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| Einleitung und Zielsetzung

I.1 Fettgewebe und Adipokine

Das Fettgewebe wurde als Organ lange in seiner Funktion unterschatzt. Friher nahm
man an, es handle sich lediglich um eine Mdglichkeit der Insulin-abhéngigen und
Katecholamin-abhangigen Speicherung und Bereitstellung von Energiereserven in Form
von Triglyceriden [85]. Spatestens aber mit der Entdeckung des Leptins, eines vom
Fettgewebe eigens produzierten Peptidhormons, gehort diese Auffassung der
Vergangenheit an [166]. Das Fettgewebe besitzt Uber die Sekretion diverser Faktoren
die Fahigkeit in verschiedene Regelkreise des Korpers einzugreifen [85]. Hierunter sind
vor allem der Glukose- und Lipidstoffwechsel, das Komplementsystem, das
Entzindungsgeschehen, sowie die Regulation von Appetit und Sattigung, auRerdem die
Regulation von Knochen- und Immunfunktion aufzufihren [153].

Das Fettgewebe besteht aus verschiedenen Zellarten. Hierbei sind insbesondere
Adipozyten, Pra-Adipozyten, Makrophagen, Lymphozyten, mesenchymale Stammzellen
und Endothelzellen zu nennen, wobei die Lokalisation des Fettgewebes einen Einfluss
auf dessen Zusammensetzung hat [22]. So finden sich zum Beispiel im viszeralen
Fettgewebe prozentual weniger Adipozyten als im subkutanen Fettgewebe [22], [25],
[63]. Die Morphologie und Zusammensetzung des Fettgewebes kann sich je nach
Ernahrungszustand &ndern. So kommt es zum Beispiel im Rahmen der Entwicklung der
Adipositas zu einer Adipozytenhypertrophie und zu einer Zunahme und Akkumulation
von Makrophagen durch Einwanderung aus dem Blutkompartiment [154].

Die von Adipozyten spezifisch produzierten und sezernierten Proteine werden Adipokine
genannt [143]. Die Gesamtheit aller Proteine, die von Adipozyten sezerniert werden,
bezeichnet man als Adipokinom [143]. Von Adipozyten werden neben Proteinen auch
Lipide und freie Fettsduren freigesetzt [143]. Die Gesamtheit aller von Adipozyten
produzierten Faktoren ist als Sekretom definiert [143].

AulRerdem besitzen Adipozyten eine Reihe von Rezeptoren, durch die diese auf
hormonelle Reize reagieren kdnnen [59].

Im Rahmen der Adipositas kommt es zu einer Dysregulation der Adipokine [126] und
des Fettgewebes [101]. Die Adipozyten schlanker Menschen sezernieren vornehmlich
antiinflammatorische Adipokine, wie zum Beispiel Adiponektin [101]. Im Rahmen der
Entwicklung der Adipositas kommt es zu einer Adipozytenhypertrophie sowie zu einer
vermehrten Einwanderung aktivierter Makrophagen und T-Lymphozyten [101].
Hierdurch wird die metabolische Funktion des Fettgewebes gestort und die Adipozyten
sezernieren neben antiinflammatorischen auch proinflammatorische Adipokine, wie zum

Beispiel Leptin, Resistin, II-6 (Interleukin 6) oder TNF (Tumornekrosefaktor) [101]. Mit



zunehmendem inflammatorischen Milieu verlieren die Adipozyten ihre physiologische
metabolische Funktion und es kommt zur Adipozytennekrose [101].

Adipositas ist ein Risikofaktor fiir eine Vielzahl verschiedener Erkrankungen [80], [148],
[86], [52], [134]. Insbesondere stellt Adipositas ein erhdhtes Risiko fir die Entwicklung
der Volkskrankheit Diabetes mellitus Typ Il dar, von der aktuell etwa 425 Millionen
Menschen weltweit betroffen sind [100]. AuRRerdem haben adiptése Menschen ein
erhohtes kardiovaskulares Risiko [41]. Da kardiovaskulare Ereignisse aktuell an erster
Stelle der Todesfallstatistik in Deutschland stehen [117], ist es von essentieller
Bedeutung, die genauen Regulationsmechanismen zu verstehen und gegebenenfalls
therapeutische Mdglichkeiten zu entwickeln, in diese einzugreifen.

Bisher sind Uber 50 verschiedene Adipokine bekannt [136]. Im Folgenden werden nur
die bisher bedeutendsten Adipokine beispielhaft genannt, wobei Resistin und
Progranulin spater genauer betrachtet werden sollen.

