhohte Intensitat an Fluoreszenzlicht mit zunehmender Menge an

doppelstrangiger DNA248

In der ersten Phase des Zyklus wird die doppelstrangige DNA durch Erhéhung der
Temperatur auf etwa 90-95°C in ihre Einzelstrange aufgetrennt. Die Hybridisierung der
Primer findet am jeweils komplementaren Bereich des DNA-Einzelstrangs statt. Es
werden jeweils ein forward Primer und ein reverse Primer im Verhaltnis 1 zu 1
verwendet. Der forward Primer ist verantwortlich fir den Antisensestrang, der reverse
Primer fur den Sensestrang. Das Annealing erfolgt abhangig von der
Basenzusammensetzung des Primers bei einer Temperatur von etwa 50-60°C™. Der
dritte Schritt ist die Elongation, die eigentliche Polymerasereaktion, in der die Synthese
der DNA stattfindet. Die Primer werden mithilfe der thermostabilen DNA-Polymerase
sowie der Desoxyribonukleotide (dATP, dCTP, dGTP und dTTP) verlangert. Das
Temperaturoptimum der hier verwendeten Tag-Polymerase liegt bei etwa 70-72°C"®. Der
Zyklus wird unterbrochen durch ein Erhdhen der Temperatur auf 95°C und der damit
einhergehenden Denaturierung des DNA-Doppelstrangs in seine Einzelstrange. Im
Anschluss wird ein neuer Zyklus gestartet. Wie viele Zyklen die Amplifizierung des Gens

bendtigt, ist wiederum abhangig von der zu amplifizierenden Lange des Genabschnittes
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und den Primern™.

Der finale Extensionsschritt erfolgt flr etwa 5 bis 15 Minuten bei 72°C. Er dient der
Vervollstandigung partiell komplettierte Produkte der Polymerase.
Mithilfe eines Amplifikationsdiagramms kann im Anschluss an die PCR das Produkt
analysiert werden. In jenem ist auf der x-Achse einerseits die Anzahl der Zyklen und
andererseits auf der y-Achse die Fluoreszenz der Reaktion dargestellt. Zu Beginn der
Reaktion bleibt die Fluoreszenz im Hintergrund, trotz exponentiellen Anstieges des
Produktes. Der Quantifizierungszyklus, auch als Cq-Wert bezeichnet, ist der Zyklus, bei
dem es zur Uberschreitung eines vorher festgelegten Schwellenwertes des
Fluoreszenzsignals kommt. Der Schwellenwert befindet sich Ublicherweise im Bereich
des exponentiellen Anstieges der PCR-Amplifikation. Je mehr Template zuvor
vorhanden war, desto friher beziehungsweise nach umso weniger Amplifikationszyklen
kommt es zu diesem Cqg-Wert’5,249,

Um diese nun ermittelten Cg-Werte zu interpretieren, werden sie auf die Cg-Werte eines
konstitutiv und gleichmallig exprimierten, sogenannten housekeeping gene (haufig
GAPDH) normiert. In der Analyse wird hierfur die Delta-Delta-Ct-Methode verwendet.

2.6.2 Durchfiihrung der PCR

Zunachst wurden die bei -20°C gelagerten cDNA-Proben auf 4°C aufgetaut. Mithilfe von
Nuclease-freiem H>O wurde die an den verwendeten Primer angepassten Verdlinnung
hergestellt. Fir den Housekeeper-Primer GAPDH (von Metabion) wurde eine 1 zu 10
Verdunnung der cDNA verwendet, fur den murinen CAMP-Primer wurde eine 1 zu 3
Verdiinnung hergestellt. Von dieser verdinnten cDNA-L&sung wurden pro Probe je 4 pl
in Triplikaten auf eine 96-Well-Platte pipettiert. Zusatzlich wurden auch 4 pl einer in
gleicher Weise verdunnten Positivkontrolle als Triplikat verwendet. Als Negativkontrolle
wurde ein Triplikat bestehend aus einer Negativkontrolle und zwei Wells mit H,O anstelle
von cDNA verwendet. AnschlieRend wurde der Mastermix, aus Primermix und Supermix
(Hersteller BioRad) bestehend, hergestellt. Der fur die Reaktion benétigte Mastermix -
bestehen aus zwei sequenzspezifischen Primern und einem bereits vom Hersteller
vorgefertigten Supermixes - wurde vorher per Hand zu der cDNA auf eine 96-Well-Platte
pipettiert. In dem hier verwendeten Supermix (BioRad) befanden sich eine hitzestabile
Tag-Polymerase, Desoxyribonukleotide fur die Neusynthese der DNA, MgCl, zur
Katalyse der Polymerase und einer Pufferlédsung. Die thermische Stabilitat der
Polymerase ist essenziell, da in jedem Zyklus zur Trennung der DNA-Doppelstrange

eine kurze Hitzebehandlung notwendig war.
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Sowohl die beiden Primer (reverse und forward), als auch der Supermix wurden bei -
20°C gelagert. Der Primermix wurde 1 zu 1 aus den beiden Primern hergestellt in einer
Konzentration mit je 5 uM, welche mit Nuclease-freiem H2O 1 zu 10 verdinnt wurde
(Stocklésungen: 100 uM). AnschlieRend wurde der Primermix in einem Verhaltnis von 1
zu 5 mit dem Supermix vermengt. Jeweils 6 pl des nun hergestellten Mastermixes
wurden in die Wells gegeben. Anschliel®end ist die 96-Well-Plate kurz abzentrifugiert
und in den Thermocycler gegeben worden. Das Ergebnis konnte im Anschluss mithilfe
des PC-Programms ,Bio-Rad CFX Manager abgelesen und mit Microsoft Excel und
SPSS (Version 26) ausgewertet werden.

Um die Methode der PCR zu verifizieren, wurden anhand einer Messung an einer
Differenzierungsreihe das etablierte Adipokin Adiponektin und CAMP gemessen. Die
Grafiken 14 und 15 zeigen die Ergebnisse (siehe Abschnitt 3).

2.7 Bestimmung der CAMP-Konzentration mittels ELISA
In den Uberstanden der Zellkulturproben wurde in Duplikaten die Konzentration des
sezernierten CAMP-Proteins mittels ELISA quantifiziert.

2.7.1 Generelles Prinzip des ELISA

Ein etabliertes und weit verbreitetes Verfahren, Proteine nachzuweisen, stellt der ELISA
dar (Abbildung 2-17). Mithilfe spezifischer Antikdrper kdnnen einzelne Proteine erkannt

und quantifiziert werden’®.

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4 Schritt 5 Schritt 6
TMB Substrat  Farbumschlag ® H,SO,
Biotin gekoppelter Streptavidin-HRPO O (blau) ) @ "

Antigen

@
Detektionsantikdrper OO [ ) d
®
Fangerantikorper * * * *

e

Blocking Buffer

Abbildung 2-16 Schematische Darstellung des ,,Sandwich-ELISA“ (Eigenentwurf).
Schritt 1: Fangantikérper wird auf die Oberflache der Platte gebunden; Schritt 2: Binden
des Antigens; Schritt 3 Bindung des Antigens durch mit Biotin verbundenem
Detektionsantikorper; Schritt 4: Bindung des Streptavidin-Merretichperoxidase(HRPO)-
Molekil; Schritt 5: Redoxreaktion von H202 und Tetramethylbenzin (TMD) mit
Farbumschlag zu blau; Schritt 6: Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von H2S0O4 mit
Farbumschlag zu gelb
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In dem hier verwendeten sogenannten ,Sandwich-ELISA® wird ein Fangantikorper
(Primarer Antikérper) auf die Oberflache einer 96-Well-Platte gebunden. Dieser dient
dazu das nachzuweisende Antigen zu binden. Dieses wird im Anschluss durch einen
Detektionsantikérper (sekundarer Antikérper) gebunden, welcher mit einem Enzym
gekoppelt wurde, wodurch die messbare Farbreaktion stattfinden kann. So kénnen mit
dieser Methode bereits Mengen von unter einem Nanogramm Protein nachgewiesenen
werden’®. Zwischen den verschiedenen Reaktionsschritten finden immer wieder
Waschschritte statt, um ungebundene Antigene bzw. Detektionsantikdrper zu entfernen.
Der sekundare Antikorper bindet einerseits das Antigen und andererseits Uber ein
konjugiertes Biotin-Molekul das Protein Streptavidin. Damit die Farbreaktion stattfinden
kann, ist das Streptavidin mit einer Merretichperoxidase gekoppelt. Diese ist in der Lage
mit einer hinzugegeben Chromogenlosung aus ihrem Cosubstrat H202 und dem
Elektronendonator Tetramethylbenzin diesen in Form einer Redoxreaktion zu oxidieren
und so die Lichtabsorption zu &ndern?*°. Optisch ist ein Farbumschlag zu blau zu
erkennen. Diese Reaktion findet im Dunkeln statt und wird anschlieRend mithilfe der

S&ure H2S04 durch Anderung des pH-Werts gestoppt

Die Geschwindigkeit der Farbbildung ist direkt proportional zur Menge des vorhandenen

Antigens, woraus sich die quantitative Komponente des Nach-weises ergibt’.

2.7.2 Durchfiihrung des ELISA-Tests

Die Durchflhrung der Methode fand anhand des Protokolls des Herstellers Abbexa statt,
dessen ELISA-Kit ,Cathelicidin Antimicrobial Peptide (CAMP) Antibody Pair‘ und
»2Antibody Pair Support Kit (Sandwich Method)* verwendet wurde. Die Rekonstruktion
der als Pulver vorliegenden Detergenzien erfolgt nach Angaben des Herstellers jeweils
in spezifischer Menge destillietem H>O. Die beiden verwendeten Antikorper, das
Streptavidin-HRP und der vollkonzentrierte Standard, wurden bei -20°C gelagert. Alle
weiteren bendtigten Detergenzien wurden bei 4°C verwahrt.

Am Tag vor dem Experiment wurden pro Platte 40 ul des primaren Antikdrpers, welcher
in einer Konzentration von 0,5 mg/ml gelést vorlag, in 5 ml ,Coating Buffer” gegeben. So
entstand durch die 125-fache Verdinnung eine Endkonzentration von 4 ug/ml, wovon je
50 ul pro Well einer 96-Well-Platte pipettiert wurden. AnschlieRend wurde die Platte mit
einer Folie abgeklebt und bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Am Tag der Durchfihrung wurde
die Platte zunachst mit einem Waschpuffer gewaschen. Dieser sollte etwa ein bis zwei
Minuten zwischen den Waschschritten einwirken. Das ausflihrliche Waschen dient dazu,
dass kein ungebundener Antikorper sich in den Wells befindet. Fur den nun folgenden

Blockierungsschritt wurden pro Well 100 pl Blocking Buffer verwendet und im Anschluss
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wurde die Platte fir einen halbe Stunde bei 37°C rotierend im Dunkeln inkubiert.