Leptin spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Nahrungsaufnahme und
des Energiestoffwechsels [85]. Die Leptin-Spiegel steigen mit dem BMI (body mass
index) [1]. Ein genetisch determinierter Leptinmangel verursacht eine Hyperphagie und
fuhrt zu massiver frihkindlicher Adipositas, die durch Gabe von rekombinantem Leptin
reversibel ist [37]. Leptin-Rezeptoren befinden sich im Gehirn, in verschiedenen
peripheren Geweben [85], sowie im Fettgewebe [22]. Im Fettgewebe befinden sich diese
auf Adipozyten, Endothelzellen und Makrophagen, weshalb eine autokrine, parakrine
und endokrine Wirkungsweise angenommen wird [22]. Die Regulation des Appetits Uber
Leptin erfolgt Gber Rezeptoren im Hypothalamus [108]. Leptin ist ein klassisches
Sattigungshormon, indem es im Hypothalamus die Synthese und Freisetzung des
orektigenen Peptids Neuropeptid Y hemmt [3]. Die Ern&hrung spielt eine entscheidende
Rolle in der Leptin-Sekretion. So kénnen zum Beispiel bei Ratten eine Hyperleptindmie
und Adipositas durch eine fettreiche Diat induziert werden, allerdings wird gleichzeitig
eine Leptin-Resistenz induziert, sodass keine Appetithemmung erfolgten kann [144].
Ein weiteres wichtiges Adipokin ist Adiponektin [125]. Fir Adiponektin wurden
antiinflammatorische Effekte in verschiedenen Tiermodellen [139], sowie ein positiver
Einfluss auf die Insulinsensitivitdt gezeigt [64]. Die Adiponektin-Spiegel im humanen
Serum sind umso niedriger, je hdher der BMI und die Menge an viszeralem Fettgewebe
der Person ist [30], also gegenlaufig zum Leptin [1]. Erniedrigte Adiponektin-Spiegel
erhohen das Risiko fur die Entstehung von Diabetes mellitus Typ Il und kardiovaskularen
Erkrankungen [64].

Visfatin wird vorrangig vom viszeralen Fettgewebe produziert und korreliert direkt mit

dessen GroRe [4]. Uber die steigernde Glukoseaufnahme in Adipozyten und Myozyten



hat es einen Glukose-senkenden Effekt, der insulinunabhé&ngig ist [4]. Bei Rauchern
korreliert Visfatin im Serum positiv mit dem BMI [21].

Adipsin ist ein Adipokin, das im Tiermodell die Glukosetoleranz verbessern und die
Funktion der 3-Zellen positiv beeinflussen kann [78]. Die Konzentration im Serum ist
abhangig von der Ernahrung, wobei die Konzentration unter fettreicher Diat sinkt [78].
AulRerdem ist es identisch mit dem Komplement-Faktor D, wodurch es eine direkte
Verbindung zwischen dem Glukosemetabolismus und dem Immunsystem darstellt [156].
Durch eine Interaktion von C3, Faktor D und Faktor B wird C3a-des-Arg gebildet,
welches als so genanntes ASP (acylation stimulating protein) das Enzym Di-acyl-
glycerin-acyl-transferase stimuliert (als Kofaktor) und somit den letzten und
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Triglyceridbiosynthese steuert [13]. Des
Weiteren haben Patienten mit Amyotropher Lateralsklerose erhdhte Adipsin-
Konzentrationen im Liguor und Adipsin kénnte eine Rolle in der Pathogenese dieser
Erkrankung spielen [81].

CTRP-3 (C1g/TNF-related protein-3) ist ein antiinflammatorisches Adipokin [66], das vor
allem vom viszeralen Fettgewebe produziert wird [48]. CTRP-3 wirkt LPS-antagonistisch
in vitro und in vivo [129]. In der Zellkultur mit 3T3-L1 Adipozyten kann CTRP-3 die
Sekretion anderer Adipokine beeinflussen [77] und die Insulinsensitivitat verbessern
[76]. Die Konzentration im Serum beim Menschen ist assoziiert mit der Insulinresistenz
[35]. AuRerdem liegen bei Menschen mit Adipositas oder arterieller Hypertonie
verminderte Serumspiegel vor [35].

Adipozyten produzieren unter anderem auch proinflammatorische Zytokine, wie TNF-a
(Tumornekrosefaktor a) [42], IL-6, IL-8 (Interleukin 8) [36] und MCP-1 (Monocyte
Chemoattractant Protein-1) [121].

Bisher sind viele Erkrankungen bekannt, die mit einer verdnderten Regulation der
Adipokine einhergehen. Die genauen Mechanismen und die Auswirkungen dieser
Veranderungen sind bisher jedoch weitgehend ungeklart. Es gibt eine Vielzahl von
Adipokinen, die eine Verbindung zwischen dem Stoffwechsel und dem Immunsystem
darstellen, wie zum Beispiel Leptin, Adiponektin, Visfatin, Resistin TNF-a, IL-6, MCP-1
[155] oder Adipsin [156].

Zum Beispiel zeigt sich im Rahmen der Adipositas, als eines Zustandes chronischer low-
grade Entzindung [106], eine gesteigerte Expression von proinflammatorischen
Zytokinen im Fettgewebe und es kommt hier zu einer Zunahme der Makrophagen [158].
Auch die Expression von Adipokinen andert sich wahrend der Entwicklung einer
Adipositas [75]. Ubergewichtige Menschen haben erhdhte Entziindungsparameter wie
CRP (C-reaktives Protein), Leukozyten, IL-6 und TNF-a, insbesondere bei zentraler

Adipositas [105]. Diabetes mellitus Typ Il ist das Resultat dieser chronischen
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Entzindung [155], [106], dessen Entstehung durch verschiedene Adipokine beeinflusst
wird. Hierbei spielen unter anderem erhdhte Spiegel von TNF-a [50] und MCP-1 [121]
sowie erniedrigte Adiponektin-Werte [153] eine Rolle.

Auch kardiovaskulare Erkrankungen werden durch dieses Entziindungsgeschehen
gefordert [155] und durch Adipokine beeinflusst. Wahrend Adiponektin eher
antisklerotische Effekte aufweist [5], hat zum Beispiel IL-6 [165] eher prosklerotische
Effekte.

Die NASH (nichtalkoholische Steatohepatitis) kann ebenfalls Folge dieses
Entzindungsgeschehens sein und wird durch Adiponektin gehemmt, wahrend sie durch
TNF-a und IL-6 verstarkt wird [136].

Adipokine wie Leptin, Resistin und Adiponektin scheinen auch eine bisher noch
ungeklarte Rolle bei Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoider Arthritis [94], [68] oder
Lupus Erythematodes zu spielen [68].

Ebenso sind die Adipokine Adiponektin und Resistin bei Patienten mit chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen verandert [56].

Das Fettgewebe und die Adipokine stellen also ein entscheidendes Bindeglied
verschiedener physiologischer und pathophysiologischer Prozesse dar, weshalb der
Erforschung der Funktions- und Regulationsmechanismen dieser eine wichtige
Bedeutung zu Teil wird.

I.2 Liquorgangige Adipokine

Einige Adipokine vermitteln nicht nur eine Kommunikation zwischen dem Fettgewebe
und peripheren Organen, sondern auch eine Kommunikation zwischen dem Fettgewebe
und dem zentralen Nervensystem, wodurch sie neuroendokrine Funktionen besitzen
[104], [54]. Die Bluthirnschranke spielt hierbei eine entscheidende Rolle [16], da diese
fur die Selektion der Molekiile, die vom Blut in das zentrale Nervensystem Ubergehen,
verantwortlich ist [132].

Das am besten untersuchte Adipokin, das die Bluthirnschranke tGiberquert, ist Leptin. Es
beeinflusst die Nahrungsaufnahme und die Thermoregulation tber hypothalamische
Zentren [144], [54]. Leptin wird durch einen aktiven Transport Uber die Bluthirnschranke
transportiert [168]. Im Rahmen der Diat-induzierten Adipositas steigen die Serum- und
Liguorkonzentrationen von Leptin konkordant an, bis ein Sattigungshiveau der Leptin-
Konzentration im Liquor erreicht ist [144]. Oberhalb dieses Sattigungsniveaus kommt es
zu einer Storung der Leptinfunktion [144].

Adiponektin ist ebenfalls im Liquor nachweisbar [95], allerdings ist die Konzentration im
Liguor um etwa den Faktor 1000 geringer als im Serum [67], [95], [70]. Adiponektin-

Rezeptoren befinden sich im Hypothalamus [67] und in der Area postrema [38]. Uber die
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Area postrema kann zentrales Adiponektin, wie im Tierversuch gezeigt, einen Einfluss
auf den peripheren Blutdruck nehmen [38]. Uber den Hippocampus scheint es einen
antidepressiven Effekt zu haben [161]. Des Weiteren wird ein Einfluss des Adiponektins
auf entzuindliche und regenerative Prozesse des Gehirns vermutet [95].

Weitere Adipokine konnten in kleineren Studien an Patienten mit verschiedenen
Erkrankungen im Liquor nachgewiesen werden. Das Vorhandensein von Visfatin im
Liguor wurde zum Beispiel bei Patienten mit Fibromyalgie [21] und das Vorhandensein
von Adipsin im Liguor bei Patienten mit Amyotropher Lateralsklerose [81] hachgewiesen.
Des Weiteren sind veranderte Konzentrationen von Adipokinen im Liquor nach
cerebralen Krampfanféallen nachweisbar. Der Pathomechanismus hierfir ist jedoch noch
nicht geklart [10], [103].

Adipokine haben also einen weitreichenden Einfluss auf das zentrale Nervensystem [8].
Die veranderten Serumkonzentrationen der Adipokine im Rahmen der Adipositas wirken
sich auf den Ubertritt dieser tiber die Bluthirnschranke aus [104], [107]. Auch konnte dies
die Ursache fir das erhohte Risiko der Entwicklung dementieller Erkrankungen bei

Adipositas sein [8].

Bei vielen Adipokinen ist es jedoch bisher nicht bekannt, ob und wie sie mit dem
zentralen Nervensystem des Menschen interagieren. Erkenntnisse hiertiber kdnnten

unser Verstandnis Uber die systemische Rolle des Fettgewebes grundlegend verandern.

[.3 Resistin

Resistin ist ein Adipokin, das erstmals 2000 und 2001 von drei Forschungsgruppen
unabhéangig voneinander beschrieben wurde.

Steppan et al. [135] konnten Resistin als ein von Adipozyten exprimiertes und
sezerniertes Protein nachweisen. Die Expression von Resistin ist bei Mausen spezifisch
fur das Fettgewebe und wurde im Serum von Mausen und Ratten detektiert. Des
Weiteren konnten sie ein homologes Protein beim Menschen nachweisen. Sie
beschrieben Resistin als ein kausal fur die Entwicklung der Insulinresistenz im Rahmen
der Adipositas verantwortliches Protein und als ein potentielles neues Target fir die
Therapie des Diabetes mellitus Typ II.