Die Uberstande, sowie der fiir die Verifizierung der Proben benétigte Standard, wurden
mit Standard Diluent des Herstellers verdiinnt. Um eine Standardreihe mit absteigender
Konzentration des Standardproteins zu erreichen, wurde in sechs Verdiinnungsschritten
vom Standard, mit der héchsten Konzentration von 100 ng/ml ausgehend, je um den
Faktor 1 zu 2 in Standard Diluent verdinnt. Die Negativkontrolle stellte das Standard
Diluent an sich dar. Die Proben-verdiinnungen, die Negativkontrolle und der Standard
wurden im Anschluss an die Inkubation je in Duplikaten mit einem Volumen von 45 pl in
die Wells gegeben und wieder fir eine Stunde unter Rotation bei 37°C inkubiert.
Anschlie3end erfolgte ein weiterer Waschschritt nach dem gleichen Schema wie zuvor
bei der Beschichtung mit den primaren Antikbrpern, um ungebundene Proben zu
entfernen. Im Anschluss erfolgte die Beschichtung mit dem sekundaren Biotin-
konjugiertem Antikorper, welcher zur Detektion des gesuchten Proteins dient. Dieser
Antikorper lag wie auch der primare in einer Konzentration von 0,2 mg/ml vor. Es wurden
40 pl dieser Lésung in 5 ml ,Detection Antibody Diluent” verdinnt. Somit wurde eine
Endkonzentration von 1 ug/ml hergestellt. Jedes Well wurde mit 50 ul beladen. Es folgte
ein einstindiger Inkubationsschritt unter denselben Bedingungen wie zuvor. Um auch
jetzt ungebundene Antikérper zu entfernen, wurde wieder der ein bis zweiminutige
Waschschritt mit ELISA-Puffer durchgefihrt. Das bei -20°C gekuhlt gelagerte
Streptavidin-HRP-Konjugat wurde nun in einer 1:100 Verdinnung mit ,Streptavidin-HRP
Diluent” mit je 50 pl auf die Wells gegeben. AnschlieRend wurde die Platte bei 37°C flur
30 Minuten inkubiert. Nach einem finalen Waschschritt wurde die Substrate Solution mit
Tetramethylbenzidin im Verhaltnis eins zu eins in die Wells gegeben. Das Volumen
hierbei betrug je 45 pl. Die Platte wurde im Dunkeln bei 37°C inkubiert und nach der
Blaufarbung nach circa 10-20 Minuten mit je 25 pl der Stopplésung gestoppt. Die
Stopplosung enthalt 0,1% Schwefelsdure (H2SOs4). Durch das Auftragen der
Stopplésung kam es zu einem sofortigen Farbumschlag von blau zu gelb. Direkt im
Anschluss wurde die Absorption mithilfe des ELISA-Readers (Epoch Biotek) bei 450nm
gemessen. Die Proteinkonzentrationen der Proben wurden anhand der Standardreihe

quantifiziert.

2.8 Versuche am Mausmodell

Um die CAMP-Konzentration im murinen Blutserum zu untersuchen, wurden Messungen
in bereits aus einem anderen Projekt der Arbeitsgruppe vorhandenen Serumproben aus
unter Standardbedingungen gehaltenen C57BL/6J (WT)- und transgenen C57BL/6J-Tir-
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9M"BlrIMmijax (TLR-9-KO)-Mausen durchgefiihrt. Hierfir wurde in Form von technischen
Doppel-bestimmungen der ELISA (siehe 2.7.2) verwendet. Der Testbereich des ELISA-
Kits befand sich zwischen 1,56 und 100 ng/mL. Tests mit Standardabweichungen von
uber 20% innerhalb der Duplikat-Messungen wurden wiederholt. Die Verwendung der
betreffenden Tiere zum Zweck der Organentnahme war an der Justus-Liebig-Universitat
Gielten, Deutschland durchgefihrt worden und der lokalen Regierungsbehoérde

(Regierungsprasidium Giel3en) angezeigt worden.
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2.9 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde das Statistikprogramm SPSS
(Version 26, SPSS Institute INC., Chicago, US) verwendet. Die Daten wurden als nicht
normalverteilt und unabhangig eingestuft, sodass deren Mittelwerte mithilfe des nicht-
parametrischen Kruskal-Wallis-Tests (bei mehr als 2 Proben) und bei zwei zu
vergleichenden Proben mithilfe des Mann-Whitney-U Test verglichen werden konnten.
Fur die Abbildungen der verschiedenen Stimulationsversuche wurden Box-Plot-
Diagramme verwendet. Die als Rechteck dargestellt Box, entspricht dem Bereich der
Lage der mittleren 50% der Daten und wird nach oben von dem 75%-Quantil und nach
unten von dem 25%-Quantil begrenzt. Der schwarze Strich innerhalb der Box ist der
Median. Die sogenannten ,Whiskers® stellen das Minimum und das Maximum der Daten
dar. Eingeschlossen wurden alle Werte, welche vom Mittelwert hdchstens zwei
Standardabweichungen entfernt lagen. Ausreiller werden durch Kreise und Sterne
markiert. Als signifikant wurden P-Werte unter 0.05 angenommen, diese wurden in den
jeweiligen Diagrammen angegeben.

Um die Beziehungen der Daten verschiedener Parameter untereinander darzustellen,
wurde als statistisches Verfahren die Korrelationsanalyse nach Spearman verwendet.
Die Vorteile des Testes bestehen in seiner Robustheit gegenliber Ausreifern und der
Maoglichkeit ihn bei nicht normalverteilten, unabhangigen Variablen zu verwenden.
Hierbei liegt der Korrelationskoeffizient (p) zwischen -1 und 1, wobei +1 als eine perfekte
positive Beziehung und -1 auf eine perfekte negative Beziehung zu interpretieren ist. Ein
p-Wert von 0 deutet darauf hin, dass kein Zusammenhang zwischen den Variablen
besteht.
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3 Ergebnisse

3.1 Genexpressionsanalyse (PCR)

3.1.1 Ergebnisse der 3T3-L1-Zellkulturversuche

Um die Funktionalitat der fUr die weiteren Versuche verwendeten 3T3-L1-Adipozyten zu
verifizieren, wurde eine Differenzierungsreihe auf ihre Adiponektin-Konzentration hin
analysiert. Das Protein Adiponektin wird von Adipozyten produziert und spielt eine
wichtige Rolle in Stoffwechselprozessen des menschlichen Organismus. Es ist vor allem
fir seine entziindungs-hemmende Eigenschaft bekannt'?®. Der Gesamtanstieg der
Adiponektin-Expres-sion wahrend der Differenzierung zeigte sich wie erwartet als sehr
signifikant (**P < 0.001). Diesen deutlichen Anstieg bestatigen im Detail die signifikante
Induktion von Tag 0 zu Tag 6 (*P = 0.02) und Tag 3 zu 8 (*P = 0.02) (Abbildung 3-1).

300000 **P < 0.001

*P=0.02

200000
*P=0.02
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Abbildung 31 Darstellung der Adiponektin-Expression einer
Differenzierungsreihe von 3T3-L1 Adipozyten. GAPDH = Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase, Rel.= relative. Darstellung der Werte als Box-Plot Diagramm.
Zur Berechnung der P-Werte und der statistischen Signifikanz (P < 0,05) wurde der
Kruskal-Wallis-Test angewendet. Pro experimentellen Versuch wurden n = 6 Wells
untersucht.
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Zur Uberprifung der murinen 3T3-L1-Adipozyten in Bezug auf die CAMP-
Genexpression wurde anhand einer Differenzierungsreihe die CAMP-Expression der
verschiedenen Reifestadien der Zellen gemessen (Abbildung 3-2). Es zeigte sich eine
stark signifikanter Gesamtanstieg der CAMP-Genexpression (**P = 0.002) innerhalb von

acht Tagen. Auch Tag 0 zu Tag 6 zeigte bereits einen stark signifikanten Anstieg (**P =
0.002)¢,
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Abbildung 3-2 Darstellung der CAMP-Expression einer Differenzierungsreihe von
3T3-L1 Adipozyten. (modifiziert nach Hopfinger, Schmid et al. 2023'%). CAMP =
Cathelicidin  Antimikrobielles Peptid, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase, Rel. = relative. Darstellung der Werte als Box-Plot Diagramm. Zur
Berechnung der P-Werte und der statistischen Signifikanz (P < 0,05) wurde der Kruskal-
Wallis-Test angewendet. Pro experimentellen Versuch wurden n = 6 Wells untersucht.

Eine wesentliche Rolle in der Signalgebung des TLR-9-Rezeptors als Immunantwort
spielt die Erkennung von Oligodesoxyribonukleotiden(ODNs) 9.
Um die Interaktion zwischen verschiedenen ODNs und TLR-9 hinsichtlich der CAMP-
Regulation zu verifizieren, wurden Versuche mit ODN A, B und C durchgefihrt. Die
Stimulation reifer Adipozyten mit dem TLR-9-Agonisten ODN A in verschiedenen
Konzentrationen zeigte keinen Anstieg oder Abfall der CAMP-Expression (Abbildung 3-
3)6.
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Der TLR-9-Agonist ODN B zeigte in der Stimulation reifer Adipozyten mit stei-genden
Konzentrationen keine signifikante Gesamtsteigerung der CAMP-Expression (Daten
nicht dargestellt)'®®.

Auch die Stimulation der Adipozyten mit dem TLR-9-Antagonisten ODN 2087 erbrachte
keine signifikanten Ergebnisse (Daten nicht dargestellt)'®.

n.s.
4.0

30 T

20

Rel. gene expression CAMP | GAPDH

H20 5pg/ml ODNA 20ug/m| ODNA

Abbildung 3-3 Resultate nach Stimulation mit TLR-9-Agonist ODN A auf die
CAMP-Expression reifer 3T3-L1 Adipozyten. (modifiziert nach Hopfinger,
Schmid et al. 2023'% CAMP = Cathelicidin Antimikrobielles Peptid, GAPDH =
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, N.s.: nicht signifikant, ODN =
Oligodesoxyribonukleotid, Rel. = relative. Darstellung der Werte als Box-Plot
Diagramm. Zur Berechnung der P-Werte und der statistischen Signifikanz (P <
0,05) wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet. Pro experimentellen Versuch
wurden n=16-18 Wells untersucht.

Die Stimulation der Zellen mit ODN C, einem weiteren TLR-9-Agonisten, liel3 ebenfalls

keine signifikante Veranderung in Expression oder Repression des CAMPs erkennen
(Abbildung 3-4)1¢6,
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Abbildung 3-4 Resultate nach Stimulation mit TLR-9-Agonist ODN C auf die CAMP-
Expression reifer 3T3-L1 Adipozyten. (modifiziert nach Hopfinger, Schmid et al.
2023'%6) CAMP = Cathelicidin Antimikrobielles Peptid, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase, N.s.: nicht signifikant, ODN = Oligodesoxyribonukleotid, Rel.
= relative. Darstellung der Werte als Box-Plot Diagramm. Zur Berechnung der P-Werte
und der statistischen Signifikanz (P < 0,05) wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet.
Pro experimentellen Versuch wurden n = 16-17 Wells untersucht.

In vorangegangenen Studien konnte TLR-7 eine immunologische Aktivitat
zugeschrieben werden?s'. Auf dieser Grundlage galt es herauszufinden, inwieweit durch
Agonisierung des Rezeptors eine Verbindung zur CAMP-Expression bestinde.