Kim et al. [62] entdeckten 2001 ein 12,5 kDa schweres, serin- und cysteinreiches Protein,
das spezifisch vom Fettgewebe in Mausen und Ratten sezerniert wird und nannten es
ADSF (adipose tissue-specific secretory factor). Sie konnten eine Regulation der ADSF-
Expression durch die Erndhrung nachweisen. Da die ADSF-Expression wahrend der

Adipozyten-Differenzierung zunimmt, aber ADSF gleichzeitig die Adipozyten-



Differenzierung hemmt, vermuteten sie einen negativen Riickkopplungs-Mechanismus
von ADSF auf die Differenzierung von Praadipozyten zu reifen Adipozyten.

Holcomb et al. [49] beschrieben Resistin erstmalig in einem anderen Zusammenhang.
Sie entdeckten ein Protein, das in bronchialen und alveoléaren Epithelzellen exprimiert
wird und dessen Expression im Rahmen von Entziindungen der Lunge zunimmt und
bezeichneten es als FIZZ1 (found in inflammatory zone 1).

Einer der postulierten Rezeptoren fir Resistin ist CAP1 (Adenylyl Cyclase-Associated
Protein 1) [72], Uber den Resistin die Transkription inflammatorischer Zytokine in
Monozyten steigert [72]. Des Weiteren moduliert Resistin die Adipogenese von 3T3-L1
Praadipozyten tUber ROR1 (receptor tyrosine kinase-like orphan receptor) [120]. Auch
Uber eine Isoform des Decorin-Rezeptors beeinflusst Resistin die Adipogenese [33].
Resistin  bindet TLR-4 (Toll-like Receptor-4) auf Leukozyten, Monozyten und
Epithelzellen und induziert die Produktion proinflammatorischer Zytokine [138].
AuRerdem kann es direkt an TLR-4 im Hypothalamus binden und dartber zentrale

proinflammatorische Signalkaskaden aktivieren [17].

[.3.1 Resistin in der Zellkultur

Die murine Zelllinie der 3T3-L1 (Pra-)Adipozyten ist ein haufig verwendetes Modell zur
Simulation der Reaktion von Adipozyten auf verschiedene Reize. Die Resistin-
Expression in 3T3-L1 Adipozyten wird durch diverse Hormone, Zytokine und andere
Einflussfaktoren reguliert [133]. Undifferenzierte Praadipozyten exprimieren noch kein
Resistin [44]. Die Expression wird wahrend der Adipozytendifferenzierung induziert [135]
und ist erst 3 Tage nach deren Beginn nachweisbar [44].

Eine hohe extrazellulare Glukosekonzentration sowie die Stimulation mit Dexamethason
induzieren die Resistin-Expression [133], [44].

In humanen Adipozyten lasst sich die Glukoseaufnahme in die Zelle durch die
Stimulation mit Resistin reduzieren [83]. AufRerdem induziert Resistin die Sekretion

proinflammatorischer Zytokine, wie TNF-a und IL-6 [69].

Stimuliert man humane Adipozyten mit LPS (Lipopolysaccharid), wird dadurch nicht nur
die Expression von TNF-a [74], sondern auch die Resistin-Expression dosisabhangig
induziert [74], [69]. Diese gesteigerte Resistin-Expression wird durch eine Kaskade
inflammatorischer Zytokine verursacht [74].

Resistin induziert die Produktion proinflammatorischer Zytokine auch in Neutrophilen
[53], in humanen Synoviozyten und humanen PBMC (peripheral blood mononuclear cell)
[20], wie zum Beispiel TNF-qa, IL-6 oder IL-113 (Interleukin 13) [20]. Bei der Stimulation



von humanen PBMC mit TNF-a wird die Expression von Resistin im Sinne eines

positiven Feedback-Mechanismus induziert [20] .

Die Regulation von Resistin und seine Auswirkung auf den Glukosemetabolismus und
auf die Produktion proinflammatorischer Zytokine sind also eng miteinander verbunden
[133].

[.3.2 Resistin im Tiermodell

Im Tiermodell kénnen grundlagenwissenschaftliche Erkenntnisse tber die Regulation
und Funktion von Adipokinen in-vivo gewonnen werden. Insbesondere Experimente mit
knock-out Tieren konnen einen entscheidenden Beitrag zum Verstandnis der
physiologischen Mechanismen beitragen. Dabei sind allerdings spezies-abhéngige
Unterschiede in beobachteten Effekten zu beachten.

Die Resistin-Expression lasst sich bei Mausen vornehmlich im Fettgewebe nachweisen
[44], [135]. Dabei zeigen sich &hnliche Expressionlevel im epididymalen, perirenalen und
subkutanen Fettgewebe [44]. In Geweben wie der Leber, dem Skelettmuskel, dem Herz
oder der Niere lasst sich keine Expression nachweisen [44]. Resistin wird bei Mausen
[135] und Ratten [7] Gberwiegend von Adipozyten produziert.