Die TLR-7-Agonisten Imiquimod und Gardiquimod induzierten beide die CAMP-
Expression. Imiquimod steigerte diese stark signifikant (**P = 0.002) mit der Héchstdosis
von 20 pg/ml (Abbildung 3-5). Eine dosisabhangige Steigerung lieR® sich von 5 ug/ml zu
20 pg/ml Imiquimod detektieren (**P = 0.005). Der Stimulationsversuch mit Gardiquimod
zeigte ebenfalls eine dosisabhangige Steigerung der CAMP-Expression. Die Stimulation
mit 1 pg/ml Gardiquimod flhrte bereits zu einer deutlichen Induktion, aber noch keiner
Signifikanz (Daten nicht dargestellt). Durch die Dosiserhéhung auf 2 pg/ml lief3 sich ein
signifikanter Anstieg (*P = 0.010) erzielen (Abbildung 3-6).
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Abbildung 3-4 Resultate nach Stimulation mit TLR-7-Agonist Imiquimod auf die
CAMP-Expression reifer 3T3-L1 Adipozyten. CAMP = Cathelicidin Antimikrobielles
Peptid, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, Rel. = relative.
Darstellung der Werte als Box-Plot Diagramm. Zur Berechnung der P-Werte und der
statistischen Signifikanz (P < 0,05) wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet. Pro
experimentellen Versuch wurden n = 11 Wells untersucht.
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Abbildung 3-5 Resultate nach Stimulation mit TLR-7-Agonist Gardiquimod auf die
CAMP-Expression reifer 3T3-L1 Adipozyten. CAMP = Cathelicidin Antimikrobielles
Peptid, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydroge-nase, Rel. = relative.
Darstellung der Werte als Box-Plot Diagramm. Zur Be-rechnung der P-Werte und der
statistischen Signifikanz (P < 0,05) wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet. Pro
experimentellen Versuch wurden n = 11 Wells untersucht.

Als Reaktion auf Stress, auch im Sinne eines entziindlichen Geschehens, setzen
Adipozyten cfDNA frei. Diese ist zudem in der Lage Immunzellen zu rekrutieren®2,
Inwieweit CAMP unter dieser Regulation steht, ist bisher nicht bekannt. Daher wurden
Stimulationsversuche in  vitro durchgefihrt, um dies zu untersuchen.
Ein stark signifikanter Abfall der CAMP-Expression der 3T3-L1-Adipozyten zeigte sich
unter der Stimulation mit einer Dosis von 1 pg/ml cfDNA (*P = 0.002). Auch lief sich eine
nicht signifikante Tendenz zu dosisabhangiger Repression (*P = 0.061) im Vergleich

beider eingesetzten Dosen (100 ng/ml und 1 pg/ml) beobachten (Abbildung 3-7)%.
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Abbildung 3-6 Resultate nach Stimulation mit cfDNA auf die CAMP-Expression
reifer 3T3-L1 Adipozyten (modifiziert nach Hopfinger, Schmid et al. 20231%6). CAMP =
Cathelicidin Antimikrobielles Peptid, cfDNA = cell free DNA, GAPDH = Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase, Rel. = relative. Darstellung der Werte als Box-Plot
Diagramm. Zur Berechnung der P-Werte und der statistischen Signifikanz (P < 0,05)
wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet. Pro experimentellen Versuch wurden n = 16-
18 Wells untersucht.

Ein weiterer interessanter Ansatzpunkt war die Regulation der CAMP-Expression unter
TLR-2. Eine Hochregulierung von CAMP konnte bereits gezeigt werden'®'. Das
Interesse bestand nun darin einen moglichen Weg der Antagonisierung dieser
Hochregulierung zu untersuchen. Hierfir wurde die immunmodulatorisch wirksame
Aminosaure L-Mimosin verwendet.

Die reifen 3T3-L1- Adipozyten wurden mit 100 ng/ml TLR-2-Aktivator MALP-2 und 400
mM L-Mimosin stimuliert (Abbildung 3-8). Es zeigte sich ein stark signifikanter Anstieg
der CAMP-Expression (**P < 0.001) unter alleiniger Zugabe MALP-2. Unter isolierter
Stimulation der Zellen mit L-Mimosin zeigte sich eine signifikante Reduktion (**P <
0.001). Auch die kombinierte Zugabe beider Stimulanzien erzielte eine signifikante
Repression (**P < 0.001) der CAMP-Expression. Als solvent control wurde eine

Ammoniumhydroxidlésung + PBS +1% BSA verwendet.
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Abbildung 3-7 Effekt von L-Mimosin und MALP-2, sowie deren kombinierte Zugabe
auf die CAMP-Expression 3T3-L1 Adipozyten. N.s.: nicht signifikant. CAMP =

Cathelicidin  Antimikrobielles Peptid, GAPDH = Glycerin-aldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase, MALP-2 =, Macrophage-activating lipo-peptide 2, n.s. = nicht
signifikant, Rel. = relative. Darstellung der Werte als Box-Plot Diagramm. Zur

Berechnung der P-Werte und der statistischen Signifikanz (P < 0,05) wurde der Kruskal-
Wallis-Test angewendet. Pro experimentellen Versuch wurden n = 16-17 Wells
untersucht.

Acriflavin zeigte in vorangegangenen Studien einen hemmenden Einfluss auf die von
Toll-like-Rezeptoren induzierten Signalwege?®®. Daher war es von Interesse den Effekt
der Zugabe des Acriflavins und eine eventuelle Regulation der unter MALP-2
hervorgerufenen Steigerung der CAMP-Expression zu untersuchen (Abbildung 3-9).
Eine alleinige Zugabe von 2 uM Acriflavin zeigte keine Auswirkungen auf die Expression
von CAMP der reifen Adipozyten. Ein signifikanter Anstieg (**P < 0.001) lieR sich bei
Hinzugabe von 100 ng/ml MALP-2 beobachten. Es zeigte sich auch ein signifikanter
Unterschied (**P < 0.001) zwischen den isolierten Stimulierungen durch Acriflavin und
MALP-2. Die zusatzliche Hinzugabe von Acriflavin zu den mit MALP-2 stimulierten Zellen
beeinflusste die durch MALP-2 hervorgerufene Steigerung der CAMP-Expression nicht
signifikant.
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Abbildung 3-8 Effekt von Acriflavin und MALP-2, sowie deren kombinierte Zugabe
auf die CAMP-Expression 3T3-L1 Adipozyten. N.s.: nicht signifikant. CAMP =
Cathelicidin ~ Antimikrobielles Peptid, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase, MALP-2 =, Macrophage-activating lipopeptide 2, n.s. = nicht signifikant,
Rel. = relative. Darstellung der Werte als Box-Plot Diagramm. Zur Berechnung der P-
Werte und der statistischen Signifikanz (P < 0,05) wurde der Kruskal-Wallis-Test
angewendet. Pro experimentellen Versuch wurden n = 16-17 Wells untersucht.

Auch TLR-3 wird von Adipozyten stark exprimiert'®®. Der Rezeptor spielt unter anderem
bei der Erkennung von organismusfremder RNA eine grofte Rolle®!. Inwiefern eine
Verbindung zu CAMP besteht, sollte mithilfe des TLR-3 agonisierenden ds-RNA-
Molekiils Polyinosin-Polycytidylsdure (Polyl:C) untersucht werden.

Poly I:C zeigte lediglich einen Trend zur Senkung der CAMP-Expression bei der
Dosiserhohung von 1 pg/ml auf 5 pg/ml (P = 0.057). Zur Solvent-Control H.O zeigte sich
keine signifikante Anderung der Expression (Daten nicht dargestellt).

Ob eine Beeinflussung der CAMP-Genexpression Uber den adipozytaren,
immunolatorisch wirksamen Nod-Like-1(NOD1)-Rezeptor- Signalweg’? besteht, ist

bisher nicht untersucht worden. Die Stimulation der 3T3-L1 Adipozyten mit steigenden
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Dosen des NOD1-Agonisten L-Ala-y-D-Glu-mDAP (TriDAP) zeigte keinen Effekt auf die
Expression von CAMP (Daten nicht dargestellt).

Um die Inhibition auf Signalwegebene genauer zu untersuchen, wurden reife 3T3-L1-
Adipozyten mit jeweils 20 uyg/ml ODN B und einem aus der Literatur ausgewahlten
Signalweginhibitor stimuliert (Abbildung 3-10).

Zunachst wurde eine Regulation der CAMP- Genexpression Uber Inhibierung, mithilfe
von S31-201 des Signal Transducer and Activator of Transcription 3(STAT3)-
Signalweges untersucht. Bereits bekannt ist, dass die Hochregulierung von CAMP uber
TLR-2 mithilfe des STAT3-Signalwegs vermittelt wird .

Die starkste Inhibition, im Vergleich zur alleinigen Zugabe von ODN B auf die Zellen,
erzeugte eine Konzentration von 50 yM S31-201 (**P < 0.001).

Des Weiteren war es von Interesse den Signalweg der Phosphoinosid-3-Kinasen (PI13K)
zu untersuchen. Dieser spielt eine entscheidende Rolle bei der Phosphorylierung von
Transkriptionsfaktoren, die maRgeblich die Genexpression der Zelle steuern’®,
Das Hinzufligen von 5 uyM des PI3K- Inhibitors LY294002 flhrte zu einer signifikanten
Reduktion (*P = 0.001) der durch ODN B hervorgerufenen CAMP-Expression.

Der MAPK-Signalweg ist der Aktivierung einiger TLRs nachgeschaltet und somit der
Genexpression verschiedener Effektormolekiile?378,

Mithife von 5 pM des p38-mitogen- activated-protein-kinase (MAPK)-Inhibitors
SB239063 konnte eine Reduktion der hochregulieten CAMP-Genexpression
beobachtet werden (*P = 0.043).

Des Weiteren war von Interesse ob eine Regulation der CAMP-Genexpression Uber den
Transkriptionsfaktor NF-kB bestlinde, welche eine entscheidende Rolle in der
Immunantwort des humanen Organismus spielt’.

Bezogen auf die durch ODN B hervorgerufenen CAMP-Expression, lie3 sich mithilfe der

Stimulierung mit 5 uM des Inhibitors BAY-11 eine senkende Tendenz erkennen.
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Abbildung 3-9 Resultate des Vergleiches der Stimulation mit TLR-9-Agonisten
ODN B und die Kombination ODN B + einen Signalweginhibitor (BAY-11, LY294002,
S31-201 und SB239063) auf reife 3T3-L1-Adipozyten. CAMP = Cathelicidin
Antimikrobielles Peptid, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, n.s.=
nicht signifikant, ODN = Oligodesoxyribonuk-leotid, Rel. = relative. Darstellung der Werte
als Box-Plot Diagramm. Zur Berechnung der P-Werte und der statistischen Signifikanz
(P < 0,05) wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet. Pro experimentellen Versuch
wurden n = 6-8 Wells untersucht.
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3.1.2 Ergebnisse der SGBS-Zellkulturversuche

In einem Ansatz wurde eine Differenzierungsreihe humaner SGBS-Adipozyten
durchgefuhrt, um ihre Adiponektin-Expression zu Uberprifen und die Ergebnisse sowie
die Funktionalitat der verwendeten Zellen zu validieren. Es wurde eine Steigerung jener
Expression mit Reifung der SGBS-Zellen erwartet. Diese konnte bestatigt werden (Daten
nicht dargestellt).