Im Mausmodell ist Resistin ein wichtiger Regulator des Glukosemetabolismus [15] und
spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklung der Insulinresistenz, insbesondere in
der Leber [64], [135]. Bei Ratten fihrt eine Hyperresistinamie zur Insulinresistenz in der
Leber, dem Muskel und dem Fettgewebe [122]. Resistin verringert die Glukose-
abhangige Insulinsekretion aus pankreatischen Inselzellen [92] und steigert die
Glukoneogenese [90]. AuRerdem sind die Gen-Expression von Resistin bei Ratten [75]
und die Konzentration von Resistin im Serum bei Mausen [62], [115] durch die Ernéhrung
beeinflussbar.

Im atherosklerotischen Mausmodell wird eine erhdhte Resistin-Konzentration im Serum
im Vergleich zu gesunden Tieren beobachtet [24]. Auch lasst sich direkt in den
atherosklerotischen Lasionen bei diesen M&ausen Resistin immunhistochemisch
nachweisen, was einen pathophysiologischen Zusammenhang nahe legt [24].

Im Gehirn von Mausen lasst sich eine Expression von Resistin im Hypothalamus [157],
im Kortex [88] und in der Hypophyse [88] nachweisen, wobei die Expression im
Hypothalamus vom Ernahrungszustand [157] und die Expression in der Hypophyse vom
Entwicklungsgrad [88] der Mause abhéangig ist.

Eine zentrale Resistin-Applikation fuhrt bei Ratten zu einer peripheren Insulinresistenz
[17] und moduliert die Nahrungsaufnahme [17], [142]. AuRBerdem flhrt dies zu einer

gesteigerten Expression proinflammatorischer Zytokine im Hypothalamus [17], in der
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Leber [89] und im weilRen Fettgewebe [149] und induziert die Expression von Enzymen
der Fettsauresynthese in der Leber [149].

Die Erkenntnisse aus Tierversuchen sollten allerdings nur mit Vorsicht auf den
Menschen (bertragen werden, da Adipokine teils unterschiedliche Eigenschaften
insbesondere bei Nagern und Menschen aufweisen [7].

[.3.3 Resistin im humanen Organismus

Beim Menschen wird Resistin insbesondere von Monozyten [64], [34], [74] und
Makrophagen [91] produziert. Die Expression in Adipozyten ist vorhanden [69], aber im
Vergleich zur Expression in Monozyten eher gering [34].

Frauen haben eine hdhere Resistin-Konzentration im Serum als Manner [160], wobei
diese haufig mit dem Korperfettanteil [160] und mit dem BMI [124], [145] positiv korreliert.
In manchen Studienkollektiven konnte jedoch keine direkte Assoziation zu dem BMI
festgestellt werden [98]. In Gewebeproben des Fettgewebes ist eine hdohere
Konzentration der Resistin-mRNA bei adipdsen im Vergleich zu normalgewichtigen
Menschen zu finden [34].

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Resistin-Konzentration im
Serum bei Patienten mit metabolischem Syndrom erhoht ist [9], [6].

Ob Resistin beim Menschen, wie bei Mausen gezeigt, pathophysiologisch fur die
Insulinresistenz beim Diabetes mellitus Typ Il verantwortlich ist oder primar
immunmodulierende Eigenschaften besitzt, wird aktuell noch bei divergierender
Studienlage kontrovers diskutiert [84].

In einigen Studien zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der Resistin-Konzentration
im Serum und dem Vorhandensein eines Diabetes mellitus oder der Insulinsensitivitat
[83], [124], [2], [98]. In anderen Studien konnte dieser Zusammenhang nicht
nachgewiesen werden [116], [145]. Allerdings sind Polymorphismen im humanen
Resistin-Gen mit der Insulinsensitivitéat assoziiert [110].

Des Weiteren zeigte sich in einer Studie eine positive Korrelation der Resistin-
Konzentration im Serum zur Hohe des systolischen Blutdrucks [98].

Der Zusammenhang des Resistins mit dem Fettstoffwechsel ist bisher noch nicht
eindeutig geklart. In einigen Studienpopulationen finden sich positive Korrelationen der
Resistin-Konzentration im Serum mit der Gesamtcholesterin- und der LDL-Cholesterin-
Konzentration [9] und eine negative Korrelation mit der HDL-Cholesterin-Konzentration
[6]. In einer anderen Studie konnte keine Korrelation zwischen der Resistin-
Konzentration und Parametern des Fettstoffwechsels festgestellt werden [12]. Bei
Patienten mit NAFLD (nichtalkoholischer Fettlebererkrankung) zeigte sich allerdings

eine erhohte Resistin-Konzentration im subkutanen Fettgewebe und im Serum [102].
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Eindeutiger ist die Datenlage der Literatur bei inflammatorischen Prozessen. Die
systemische Resistin-Konzentration korreliert positiv mit Entziindungsparametern, wie
der Leukozytenzahl [6], CRP [98], MCP-1 [6], TNF-a [116] und IL-6 [116]. Resistin stellt

im menschlichen Organismus ein proinflammatorisches Zytokin dar [91].

Resistin scheint beim Menschen eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der
koronaren Herzerkrankung zu spielen. Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit
haben hoéhere Resistin-Spiegel im Serum als Gesunde [24]. In atherosklerotischen
Bereichen aus menschlichen Karotiden lasst sich Resistin immunhistochemisch
verstarkt nachweisen; in gesunden Arterien nicht [24]. Die Konzentration im Serum ist
ein Pradiktor fur die koronare Herzerkrankung [98], [2], [116].