Die Differenzierungsreihe wurde zudem auf ihre Expression von CAMP mit fortlaufender
Reifung der Adipozyten gepruft (Abbildung 3-11). Es zeigte sich eine signifikante
Steigerung der CAMP-Expression, sowohl an Tag 8 (**P < 0.001), als auch an Tag 11
(**P = 0.004), im Vergleich zu Tag 4 der Differenzierung. Die starkste Expression von
CAMP wurde an Tag 8 erreicht. An Tag 11 und 14 sank die Expression des CAMP-Gens
deutlich ab. Dennoch blieb die Expression bis Tag 11 gegenuber der

Ausgangsexpression insgesamt gesteigert (P = 0.059)6¢.
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Abbildung 3-10 Darstellung der CAMP-Expression einer Differenz-ierungsreihe
von SGBS-Adipozyten (modifiziert nach Hopfinger, Schmid et al. 2023'%) AMP =
Cathelicidin  Antimikrobielles Peptid, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase, Rel. = relative. Darstellung der Werte als Box-Plot Diagramm. Zur
Berechnung der P-Werte und der statistischen Signifikanz (P < 0,05) wurde der Kruskal-
Wallis-Test angewendet. Pro experimentellen Versuch wurden n = 11-12 Wells
untersucht.
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Die Stimulation der SGBS-Zellen mit dem TLR-9-Agonisten ODN B zeigte eine Tendenz
zur Steigerung der CAMP-Expression mit Erhéhung der ODN B-Dosis (5 pg/ml und 20
pg/ml). Allerdings zeigten sich die Unterschiede nicht signifikant, trotz hohem Zellumfang
(n = 20) (Daten nicht dargestellt).

Der Stimulationsversuch mit MALP-2 (100 ng/ml) und Polyl:C konnte keine signifikanten
Effekte auf die CAMP-Expression der SGBS-Adipozyten hervor-rufen (Daten nicht
dargestellt).

3.2 ELISA

3.2.1 Quantifizierung von CAMP in murinen Blutseren

Um zu analysieren, ob die Regulation von CAMP auf Genexpressionsebene auch einen
Einfluss auf die Protein-Regulation hat, wurden murine Blutseren sowie subkutanes
Fettgewebe per ELISA untersucht. Fur die vorliegenden Ergebnisse wurden aus
anderen Projekten der Arbeitsgruppe bereits vorhandene Blutseren und Fettgewebe von

Mausen verwendet.

Von besonderem Interesse war die Regulation Uber den TLR-9-Signalweg. In der
Analyse der Blutseren von Wildtyp-Mausen im Vergleich zu TLR-9-Knockout (KO)-
Mausen zeigte sich ein geschlechtsspezifischer Unterschied der CAMP-Konzentration
(Abbildung 3-14). Bei mannlichen TLR-9-KO-Mausen ergab sich eine signifikant (*P =
0.011) niedrigere CAMP-Konzentration (Graphik A), wohingegen sich in der weiblichen

Kohorte kein Unterschied der Konzentrationen ergab (Graphik B)'6¢.
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Abbildung 3-11 Resultate der Analyse der CAMP-Expression in Blutseren von
mannlichen (A) und weiblichen (B) Wildtyp-Mausen und TLR-9-Knockout-Mausen
(modifiziert nach Hopfinger, Schmid et al. 2023'%¢). CAMP = Cathelicidin Antimikrobielles
Peptid, n.s. = nicht signifikant, TLR = Toll-like-Rezeptor. Darstellung der Werte als Box-
Plot Diagramm. Zur Berechnung der P-Werte und der statistischen Signifikanz (P < 0,05)
wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet. Pro experimentellen Versuch wurden (A) n
=11-12, (B) n = 10-22 Wells untersucht.
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Erganzend zu den Untersuchungen der Blutseren, war ein weiteres Ziel einen moéglich
bestehenden Zusammenhang von CAMP und TLR-9 im subkutanen Fettgewebe der
Mause zu untersuchen.

Die CAMP- und TLR-9-Expression im subkutanen Fettgewebe von mannlichen
C57BL/6J Wildtyp-Mausen wurde mithilfe einer Korrelationsanalyse untersucht
(Abbildung 3-13). Es zeigte sich eine positive Korrelation der Parameter von rho = 0.657
und eine Signifikanz von *P = 0.0117°¢,

Rel. gene expression TLR9/ GAPDH
w

2 rho = 0.657
P =0.011*
n=14

1
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0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Rel. gene expression CAMPIGAPDH scAT

Abbildung 3-12 Korrelationsanalyse mittels Spearman-Test zwischen CAMP- und
TLR-9-Expression im subkutanen Fettgewebe (scAT) von C57BL6J-Wildtyp-
Mausen. Rho = Korrelationskoeffizient nach Spearman. (modifiziert nach Hopfinger,
Schmid et al. 2023'%¢) CAMP = Cathelicidin Antimikrobielles Peptid, GAPDH =
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, Rel. = relative, TLR = Toll-like-Rezeptor.

3.2.2 Proteinbestimmung aus Zellkulturversuchen

Es wurde versucht das hier verwendete ELISA-Kit auch fur die Quantifizierung von
CAMP in Zellkultur-Uberstanden zu nutzen. Allerdings zeigte sich, dass die Proben eine
zu geringe Konzentration fur die Sensitivitdt des ELISA-Kit hatten und lediglich

Tendenzen der CAMP-Konzentration zu messen waren. Hierunter lie® sich eine
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Steigerung der CAMP-Konzentration mit steigender Differenzierung der Zellen erkennen

(Daten nicht gezeigt).
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4 Diskussion

4.1 Allgemeine Diskussion

Die Untersuchung der proinflammatorischen Faktoren des adipozytaren Immunsystems
ist von besonderem wissenschaftlichem Interesse. Dies liegt daran, dass bei
Volkskrankheiten wie Adipositas eine metabolische Fehlregulation des Immunprofils des
Fettgewebes vorliegt (,Adipoflammation“). Diese Fehlregulation kann zu einem
chronischen  Entzindungszustand  (,Metaflammation) fihren und  weitere
Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 2, eine Steatosis Hepatis und
einige Krebsarten bedingen®223¢, Genauer zu verstehen, welche inflammatorischen
Mechanismen auf Ebene der Adipozyten hierbei greifen, ist die Grundlage flir spatere

therapeutische Ansatzpunkte.

Antimikrobielle Peptide, wie CAMP, sind ein wichtiger Teil der immunologischen
Funktion des Adipozyten®**. Ziel dieser Arbeit war es, die CAMP-Expression auf
zellularer und physiologischer Ebene zu untersuchen. Umgesetzt wurde dies anhand
von in-vitro Versuchen mit reprasentativen murinen 3T3-L1-Adipozyten, humanen
SGBS-Adipozyten und Serumproben aus Mausmodellen.
Die Linie der 3T3-L1 Adipozyten ist ein lange bewahrtes und genauestens definiertes
Adipozyten-Modell. Die fur die dargestellten Versuche verwendeten Fettzellen wurden
vor jedem Stimulationsversuch anhand etablierter Verfahren, wie des in Kapitel 2.2.7
beschriecbenen LDH- Testes und der lichtmikroskopischen Kontrolle auf ihre
Funktionalitat gepruft. Die hier verwendeten Stimulanzien wurden anhand aktueller
Literatur ausgewahlt.
Es erfolgten Stimulationsversuche, um die Modulation von CAMP auf adipozytarer
Ebene genauer zu erforschen. Genauer wurde die Expression auf Transkriptionsebene
und die Sekretion des antimikrobiellen Peptids analysiert.
Um vom murinen auch auf das menschliche Modell Schliisse ziehen zu kbnnen, wurden
anhand der Ergebnisse der 3T3-L1-Zellinie Effekte an humanen SGBS-Adipozyten
untersucht. SGBS-Fettzellen?*” wurden in dieser Arbeit erstmalig zur Erforschung der
CAMP-Expression verwendet und zeigten sich hierbei als durchaus robustes und
verlassliches  Modell fur die Analyse der Regulation von CAMP.
Um umfassendere Kenntnisse Uber komplexere Regulationsmechanismen der
Cathelicidinausschittung im Organismus zu gewinnen, wurden die Experimente zur
Erforschung der Sekretion von CAMP in Mausseren erganzend zu den

vorangegangenen in-vitro-Versuchen erweitert. Dies ermdglicht es, Rickschlisse auf
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physiologische und pathophysiologische Regulations-mechanismen im

Gesamtorganismus ziehen zu kdnnen.

Durch die gemeinsame Auswertung der Resultate der Zellkulturforschung und der
Ergebnisse des Mausmodells konnten neuartige Einsichten bezlglich der Funktion und
Steuerung des antimikrobiellen Peptids CAMP auf zellularer (in vi-tro) und

physiologischer (in vivo) Stufe erlangt werden.

4.2 Spezielle Diskussion: CAMP im Zellversuch

4.21 CAMP-Regulation in 3T3-L1 Adipozyten und SGBS-Zellen

2015 wurde adipozytares CAMP erstmals von der Arbeitsgruppe Zhang et al.
beschrieben. Hierbei ist vor allem die Rolle CAMPs in der lokalen Wirtsabwehr im
subkutanen Fettgewebe hervorgehoben worden'. CAMP als antimikrobielles Peptid
wird unter anderem bei subkutanen, bakteriellen Infektionen von Adipozyten
sezerniert'®. Dass dies von metabolischen Faktoren abhangt, konnte gezeigt werden,
indem sich die Wirtsabwehr bei Adipositas als eingeschrankt erwiesen hat?°.
Stimulanzien zu untersuchen, die zur Aktivierung oder Repression des adipozytaren
CAMP fihren, ist deshalb von besonderem Interesse, da es unmittelbare Konsequenzen
auf die Immunabwehrfahigkeit gegentber Infektionen hat.

Anhand von Messungen der CAMP-Expression in verschiedenen Reifestadien konnte
im murinen 3T3-L1-Modell eine stetige signifikante Steigerung (Tag 0 zu Tag 8 der
Differenzierung) der CAMP-Expression festgestellt werden. Damit konnte die von Zhang
et al. aufgestellte These, die Genexpression des CAMP-Gens steige wahrend der
Reifung vom Praadipozyten zum ausgereiften Adipozyten an'3, bestéatigt werden. CAMP
reiht sich hierbei in eine Reihe weiterer Adipokine, welche vermehrt bei steigender
Ausreifung der Fettzelle exprimiert werden ein?%.

Um von dieser Beobachtung auf menschliche Fettzellen Riickschliisse ziehen zu kénnen
wurde in dieser Arbeit erstmalig die Gen-Expression von CAMP wahrend der
Differenzierung humaner Adipozyten -Adipozyten untersucht. Im SGBS-Modell zeigte
sich die hdchste Expression an Tag 8 mit daraufhin fallenden Werten bis Tag 14, dem
Tag der vollstandigen Ausreifung der Zellen. Insgesamt lag eine anhaltend erhdhte
Expression des CAMP-Gens bis zur vollstandigen Reife der Zellen gegenuber dem
Ausgangsniveau vor. Es kann diesen Erkenntnissen zufolge erstmalig gesagt werden,

dass das Modell der SGBS-Adipozyten als geeigneter in-vitro-Entwurf fur weitere CAMP-
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Analysen im Menschen verwendet werden kann.

Der Zusammenhang zwischen der Reife der Adipozyten und der ansteigenden
Genexpression von CAMP tragt dazu bei, die lokale Immunabwehr gegen Infektionen zu
verstehen und kénnte zudem zur Erklarung der bereits im Mausmodell beobachteten

erhohter Infektionsanfalligkeit bei gestorter Adipogenese' herangezogen werden.

4.2.1.1 Toll-like-Rezeptoren

Toll-like-Rezeptoren gehoren zu den am besten charakterisierten
Musterkennungsrezeptoren und sind unter anderem unerlasslich fir die immunologische
Abwehr von mikrobiellen Krankheitserregern. Erkennen sie solche DAMPs, sind sie in
der Lage proinflammatorische Signalkaskaden einzuleiten’®,76. Auch die aufgrund von
Adipositas bedingten metabolischen Entziindung und chronischen Lipoflammation
spielen hier eine wichtige Rolle: Adipositas steht im Mausmodell in Verbindung mit der
hochregulierten Expression mehrerer Toll-like-Rezeptoren®®. Dass nun auch CAMP
eine Rolle in dieser Entzlindungsreaktion der Adipozyten Gber TLRs spielt, war eine der
Hypothesen dieser Arbeit. Hierfir wurden verschiedene, anhand aktueller Literatur

ausgewahlte TLRs auf ihrer regulatorischen Verbindung mit CAMP untersucht.

Thomalla et al. zeigten in unserer Arbeitsgruppe, dass Adipozyten in der Lage sind,
funktionalen Toll-like-Rezeptor-9 zu exprimieren, und dass die Expression mit
fortlaufender Differenzierung der Zellen steigt®?. TLR-9 ist in der Lage unmethylierte
DNA, welche von Bakterien und Viren stammt, zu erkennen?’. Die Fahigkeit, die
Nukleinsduren zu erkennen, insbesondere von TLR-9, soll zudem in Verbindung mit
Adipositas und Insulinresistenz stehen?5—260,

Im Tierversuchsmodell konnte bereits an Keratinozyten und Makrophagen gezeigt
werden, dass fir eine normale TLR-9 Signaltransduktion die endogene Expression von
CAMP erforderlich ist?3°. Ergebnisse einer Studie von Lee, Zhang et al. konnten sowohl
im murinen als auch humanen Makrophagensystem eine signifikante TLR-9-abhangige
Induktion von Zytokinen wie Interferon durch das Cathelicidin LL-37 zeigen. Dies deutet
darauf hin, dass LL-37 in der Lage ist eine entziindliche Reaktion Uber TLR-9 zu
vermitteln%.

Auf Grundlage dieser Daten wurde untersucht, inwieweit CAMP mit TLR-9 im
adipozytaren Modell interagiert. Zunachst wurde die CAMP-Regulation anhand von
Blutseren von TLR-9-Knockout-Mausen analysiert. Anschliefend erfolgte eine
Untersuchung in vitro an 3T3-L1- und SGBS-Adipozyten unter Zugabe von TLR-9-
Agonisten und -Antagonisten. Abschlieend wurde der Zusammenhang zwischen TLR-

9 und CAMP in vivo genauer im subkutanen Fettgewebe von M&usen untersucht.
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Um zu ermitteln inwieweit sich eine TLR-9 vermittelte Ausschittung im Serum von CAMP
in vivo zeigt, ist ein TLR-9-KO/Wildtyp-Ansatz gewahlt worden. Es wurden im
Mausmodell die CAMP-Konzentrationen von C57BL/6J-Wildtyp- und TLR-9-KO-M&ausen
gemessen und miteinander verglichen. Hierbei zeigten sich signifikant niedrigere
Konzentrationen von CAMP bei TLR-9-KO-Mausen. In vitro konnte am 3T3-L1-Modell
keine Inhibition der CAMP-Genexpression durch den TLR-9-Antagonisten ODN 2087
beobachtet werden. Dieser Widerspruch weist auf eine komplexe Regulation der CAMP-
Ausschuittung auf Proteinebene im Serum hin. Hier gilt es in weiteren Versuchen die
bisher unbekannten Signaltransduktionswege und molekularen Mechanismen zu
identifizieren.

Bezuglich der erniedrigten Konzentration auf Proteinebene im TLR-9-Knockout-Modell
trat interessanterweise ein geschlechtsspezifischer Unterschied auf. Die signifikante
Konzentrationsminderung von CAMP im Serum zeigte sich nur bei mannlichen Mausen.
Weibliche TLR-9-KO-Mause hatten keine Differenz zu ihren Wildtyp-Artgenossen. Diese
Beobachtung war Uberraschend, da in vorherigen in-vitro- Experimenten von Hépfinger
et al. gezeigt werden konnte, dass weder Testosteron, noch das weibliche
Geschlechtshormon Ostradiol eine signifikante Anderung der adipozytiaren CAMP-
Expression hervorrufen konnten'®2. Bereits durchgefiihrte humane Studien konnten
diesen am Mausmodell gesehenen Geschlechtsunterschied bestatigen. Auch hier
konnte gezeigt werden, dass sowohl mMRNA-Expressionslevel im subkutanen
Fettgewebe als auch die Serumkonzentrationen von Cathelicidin bei Mannern deutlich
hoher lagen als bei Frauen'. Es scheint demnach einen geschlechtsspezifischen
Unterschied in der CAMP-Expression und Ausschuittung in Bezug auf TLR-9 zu geben,
welcher nicht unter der Regulation von Testosteron oder Ostradiol allein zu liegen
scheint. Die Aufgabe weiterer Studien ist es hier anzusetzen, um zu erkennen auf
welcher Ebene die Regulation von CAMP im Bereich der geschlechtsspezifischen

Mechanismen liegen kdnnte.

Um die im Serum gewonnenen Daten zur TLR-9-abhangigen CAMP-Proteinmenge am
Adipozyten zu erweitern, wurden zunachst auf Genexpressionsebene in vitro Liganden
des TLR-9 untersucht. Dies erfolgte an murinen 3T3-L1- und humanen SGBS-
Adipozyten.

Die Forschungsgruppe Takeshita et al. zeigte bereits, dass eine wesentliche
Komponente der Initierung der TLR-9-Signalgebung die Bindung von CpG-
Oligodesoxynukleotide (ODNSs) ist?®'. Fir diese Arbeit wurden bereits etablierte TLR-9-
Liganden zur Stimulierung der 3T3-L1 Adipozyten verwendet: Diese
Oligodesoxynukleotide waren ODN 1585 (ODN A), ODN 1826 (ODN B), ODN 2395
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(ODN C)%2, sowie ODN 208783263, Wahrend ODN 2087 als Inhibitor von TLR-9, und
TLR-7 gilt?®3, sind ODN A, B und C Agonisten des TLR-9%,262. Die ODNs unterscheiden
sich jeweils in unterschiedlichen strukturellen Eigenschaften und sind daher prinzipiell in
der Lage unterschiedliche immunologische Reaktionen hervorzurufen. Genauer ist ODN
A ein Ligand fir TLR-9 in peripheren dendritischen Zellen, wohingegen ODN B ein
Agonist von TLR-9 in positiven B-Zellen ist?®*. Thomalla et al. konnten zeigen, dass sich
durch ODN-Behandlung, vor allem ODN A, die Konzentration des entzindungs-
férdernden Adipokins Resistin Uber Stimulation des adipozytaren TLR-9 verringerte, was
eher einer antiinflammatorischen Komponente des TLR-9 entsprach®2. Dies deutet auf
eine komplexe, immunmodulierende Funktionalitdt des TLR-9 von Adipozyten hin.
ODN C enthalt sowohl von A als auch von B Motive und gilt als aktiver?®2,26, Dies konnte
bei den hier vorliegenden Ergebnissen flr die Genexpression von adipozytaren CAMP
nicht bestatigt werden.

Es zeigte sich bei der Stimulierung der 3T3-L1- Adipozyten in vitro, dass weder ODN A,
ODN B noch ODN C einen signifikanten Effekt auf die CAMP-Expression auf mRNA-
Ebene haben. Lediglich die ODN B-Stimulierung liel3 eine Tendenz der Steigerung der
CAMP-Genexpression erkennen, allerdings ohne statistische Signifikanz. Die
zusatzliche Stimulierung der Zellen mit dem TLR-9-Antagonisten ODN 2087 erbrachte
keine signifikanten Anderungen beziiglich der CAMP-Expression. Demnach scheinen
ODNs keinen Einfluss auf die Regulation von CAMP auf Genexpressionsebene in
murinen Adipozyten zu haben.

Interessant war es nun herauszufinden, ob sich im humanen Modell eine Regulierung
der CAMP-Expression unter TLR-9-Aktivierung durch ODNs zeigt. Die Stimulierung der
SGBS-Adipozyten mit ODN B (20 pg/ml) erbrachte, gleich dem murinen Modell, lediglich

eine schwache, nicht-signifikante Steigerung der CAMP-Expression.

Um den Zusammenhang zwischen TLR-9-Aktivierung und adipozytarer CAMP-
Expression auf Proteinebene zu erfassen, wurde dieser in vivo untersucht. Im
subkutanen Fettgewebe von Wildtyp-Mausen zeigte sich eine signifikante positive
Korrelation zwischen TLR-9-Expression und CAMP-Sekretion. Im Anschluss an diese
Ergebnisse konnte auch im menschlichen Fettgewebe diese positive Korrelation gezeigt
werden'®®, Der Zusammenhang von TLR-9, einem Mustererkennungsrezeptor, der
bakterielle DNA detektiert®”, und CAMP im subkutanen Fettgewebe bestatigt die in einer
vorherigen Studie nachgewiesene antimikrobielle Funktion von CAMP gegen

Staphylococcus aureus'.

Zusammenfassend zeigen die in vivo Studien eine klare TLR-9-abhangige Regulation
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der CAMP-Konzentration im Serum und subkutanen Fettgewebe von Mausen sowie im
menschlichen Gewebe. Dies steht jedoch im Widerspruch zu den in vitro gewonnenen
Daten, bei denen weder die Aktivierung noch die Inhibition von TLR-9 durch ODNs
signifikante Effekte auf die CAMP-Expression in 3T3-L1- und SGBS-Adipozyten zeigten.

Diese Diskrepanz deutet auf eine komplexe Regulation der CAMP-Expression und -
Sekretion hin, die in vivo durch zusatzliche Signalwege oder zellulare Interaktionen
beeinflusst wird, welche im isolierten in vitro System fehlen. Insbesondere die
geschlechtsspezifischen Unterschiede in der CAMP-Konzentration bei TLR-9-KO-
Mausen, die in vivo festgestellt wurden, unterstreichen die Notwendigkeit weiterer
Untersuchungen zu den zugrunde liegenden Mechanismen, die Uber die isolierte TLR-

9-Aktivierung hinausgehen.

Toll-like-Rezeptor-7 gehort, wie auch TLR-9, zu den sich intrazellular befindenden
Mustererkennungsrezeptoren®®. Die TLR-7-Expression ist bei Fettleibigkeit
hochreguliert?®’. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation des Rezeptors
das spontane Auftreten von Autoimmundiabetes bei Mausen beschleunigt?®. Die
zugrundeliegende Vermutung fur unsere, darauf basierenden Versuche war, dass uber
TLR-7 die proinflammatorische CAMP-Expression der Adipozyten moduliert wird,
wodurch im weiteren Sinne die chronische Entziindung des Fettgewebes beeinflusst
werden kdnnte. In vorangegangenen Forschungsstudien wurde bereits festgestellt, dass
der TLR-7-Agonist Imiquimod eine immunmodulatorische Wirkung hat, indem er das
immunmodulierende Adipokin?®' Resistin reduziert®3. Auf dieser Grundlage aufbauend,
galt es herauszufinden, wie Imiquimod Uber TLR-7 die Genexpression von CAMP der
murinen Adipozyten beeinflusst.