Auch bei autoimmunen Erkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis, scheint Resistin
eine Rolle zu spielen [23]. In der Synovialflissigkeit der Gelenke von Patienten mit
rheumatoider Arthritis ist eine hohere Resistin-Konzentration als bei Patienten mit
degenerativen Gelenkerkrankungen vorhanden [20].

Patienten mit chronisch entzundlicher Darmerkrankung haben ebenfalls erhdhte
Resistin-Spiegel [56], die durch eine Therapie mit Infliximab reduziert werden kdnnen
[55].

Im humanen Ligquor ist Resistin in messbarer Konzentration vorhanden [67]. Diese ist im
Liguor etwa um den Faktor 100 geringer als im Serum [67]. Bisher wurde die Resistin-
Konzentration im Liguor jedoch nur in kleinen Patientengruppen mit unterschiedlichen
Erkrankungen, wie zum Beispiel Fibromyalgie [20], [19], Neuromyelitis optica [112] oder
idiopathischer intrakranieller  Hypertension [14] gemessen, sodass seine

pathophysiologische Relevanz noch weitgehend unklar ist.

[.4 Progranulin

Die erste DNA-Analyse von Progranulin, damals epithelin precursor genannt, erfolgte
bereits 1992 bei der Sequenzierung der Wachstumsfaktoren Epithelin 1 und Epithelin 2.
Progranulin ist ein cysteinreiches Prépropeptid mit einer Molekularmasse von etwa
75kDa. Homologe Peptide wurden bei M&usen, Hihnern, Rindern und Menschen
nachgewiesen. [111]

Lange wurde Progranulin priméar auf seine Eigenschaften als Wachstumsfaktor und als
Entzindungsmediator hin untersucht. Progranulin selbst besitzt antiinflammatorische
Eigenschaften und kann zum Beispiel durch Elastase in Granuline (Epitheline) gespalten

werden, die vornehmlich proinflammatorische Eigenschaften besitzen. [46]
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Erst 2012 wurde Progranulin in seiner Rolle als Adipokin beschrieben. Matsubara et al.
[82] konnten zeigen, dass Progranulin fir die Entwicklung der Insulinresistenz unter
fettreicher Erndhrung verantwortlich ist.

Uber welche Rezeptoren Progranulin seine Wirkung vermittelt, ist bisher noch nicht
vollstandig geklart. Tang et al. [137] vermuteten, dass Progranulin Uber die
Antagonisierung von TNF-a am TNF-Rezeptor seine antiinflammatorischen
Eigenschaften vermittelt. Diese Hypothese konnten Chen et al. [27] allerdings nicht
bestatigen. Hu et al. [51] konnten nachweisen, dass Progranulin auch eine
neuroprotektive Wirkung aufweist, die mdoglicherweise Uber Sortilin im zentralen
Nervensystem vermittelt wird. Allerdings scheinen auch Sortilin-unabhéngige
Mechanismen einer neuroprotektiven Wirkung von Progranulin zu existieren [39].

Ein erst kirzlich entdeckter Progranulin-Rezeptor ist EphA2 (Ephrin type-A receptor 2),
ein Rezeptor aus der Gruppe der Tyrosinkinaserezeptoren, der vor allem im zentralen
Nervensystem und in verschiedenen Tumorentitaten exprimiert wird [93].

Progranulin stellt mit seinen differierenden Eigenschaften als Wachstumsfaktor [159], als
antiinflammatorisches Zytokin [60] und als Adipokin [82] eine Schnittstelle verschiedener
biologischer Regelkreise dar.

[.4.1 Progranulin in der Zellkultur

Im Gegensatz zu Resistin nimmt die Expression von Progranulin wéhrend der
Differenzierung von 3T3-L1 Adipozyten ab [82]. Durch verschiedene Stimuli kann diese
in reifen Adipozyten wieder gesteigert werden, wie zum Beispiel durch Dexamethason
oder TNF-a [82]. In der Zellkultur unterdriickt Progranulin die insulinabhangige
Glukoseaufnahme und vermittelt die TNF-a-induzierte Entstehung der Insulinresistenz
[82].

Progranulin hat als Inhibitor der Sekretion proinflammatorischer Zytokine eher
antiinflammatorische Eigenschaften, wahrend seine Spaltprodukte, die Granuline, die
Sekretion proinflammatorischer Zytokine férdern [65]. Die Progranulin-Spaltung kann
durch die Anwesenheit von HDL-Cholesterin (high density lipoprotein) inhibiert werden
[43].

Auch Makrophagen exprimieren und sezernieren Progranulin [43]. Uber einen positiven
Feedback-Mechanismus steigert die Stimulation dieser Zellen mit Progranulin die
Progranulin-Expression, hat also autokrine Wirkung [43].

In vitro wirkt Progranulin chemotaktisch auf verschiedene Zellarten, wie dermale
Fibroblasten [47], Monozyten [164] und Endothelzellen [47] und fungiert als parakriner
Wachstumsfaktor [47].
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Auch Neurone kénnen durch Progranulin beeinflusst werden [146]. Progranulin wirkt
neuroprotektiv [119] und unterstitzt die Proliferation und das Wachstum von Neuronen
[146], [32]. Dieser Effekt kann allerdings durch die Co-Stimulation mit SLPI (secretory
leukocyte peptidase inhibitor), einem Inhibitor der proteolytischen Progranulin-Spaltung
durch Elastase, aufgehoben werden. Folglich beruht diese Wirkung mdglicherweise auf
den Spaltprodukten von Progranulin [146].

[.4.2 Progranulin im Tiermodell
In Nagetieren wurde eine Expression von Progranulin in Adipozyten [82], Leukozyten
[32], Neuronen [32] und Mikroglia [162] beschrieben.

Die Expression von Progranulin im Fettgewebe lasst sich durch die Nahrung modulieren,
nicht jedoch seine Expression in anderen, zum Beispiel lymphatischen, Geweben [82].
Im Tierversuch konnte ein kausaler Zusammenhang der Adipositas mit der Entwicklung
der Insulinresistenz durch Progranulin gezeigt werden [82]. Adip6se Mause haben eine
héhere Progranulin-Konzentration im Serum und durch die Injektion von Progranulin in
nicht-adipése Mause kann eine Insulinresistenz induziert werden [82]. Diese
Insulinresistenz wird durch IL-6 vermittelt [82]. AuBBerdem entwickeln Progranulin-
knockout Mause weder eine Adipositas, noch eine Insulinresistenz unter fettreicher Diat
[82].

Durch seine Funktion als Wachstumsfaktor fordert Progranulin die Wundheilung [47] und
steigert die Tumorgenese [45]. In einem frischen dermalen Defekt exprimieren
Fibroblasten [32], Makrophagen und neutrophile Granulozyten Progranulin [47]. Durch
Progranulin werden die Wundheilung und die Rekapillarisierung geférdert [47].

Auch ist Progranulin fir ein intaktes Immunsystem von Bedeutung [96], [32], da zum
Beispiel Progranulin-defiziente Mause eine abgeschwéachte Immunreaktion gegeniber
bakteriellen Infektionen zeigen [162].

Des Weiteren wirkt es protektiv fir Atherosklerose, indem es die Expression

proinflammatorischer Zytokine direkt am Gefal3 reduziert [58].

Im Nervensystem wird Progranulin sowohl zentral als auch peripher und im enterischen
Nervensystem exprimiert [32]. Zentral ist die Expression insbesondere in Purkinjezellen,
in Pyramidenzellen des Hippocampus, in kortikalen Neuronen [32], im Hypothalamus
[61] und in Mikroglia [119] nachzuweisen.

Die Expression von Progranulin im Hypothalamus ist nahrungsabhangig [61]. Wahrend
sie nach einer Hungerphase reduziert ist, steigt die Expression postprandial [61]. Die

intrazerebroventrikuldre Applikation von Progranulin hemmt bei Nagetieren die
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Nahrungsaufnahme, sodass Progranulin mdglicherweise Uber zentrale Mechanismen
die Energiehomobostase steuert, etwa uber die =zentrale Vermittlung des
Sattigungsgefihls [61].

Progranulin wirkt auch in-vivo neuroprotektiv [119]. Progranulin defiziente Mause sind
anfalliger fur neurologische Schéden und zeigen eine erhodhte Aktivitat der Mikroglia
[162].

1.4.3 Progranulin im humanen Organismus
Beim Menschen wird Progranulin von Adipozyten [164], Makrophagen [65], Mikroglia
[28] und Neuronen produziert [150].

Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der systemischen Progranulin-Konzentration
und demographischen oder anthropometrischen Daten, wie dem Alter, dem Geschlecht
oder dem BMI, konnte bisher noch nicht geklart werden und ist in den beschriebenen
Studienpopulationen divergierend [97], [26], [130], [163], [40].

Progranulin ist mit der Menge an viszeralem Fettgewebe und der Anzahl an
Makrophagen im Fettgewebe assoziiert [164]. In einer Studie mit 154 Patienten konnte
eine erhohte Progranulin-Konzentration im Serum bei Patienten mit Diabetes mellitus
Typ Il nachgewiesen werden [164]. In der Entwicklung eines Gestationsdiabetes scheint
Progranulin eher keine Rolle zu spielen [140].

Es findet sich haufig ein Zusammenhang mit Dyslipiddmie [164], der sich in einer
positiven Korrelation mit der LDL-Cholesterin (low density lipoprotein)- [130] und einer
negativen Korrelation mit der HDL-Cholesterin-Konzentration auf3ert [164], [130].

Die Progranulin-Konzentration im Serum Kkorreliert ferner mit systemischen
Entzindungsparametern, wie dem CRP [164] oder IL-6 [163].

In atherosklerotischen Plagues wird Progranulin neben in Makrophagen auch in glatten
Muskelzellen exprimiert [65]. Hier kann es die Entzlindungsaktivitat reduzieren, wahrend
die Prozessierung des Progranulins in Granuline die Entziindungsaktivitdt in den
atherosklerotischen Plaques steigern und so die Entwicklung der Atherosklerose fordern
kann [65].

Eine veranderte Progranulin-Konzentration im Liquor ist mit unterschiedlichen
neurologischen Erkrankungen assoziiert.