Mithilfe des TLR-7-Agonisten Imiquimod (20 pg/ml) konnte eine signifikante,
dosisabhangige Steigerung der CAMP-Expression im Zellversuch erzeugt werden. Ein
weiterer Ligand des TLR-7, Gardiquimod, liel} bei einer Dosis von 2 ug/ml einen
dosisabhangig signifikant steigenden Effekt erkennen.

Die schon friher vertretene Hypothese, dass TLR-7 an metabolisch induzierten
Entziindungen in Bezug auf Adipositas und Insulinresistenz'98%¢ beteiligt ist, wiirde mit
der gesehenen Induktion des proinflammatorischen CAMP Ubereinstimmen.
Dies konnte sich als therapeutisch hochst relevanter Ausgangspunkt herausstellen,
wobei es gilt diese in vitro beobachteten Effekte in folgenden Studien am

physiologischen Modell zu prifen und weiter zu differenzieren.

Ein weiterer Ansatzpunkt galt dem Untersuchen der Wirkung von TLR-3 auf die CAMP-
Expression. Toll-like-Rezeptor-3 gehort wie auch TLR-7 und TLR-9 zu den
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intrazellularen Mustererkennungsrezeptoren und ist flr die Erkennung von zelleigener
und viraler doppelstrangiger RNA zustandig®’. Interessanterweise wird TLR-3 in
Adipozyten stark exprimiert, wohingegen andere TLRs hauptsachlich in der stroma-
vaskularen Fraktion des Fettgewebes prasent sind'®®,
Es konnte bereits gezeigt werden, dass das humane Cathelicidin LL-37 in der Lage ist
die Signalgebung von TLR-3 bei Epithelzellen zu verstarken?®. Zudem konnte am
Mausmodell gezeigt werden, dass LL-37 eine wichtige Rolle in der Abwehr viraler
Infektionen spielt?’°. Bisherige Studien zeigten, dass in Bezug auf Adipositas- induzierte
Entziindungen der Rezeptor eher eine untergeordnete Rolle spielt'®®.

Aufgrund der starken Prasenz des Rezeptors in Adipozyten war es wichtig fir die
vorliegende Arbeit, herauszufinden, inwiefern die Signalgebung von TLR-3 die
Genexpression von CAMP modulieren kann.

Es zeigten sich im 3T3-L1-Modell unter Stimulierung der Zellen mit TLR-3-Agonist
Polyl:C keine signifikanten Veranderungen in der CAMP-Expression der Adipozyten.
Auch der Stimulationsversuch mit Polyl:C der humanen SGBS- Adipozyten erbrachte
keinen Effekt. Laut der hier vorliegenden Ergebnisse scheint TLR-3 weder im murinen
noch im humanen Modell einen Einfluss auf die CAMP- Genexpression von Adipozyten
zu haben. Die Tatsache, dass das entztindungsférdernde CAMP im Zusammenhang mit
der Entzindung des Fettgewebes nicht ausgeschuttet wird, passt zu den Ergebnissen
der Forschungsgruppe Ballak et al.’®®. Diese konnten darstellen, dass TLR-3 in lebenden

Organismen keine Rolle bei der Entziindung des Fettgewebes spielt'®.

Zu der Gruppe der extrazellularen, membrangebundenen Mustererkennungs-rezeptoren
gehort Toll-like-Rezeptor-22"'. Eine der Hauptaufgaben dieser mem-branstéandigen
Rezeptoren ist die Erkennung von zellfremden Mikro-organismen?’2. TLR-2 spielt hierbei
eine wichtige Rolle, da er in der Lage ist Membranbestandteile grampositiver Bakterien,
Mykobakterien und Mykoplasmen zu detektieren?’3, Bereits von Hopfinger et al. konnte
gezeigt werden, dass die Stimulation des TLR-2-Agonisten MALP-2 zu einer
signifikanten Hochregulierung der CAMP—Expression fiihrte'®. Interessant war es nun
anschliefiend an diese Arbeiten herauszufinden, inwiefern die Expression von CAMP
uber TLR-2 moduliert werden kann. Es konnte im 3T3-L1 Modell eine signifikante
Induktion im Versuch der Expression von Cathelicidin durch den TLR-2-Agonisten
MALP-2 (100 ng/ml) hervorgerufen werden und somit die von Hopfinger et al.®
gemessenen Ergebnisse bestatigt werden.

Es wurde ein Stimulationsversuch mit MALP-2 an humanen SGBS-Adipozyten
durchgeflihrt, um zu beobachten, ob die murinen Effekte sich auch im menschlichen

Setting widerspiegeln. Dieser Stimulationsversuch erbrachte keinen Effekt von MALP-2
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auf die humane CAMP-Expression. Hier gilt es zu diskutieren, ob der Signalweg der
CAMP- Expression Uber TLR-2 ausschlie3lich in murinen Adipozyten existiert, oder ob
das hier gewahlte Modell der SGBS und die Stimulation mit MALP-2 nicht geeignet ist

fur das humane Setting.

Die pflanzliche Nicht-Protein-Aminosaure L-Mimosin ist bekannt fir ihre komplexe
Wirkung auf das Immunsystem. Einerseits hemmt diese die humorale Immunantwort der
T-Zellen, anderseits verbessert sie gleichzeitig die Aktivitat von Makrophagen?*. Die
Stimulation mit L-Mimosin allein zeigte eine signifikante Reduktion der CAMP-
Genexpression der 3T3-L1-Adipozyten.

Interessanterweise liel} sich die durch MALP-2 hervorgerufene Induktion der CAMP-
Expression vollstdndig durch Zugabe von L-Mimosin (400 pg/ml) aufheben. Die
Zusammenschau dieser Ergebnisse zeigt, dass L-Mimosin in der Lage ist, an einem
Punkt des Signalweges der durch TLR-2 hervorgerufenen Induktion von CAMP
einzugreifen und diesen zu unterbrechen. Es ist bekannt, dass L-Mimosin verschiedene
Signalwege innerhalb der Zelle modulieren kann. Einer der wichtigsten ist hierbei der
Hypoxie-induzierbare Faktor (HIF)- Signalweg?®. Inwieweit der HIF-Signalweg auch bei
der Expression von adipozytaren CAMP eine Rolle spielt, gilt es in zukilnftigen Studien
herauszufinden.

Das antitumoral wirkende?’® Acriflavin wurde ebenfalls zu mit MALP-2 stimulierten Zellen
hinzugegeben. Die Idee hierbei war es, herauszufinden, ob die Induktion von CAMP
durch MALP-2 tber den STAT3/5 Signalweg hervorgerufen wird. Die Modulation dieses
Signalweges wird Acriflavin zugeschrieben?”’. Allerdings lieRen sich keine bei der
CAMP-Expression beobachten. Es konnte hieraus geschlossen werden, dass der

Signalweg STAT3/5 keine Rolle in der Induktion von CAMP in Adipozyten spielt.
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Folgende Graphik zeigt zusammenfassend die signifikanten Erkenntnisse dieser Arbeit

in Bezug auf die Interaktionen zwischen Toll-like-Rezeptoren und der Regulation von

CAMP.

-

Imiquimod/
Gardiquimod

'%CiDNA \

%

Untersevtl. Beteiligung von:
MAPK, PI3K;'STAT3
Zellkern

N /

Abbildung 4-1 Schematische Zusammenfassung der wichtigsten Hypothesen im
Bezug zur Interaktion der untersuchten Toll-like-Rezeptoren und der Expression
von CAMP (Eigenentwurf). CAMP = Cathelicidin Antimikrobielles Peptid, cfDNA = cell
free DNA, MALP-2 =, Macrophage-activating lipopeptide 2, MAPK = p38-mytogen-
activated-protein-kinase, PI3K = Phosphoinositid-3-Kinasen, STAT3 = signal
transducer and activator of transcription 3, TLR = Toll-like-Rezeptor.

82




4.2.1.2 Nod-like-Rezeptoren

Die Mustererkennungsrezeptoren NOD1 und NOD2 sind immunrelevante Rezeptoren,
die an der zytosolischen Identifikation bakterieller Peptidoglykane beteiligt sind. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass NOD1 ein spezifisches Peptidoglykan-Motiv,
welches im Peptidoglykan von gramnegative Bakterien vorkommt, erkennt?’® und
daraufhin eine proinflammatorische Signalkette innerhalb des Adipozyten aktiviert?”%289,
Unter in vitro Stimulation des adipozytaren NOD1-Rezeptor mit dem Diaminopi-
melinsdure-Derivat L-Ala-gamma-D-Glu-mDAP (TriDAP) wurde die Ausschuttung
proinflammatorischer Chemokine in vitro an der Zelllinie 3T3-L1 beobachtet?®',

Es existieren allerdings zum jetzigen Zeitpunkt keine Literaturquellen dazu, ob der
Rezeptor NOD1 auch das antimikrobielle Peptid CAMP im Adipozyten induzieren kann.
Zur Klarung dieser Frage wurde in dieser Arbeit die Expression von CAMP bei 3T3-L1
Adipozyten in vitro untersucht. Als NOD1-Agonist, ist das bereits fur diese Zelllinie
etablierte TriDAP verwendet worden. Im murinen Zellversuch zeigten sich keine
signifikanten Effekte auf die CAMP- Sekretion. Dies lasst vermuten, dass CAMP in 3T3-

L1-Adipozyten nicht durch einen zytoplasmatischen Signalweg tber NOD1 aktiviert wird.

Liganden des Rezeptors NOD2 sind Peptidoglykane, die sowohl in grampositiven als
auch in gramnegativen Bakterien vorkommen?®2, Ob eventuell NOD2, eine Rolle im
Signalweg fur die Ausschuttung von CAMP spielt, ware ein weiterer Ansatz zukunftiger

Forschungen.
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4.2.1.3 Zell-freie DNA

Die Freisetzung von cfDNA gilt als lethales Ergebnis von zellularem Stress?%2. Ein Teil
der gesundheitsgefahrdenden, chronischen Entzindung des Fettgewebes bei
Ubergewichtigen Personen ist die vermehrte Ausschittung von cfDNA, aufgrund der
adipos bedingten Adipozyten-Degeneration'®. Diese frei-gesetzte cfDNA fiihrt dazu,
dass Makrophagen in das subkutane Fettgewebe eindringen und inflammatorische
Prozesse auslosen®2.

Thomalla et al. konnten bereits zeigen, dass sich unter Stimulierung mit cfDNA die
Konzentration verschiedener Adipokine, unter anderem des proinflam-matorischen
Resistins, reduziert®. Interessanterweise zeigte sich im Stimulationsversuch der 3T3-
L1- Adipozyten mit cfDNA eine signifikante Reduktion der CAMP-Expression. CAMP
scheint sich hierbei also in die Reihe der negativ regulierten, proinflammatorischen
Adipokine  einzureihen. Die cfDNA koénnte in diesem Zusammenhang
antiinflammatorisch wirken. Scheinbar widersprichlich zu diesem Punkt ist die
Beobachtung, dass cfDNA vermehrt Immunzellen in das Fettgewebe rekrutiert, die
wiederum proinflammotorische Prozesse auslosen??. Hier gilt es dieses komplexe

Zusammenspiel in weiteren Studien genauer zu identifizieren.

Die Erkennung von cfDNA wird den Musterekennungsrezeptoren TLR7 und TLR-9
zugeschrieben73-177.188,183_186 198 Angesichts der in dieser Studie identifizierten
Zusammenhange zwischen einerseits TLR-7/-9 und CAMP (siehe Abschnitt 4.2.1.1)
und andererseits zwischen cfDNA und CAMP, demnach kann davon ausgegangen
werden, dass die Reduktion von CAMP bei Zellstimulierung durch cfDNA tber TLR-7/-9
erfolgt'®. Auch die immunologische, antimikrobielle Funk-tion von CAMP kénnte in
diesem Zusammenhang eine Rolle spielen: Bereits gezeigt wurde, dass cfDNA-Spiegel
bei Ubergewichtigen und insulinresistenten Personen im systemischen Blutkreislauf
erhoht sind'”1%8, Die bei Adipositas festgestellte verminderte Ausschiittung des
antimikrobiellen Peptids CAMP durch cfDNA kdénnte ein entscheidender Faktor fir die
von Zhang et al. beschriebene verminderte Abwehrfahigkeit der subkutanen Adipozyten
bei libergewichtigen Personen gegentiiber Bakterien sein'8'3, Dies konnte sich als ein
wichtiger Ansatzpunkt flr zukunftige Behandlungsmethoden jener erhdhten Infekt-

anfalligkeit bei Adipositas darstellen.

4.2.1.4 Signalwegsinhibitoren
Die vorangegangenen Experimente dieser Arbeit lieBen die Vermutung einer
Hochregulierung der CAMP-Genexpression durch TLR-9 im murinen Adipozyten zu.

Im Hinblick auf die Regulation dieser Expression war es notwendig herauszufinden,
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welche Signalwegskomponenten an der vermuteten Hochregulierung der CAMP-
Expression durch TLR-9 beteiligt sind.

Anhand aktueller Literatur wurden spezifische Signalwegsinhibitoren ausge-wahlt. Es
sollte in einem ersten Ansatz herausgefunden werden, mithilfe welcher

Signaltransduktionskomponente CAMP durch TLR-9 induziert wird.

Signal-transducer-and-activator-of-transcription (STAT3) ist ein Transkrip-tionsfaktor,
welcher in Reaktion auf verschiedene extrazellulare Signale hin aktiviert wird. Durch
Translokation des STAT3 in den Zellkern kommt es zur Regulation der Genexpression’®.
Bereits bekannt ist, dass die Aktivierung von TLRs, vor allem von TLR-4, zur
Stimulierung von STAT3 fuhren kann?®. Dies bedingt wiederum unter anderem die
Modulation von Entziindungs-reaktionen’8,283,

Es ist bereits bekannt, dass eine Hochregulierung von CAMP durch TLR-2 (ber
Signaltransduktionswege wie STAT3 vermittelt wird'®®. Bezogen auf TLR-9 zeigte sich
eine stark signifikante Reduktion der hochregulierten CAMP-Gen-Expression durch
Zugabe des STAT3-Inhibitors S3i-201.

Eine ahnlich signifikante Reduktion konnte unter dem Phosphoinosid-3-Kinasen (PI3K)-
Inhibitor LY294002 beobachtet werden. PI3K ist ein weiteres Effektorenzym, das in der
Lage ist nach Aktivierung verschiedene Transkriptionsfaktoren zu phosphorylieren und
so die Genexpression der Zelle zu beeinflussen’®. Die Forschungsgruppe Hopfinger et
al. konnte zeigen, dass die Hochregulierung von CAMP durch TNF-a Uber den PI3K-
Signalweg gesteuert wird'®.

Anhand dieser Ergebnisse lasst sich die These aufstellen, dass, wie auch fur TLR-2
beobachtet'®®, STAT3 und PI3K Teile des Signalwege der CAMP-Genexpression durch
TLR-9 sind.

Ziel war es nun herauszufinden, ob auch weitere klassische Signal-wegkomponenten
eine Rolle in der CAMP-Genexpression spielen:

Der mitogen-activated-protein-kinase (MAPK)- Signalweg ist eng mit Toll-like-
Rezeptoren verbunden. Durch die Bindung von Liganden an TLRs kommt es zur
Aktivierung von Kinasen, die Teil des MAPK-Signalweges sind®>®. SchlieRlich fihrt dies
zur Phosphorylierung verschiedener Zielmolekule, unter anderem
Transkriptionsfaktoren, welche die Genexpression der Zelle modulieren’.
Daher war es ein Ziel dieser Arbeit die Beteiligung des MAPK-Signalweges an der
CAMP-Genexpression  unter TLR-9-Agonisierung genauer zu analysieren.
Fir TLR-2 konnte bereits eine Tendenz der Beteiligung der p38-mitogen- activated-
protein-kinase (MAPK) am CAMP-Signalweg gezeigt werden'®. Unter Stimulierung des
TLR-9 in Adipozyten zeigte der MAPK-Inhibitor SB239063 eine signifikante Reduktion
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der CAMP-Expression.

Hieraus lasst sich schlieRen, dass der MAPK-Signalweg eine wichtige Verbindung
zwischen der Aktivierung des TLR-9 und der Genexpression von CAMP sein kdnnte.
Einer der wichtigsten nuklearen Transkriptionsfaktoren stellt nuclear-factor-kB (NF-kB)
dar’®. In Bezug auf Toll-like-Rezeptor 9 konnte fiir Inmunzellen bereits gezeigt werden,
dass diese Uber die Aktivierung von NF-kB eine starke Entziindungsreaktion auslésen
konnen'81284 Auch in der Regulation der Immunantwort ist der Faktor NF-kB beteiligt’®.
Von daher war es von grofdem Interesse herauszufinden, ob der Transkriptionsfaktor
NF-kB auch eine Rolle im Signalweg der adipozytaren CAMP-Genexpression spielt.
Der Inhibitor BAY-11 des nuclear-factor-kB konnte in vitro keine signifikante Reduktion

der hochregulierten CAMP-Expression hervorrufen.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen auf ein komplexes Zusammenspiel der CAMP-
Expression durch TLR-9 schlieRen (Tabelle 4-1). Hierbei ist zu beachten, dass die
Ergebnisse Daten von in vitro Versuche unter Ausschaltung physio-logischer
Regulationsmechanismen darstellen. Zudem ist zu beachten, dass der TLR-9-Agonist
ODN B nicht die gewunschte signifikante Steigerung der CAMP- Expression erzielt hat,
sondern lediglich eine deutliche Tendenz zur vermehrten CAMP-Genexpression gezeigt
hat. Fir detaillierte Kenntnisse Uber die Signalwege von CAMP (ber TLR-9 sind

zukunftige Studien anhand erweiterter Modelle von Noten.

Betroffene Verwendeter Maogliche
Signaltransduktions- Signalwegsinhibitor Beteiligung am
komponente TLR-9/CAMP-
Signalweg
STAT3 S3i-201 +
PI3K LY294002 +
MAPK SB239063 +
NF-kB BAY-11 -
Tabelle 41 Zusammenfassende Darstellung der untersuchten

Signaltranduktionskomponenten
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4.3 Fazit und Ausblick
Anhand der Zusammenschau der Ergebnisse der Zellkulturversuche und der des
Mausmodells lassen sich neue Erkenntnisse Uber die zellularen und physiologischen

Funktionen des antimikrobiellen Peptids CAMP schliefRen.

Die Zelllinie der SGBS-Adipozyten konnte erfolgreich als Modell fur in vitro Versuche mit
CAMP etabliert werden. Zudem konnte eine Steigerung der CAMP-Genexpression im
Laufe der Differenzierung der SGBS-Adipozyten gezeigt werden. Die vorliegenden
Daten bieten eine solide Basis flr zuklnftige Forschungsansatze, bei denen das
humane Adipozyten-Modell im Zellkultur-Setting genutzt werden kann, um die

Regulation von CAMP genauer zu untersuchen.

Um die Rolle des antimikrobiellen Peptids Cathelicidin in Adipozyten an der Schnittstelle
zwischen Metabolismus und Immunsystem zu untersuchen, wurden die Auswirkungen
von zellfreier DNA im murinen Zellmodell in vitro getestet. Es zeigte sich eine signifikante

Repression der CAMP-Genexpression unter dem Einfluss von cfDNA.

Ein Einfluss auf die CAMP-Expression des NOD1-Rezeptors konnte, sowohl im murinen

als auch im humanen Zellkulturmodell nicht nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass die adipozytare Expression und Sekretion von CAMP durch
die Toll-like-Rezeptoren 9, 2 und 7 reguliert wird. Ein Einfluss weiterer
Oligodesoxyribonukleotide wie ODN A und C auf die CAMP-Genexpression konnte
ausgeschlossen werden. Die in vitro im murinen Modell beobachtete Steigerung der
CAMP-Genexpression durch den TLR-9-Agonisten ODN B wurde auch im humanen
Modell nachvollzogen, zeigte jedoch nur eine nicht signifikante Zunahme.

Zusatzlich wurde in vitro eine Beteiligung der Signalwege STAT3, PI3K und MAPK am
TLR-9-vermittelten CAMP-Signalweg nachgewiesen.

Im Mausmodell wurde eine signifikante positive Korrelation zwischen der TLR-9-
Expression und der CAMP-Sekretion im subkutanen Fettgewebe festgestellt. Zudem
zeigte sich in murinen Seren ein signifikanter Sexualdimorphismus: Mannliche TLR-9-
KO-Mause wiesen deutlich niedrigere CAMP-Proteinspiegel auf, wahrend weibliche
Mause keinen Einfluss des TLR-9-Knockouts auf die zirkulierende CAMP-Konzentration
zeigten.

Die Rolle geschlechtsspezifischer Hormone bei der Regulation des antimikrobiellen
Peptids CAMP im menschlichen Organismus bleibt bisher nicht abschlieRend geklart

und eroffnet neue Perspektiven fur zuklnftige Studien.
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Diese Kenntnisse kénnten ein neuer Ansatzpunkt flr zukilinftige translationale
Forschung sein. Neue die chronische Inflammation des Fettgewebes direkt
beeinflussende Therapeutika kénnten zum Beispiel eine durch Adipositas bedingte
Insulinresistenz verhindern, die als Ursprung des Diabetes mellitus Typ 2 betrachtet wird.
Aber auch fir weitere leidens- und ressourcenintensive Krankheiten wie eine Steatosis
Hepatis und einige Krebsarten, bei denen die chronische Inflammation des Fettgewebes

ursachlich ist, konnten von einem neuen Standpunkt aus angegangen werden?*° 24! 285
287

Wahrend fur TLR-3 keine signifikanten Einflisse, sowohl im murinen als auch im
humanen Zellkultur-Modell auf die CAMP-Expression festgestellt werden konnten, zeigte
sich die Stimulierung von TLR-7 neu murinen Adipozyten als héchst signifikant. Da die
durch TLR-7 ausgeldsten proinflammatorischen Signalwege maligeblich an der
chronischen Inflammation des Fettgewebes und an der Entstehung der dem Diabetes
vorausgehende Insulinresistenz beteiligt sind, gilt es hier erweiterte Studien in vivo in
zuklnftigen Forschungsarbeiten durchzuflihren. Damit kénnte der proinflammatorische
Einfluss von CAMP bei TLR-7-Agonisierung unter physiologischen Bedingungen

verifiziert werden.

Der Einfluss von TLR-2 auf die adipozytare CAMP-Expression wurde in
vorangegangenen Studien der Forschungsgruppe Hoépfinger et al. im murinen Model
bereits als stark signifikant dargestellt’®®. Weiterflinrend konnte in dieser Arbeit eine
Aufhebung der hochregulieten CAMP-Genexpression durch den Inhibitor L-Mimosin
gezeigt werden und ein Effekt des TLR-Modulator Acriflavin ausgeschlossen werden.
Eine Ubertragung der TLR-2-Agonisierung auf das humane SGBS-Modell konnte keine

Beeinflussung der CAMP-Expression zeigen.

Bei der Interpretation der gewonnenen Erkenntnisse muss beachtet werden, dass es
sich hier um Zellkulturversuche und murine Modelle handelt. Im humanen Organismus
wird CAMP nicht nur von Adipozyten, sondern auch von Mastzellen'®, Epithelzellen und
Neutrophilen'* sezerniert. Zudem spielen systemische Einflussfaktoren wie Erndhrung
und Fettanteil des Korpers eine Rolle in der CAMP-Regulation™. Die in dieser Arbeit
gewonnenen Ergebnisse sollten dahingehend in zukinftigen Studien an humanen,

physiologischen Modellen verifiziert werden.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse neue, umfassende Erkenntnisse Uber die
Regulation von CAMP durch Toll-like-Rezeptoren im murinen, sowie auch humanen
Zellkultur-Setting. Eine Ubertragung der Erkenntnisse auf physiologische Modelle

kénnte zu neuen Kenntnissen Uber chronische Inflammation des Fettgewebes fiihren
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und damit vorrausschauend die Grundlage flr neue therapeutische Ansatzpunkte

bieten.

Die Ergebnisse zur Regulation von CAMP unter TLR-9 und cfDNA in vitro und am
Mausmodell wurden am 31.10.2023 im international journal of molecular science mit mir

als Co-Autorin publiziert'®,

Die Ergebnisse dieser aktuellen Studie tragen wesentlich dazu bei, unser Verstandnis
hinsichtlich der Funktion und Regulation des antimikrobiellen Peptids CAMP zu
vertiefen. Sie legen die Grundlage fur weitere Forschungsbemihen, insbesondere im
Kontext der Auswirkungen der Adipozyten auf die chronische Entzindung des

Fettgewebes, sowie des innaten Immunsystems.
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5 Zusammenfassung

Das Fettgewebe spielt eine wichtige Rolle in der Regulation physiologischer und
pathophysiologischer Immun- und Entzindungsprozesse des Korpers
(LAdipoflammation“ und ,Metaflammation®). Adipozyten sind durch die Sekretion von
Adipokinen/Zytokinen hormonell aktiv und fungieren unter anderem als Bestandteile des
angeborenen Immunsystems. 2015 konnte erstmalig die Expression des
antimikrobiellen Peptides cathelicidin antimicrobial peptide (CAMP) in Adipozyten und
dessen Funktion bei der Infektabwehr nachgewiesen werden. Im Rahmen einer
Entziindungsreaktion wirkt CAMP chemotaktisch auf Immunzellen und ist in der Lage,

potenzielle Krankheitserreger unschadlich zu machen.

Die Funktion und Regulation von CAMP in Adipozyten ist bislang weitgehend unbekannt

und daher Gegenstand neuester Forschungsinitiativen.

Ziel dieser Arbeit war es, die Regulation von adipozytarer CAMP-Expression in vitro
anhand unterschiedlicher Stimulanzien, Hypothesen-basiert zu untersuchen. Dariber
hinaus galt es, die in vitro gewonnenen Erkenntnisse am Mausmodell durch
Quantifizierung der CAMP-Proteinkonzentration im murinen Serum und der CAMP-
Expression im subkutanen Fettgewebe zu erweitern.

Zudem sollte die humane Zelllinie der Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom (SGBS)-
Adipozyten als neues Modell flir die adipozytare CAMP-Expression in vitro etabliert

werden.

Zur Untersuchung der Funktion und Regulation von CAMP in Adipozyten wurde der
Einfluss der Toll-like-Rezeptoren (TLR) -2, -3, -7, -9 und des NOD-/ike (NOD)-Rezeptor
1 sowie von zellfreier DNA (cfDNA) auf die CAMP-Expression und -Sekretion in
humanen und murinen Modellen analysiert. Die CAMP-Genexpression in murinen 3T3-
L1-Adipozyten sowie humanen SGBS-Adipozyten unter Stimulation mit TLR- und NOD-
Agonisten sowie cfDNA wurde mittels reverse transcriptase realtime polymerase chain
reaction (RT-PCR) quantifiziert. Die Serumkonzentrationen von CAMP in TLR-9-
Knockout (KO)-Mausen und C57BL/6J Wildtyp-Mausen wurden mittels enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) ermittelt. Die CAMP- und TLR-9-Expression im

subkutanen Fettgewebe von mannlichen Wildtyp-Mausen wurde per RT-PCR verifiziert.

90



Dabei konnten folgende Ergebnisse erarbeitet werden:

1.

Die CAMP-Genexpression in murinen Adipozyten wird durch Agonisten des TLR-
7 induziert.
L-Mimosin reduziert die CAMP-Expression in murinen Adipozyten.

CfDNA reduziert signifikant die CAMP-Genexpression in murinen Adipozyten.

4. Adipozyten der SGBS-Zelllinie exprimieren CAMP und stellen ein geeignetes

Zellkulturmodell fur die Untersuchung der CAMP-Regulation in humanen
Adipozyten dar.

Die CAMP-Genexpression steigt signifikant wahrend der adipozytaren
Differenzierung von humanen SGBS-Zellen an.

Die TLR-9-Expression korreliert positiv mit der CAMP-Expression im murinen
subkutanen Fettgewebe.

Mannliche TLR-9-KO-Mause zeigen signifikant niedrigere CAMP-Protein-

konzentrationen im Serum als Wildtyp- Mause.

Die dargestellten Ergebnisse leisten einen wichtigen Beitrag zur erweiterten
Kenntnis der adipozytaren Regulation und Funktion des antimikrobiellen Peptids
CAMP. Die erfolgreiche Etablierung des SGBS-Modells fur Versuche mit CAMP
ermdglicht es, die Regulation von CAMP auch in humanen Adipozyten in vitro zu
untersuchen.

Die Beeinflussung von CAMP durch Toll-like-Rezeptoren stellt eine wichtige
Grundlage fur weitergehende Studien und potenzielle Ansatzpunkte von
translationaler Forschung dar, insbesondere hinsichtlich chronischer

Inflammation sowie der antimikrobiellen Aktivitat des Fettgewebes.
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6 Summary

Adipose tissue plays an important role in the regulation of physiological and
pathophysiological immune and inflammatory processes (Adipoflammation and
Metaflammation). Adipocytes are hormonally active through secretion of
adipokines/cytokines and are also part of the innate immune system. In 2015, the
expression of the antimicrobial peptide cathelicidin antimicrobial peptide (CAMP) in
adipocytes and its role in host defence was demonstrated for the first time. During an
inflammatory response, CAMP exhibits chemotactic effects on immune cells and

neutralizes potential pathogens.

The function and regulation of CAMP in adipocytes remain largely unknown and are

therefore in the focus of current research.

The aim of the present study was the hypothesis-driven investigation of the regulation of
CAMP in adipocytes in vitro under various stimuli. To obtain more comprehensive
results, the in vitro findings were extended by quantifying CAMP concentrations in murine

serum and CAMP expression in murine subcutaneous adipose tissue in vivo.

Additionally, the human Simpson-Golabi-Behmel syndrome (SGBS) adipocyte cell line

was to be established as a new in vitro model for adipocyte CAMP expression.

To explore the function and regulation of CAMP in adipocytes, the impact of Toll-like
receptor (TLR) -2, -3, -7, -9, NOD-like receptor (NOD) 1, and cell-free DNA (cfDNA) on
CAMP expression and secretion was analysed in human and murine models. Regulation
of CAMP expression was assessed by stimulation of murine 3T3-L1 adipocytes and
human SGBS adipocytes, followed by mRNA quantification applying reverse
transcriptase realtime polymerase chain reaction (RT-PCR). Serum CAMP
concentrations in TLR-9 knockout (KO) and wild-type mice were determined via enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). CAMP and TLR-9 expression in subcutaneous

adipose tissue of male C57BL/6J wild-type mice were quantified via RT-PCR.
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The findings demonstrated:

1. CAMP gene expression in murine adipocytes is induced by TLR-7 agonists.

2. L-Mimosine reduces TLR-2 induced CAMP expression in murine adipocytes.

3. CfDNA significantly decreases CAMP gene expression in murine adipocytes.

4. Adipocytes of the SGBS cell line express CAMP and provide a suitable cell
culture model for studying CAMP regulation in human adipocytes.

5. CAMP gene expression significantly increases during adipocyte differentiation in
the SGBS model.

6. TLR-9 expression positively correlates with CAMP expression in murine
subcutaneous adipose tissue.

7. Male TLR-9-KO-mice exhibit significantly lower serum CAMP protein

concentrations compared to wild-type mice.

The presented results provide valuable insights into the regulation and function of the
antimicrobial peptide CAMP in adipocytes. The successful establishment of the SGBS
model for CAMP-related experiments enables further investigation of CAMP regulation
in a human cell model in vitro.

The novel insights in modulation of CAMP by Toll-like receptor agonists provide a
valuable basis for future studies and potential targets for translational research,
particularly regarding chronic inflammation and the antimicrobial activity of adipose

tissue.
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7 Verzeichnisse

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

AMP Antimikrobielles Peptid

BCA Bicinchoninsaure

BMI Body-mass-index

CAMP Cathelicidin Antimikrobielles Peptid

cfDNA Cell free (zellfreie) DNA

CTRP-3 C1q/TNF-related protein 3

CpG-DNA DNA mit sich wiederholender Nukleotid-
folge Cytosin-Guanin

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

dd double destilled

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase

GIP Glucose dependent insulinotropic Peptide

GLP-1 Glucagon-like Peptide

HDL High Densitiy Lipoprotein

HMGB-1 High-Mobility Group Box-1

HRPO Meerrettichperoxidase

IGF-1 Insulin-like growth factor-1

LPS Lipopolysaccharid

LDH Laktatdehydrogenase

LDL Low Density Lipoprotein

MALP-2 Macrophage-activating lipopeptide 2

MAPK p38-mytogen-activated-protein-kinase
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MW Mittelwert

NAD Nicotinsdureamidadenindinukleotid

NLR Nod-like-Rezeptor

NOD nucleotide binding oligomerization domain

ODN Oligodesoxyribonukleotid

PBS Phosphate buffered saline

pDZ Plasmazytoide dendritische Zelle

PGN Peptidoglykan

PI3K Phosphoinosin-3-Kinasen

PGRN Progranulin

Polyl:C Polyinosin-Polycytidylsaure

Rel. relative

SCAT Subkutanes Fettgewebe

SD Standardabweichung

SEM Standardfehler

STAT3 signal  transducer and activator of
transcription 3

TE-Puffer TRIS-EDTA-Puffer

TNF-a Tumornekrosefaktor a

TLR Toll-like-Rezeptor

TMD Tetramethylbenzin

TriDAP L-Ala-gamma-D-Glu-mDAP

Var. Varianz
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