Bei Patienten mit frontotemporaler Demenz (FTD), Morbus Alzheimer und Morbus
Parkinson wurden gehauft Mutationen im Progranulin-Gen gefunden [31]. Insbesondere
bei Patienten mit frontotemporaler Demenz sind diese Mutationen auch mit einer
verminderten Progranulin-Konzentration im Liquor assoziiert [28], [31]. Es wurden in

verschiedenen Studien missense-Mutationen [147] und Null-Allele [40] beschrieben.
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Patienten mit Null-Allelen weisen eine verminderte Progranulin-Konzentration im Serum
auf, die in Zukunft eventuell zu einer frihen Diagnostik bei asymptomatischen Patienten
dienen konnte [131], [118]. Interessanterweise zeigen FTD-Patienten auch veranderte
Essgewohnheiten und eine Atrophie des Hypothalamus [109].

Patienten mit Multipler Sklerose (MS) haben eine hohere Progranulin-Konzentration im
Liquor wéhrend eines MS-Schubs und zeigen eine gesteigerte Expression von
Progranulin in Mikroglia in aktiven Lasionen [150]. Auch Patienten mit amyotropher
Lateralsklerose haben eine gesteigerte Progranulin-Expression im zentralen

Nervensystem [79].
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Hypothese:

Sekrethormone aus dem Fettgewebe (Adipokine), wie zum Beispiel Resistin und
Progranulin, sind liquorgéngig und kénnen demnach in einem festen oder krankheits-
variablen Verhaltnis zum Serum im Liquor nachgewiesen werden. Metabolische,
inflammatorische und hormonelle Einflisse regulieren in vitro die Sekretion dieser

Adipokine aus Adipozyten.

Primares Ziel dieser Arbeit ist es, die Konzentrationen der Adipokine Resistin und
Progranulin in einem grof3en gut charakterisierten Studienkollektiv in gepaarten Proben
von Serum und Liquor mittels ELISA zu quantifizieren.

Diese Konzentrationen sollen in Zusammenhang mit verschiedenen Klinischen und
laborchemischen Parametern gesetzt werden. Dadurch sollen neue Erkenntnisse tber
die physiologische und pathophysiologische Situation der Adipokine im humanen
Organismus und ihre Fahigkeit zur Uberquerung der Bluthirnschranke (Liquorgangigkeit)
gewonnen werden. Insbesondere die Liquorkonzentrationen dieser Adipokine sollen
eine systematische erste Basis liefern fir bislang fehlende Liquor-Normbereiche und fiir
typische Serum-/ Liquor-Koeffizienten, welche die Liquorgéngigkeit im Detail
charakterisieren. Auch sollen im Hinblick auf verschiedene Erkrankungsgruppen die
Veranderungen der Liquorkonzentrationen und die Veranderungen der Serum-/ Liquor-
Koeffizienten beobachtet werden. Anhand der Evaluation des Grades der
Schrankenstorung sollen Rickschlisse auf die Permeabilitdt der Bluthirnschranke in

Bezug auf die zu untersuchenden Adipokine gezogen werden kdénnen.

Des Weiteren soll in vitro die Regulation von Resistin und Progranulin in der murinen
Zelllinie 3T3-L1 untersucht werden. Hierzu werden die konzentrationsabhangigen
Effekte verschiedener Substanzen auf die Sekretion der Adipokine durch Adipozyten
ausgewertet. Aufbauend auf die Ergebnisse der Literaturrecherche und auf die
Ergebnisse des Studienkollektivs sollen diesbeziiglich Substanzen ausgewahlt werden,
deren Effekte auf die Adipozyten von besonderem Interesse sind. Hierzu zéhlen
insbesondere metabolische Faktoren, wie Glukose oder freie Fettsauren,
inflammatorische Faktoren, wie IL-6, LPS und TNF-a, sowie hormonelle Faktoren, wie

Insulin, Inkretine und Sexualhormone.

In Zusammenschau der Ergebnisse aus Serum- beziehungsweise Liquorproben und
Zellkulturversuchen werden neue Einblicke in die Regulation und Funktion der Adipokine

Resistin und Progranulin erwartet.
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Il Material und Methoden

1.1 Gerate, Materialien und Chemikalien

Die verwendeten Gerate, Materialien und Chemikalien sind den folgenden Tabellen

[1.1.1, 11.1.2 und I1.1.3 zu entnehmen.

Geréatetyp Hersteller
Thermomixer F1.5 Eppendorf
Mikroplatten Spektralphotometer Epoch

CO2 Inkubator 150 Liter Heracell
Sicherheitswerkbank KL.I1 120cm komplett | Thermo Fisher
Mikroliterzentrifuge Mikro 200 R Hettich
Wasserbad, 4-12 Liter Memmert
Inverses Mikroskop Modell DM IL LED Leica
Ultraschallhomogenisator Sonoplus Bandelin
Kihl-Thermomixer MKR 13 Ditabis

Orbital incubator SI500 Stuart
Vakuumpumpe D62 Biometra
Vortexer mini IKA
Analysenwaage ACJ 220-4M, 2209/0,1 mg | Kern
Hei-Standard Magnetrihrer Heidolph
Ph-Meter PH 1000 Mettler Toledo
Plattformschuttler Rotamax 120 Heidolph
Gefrierschrank GP4013 Liebherr

-80°C-Schrank HFU600TV

Thermo Fisher

1: Tabelle 11.1.1: Auflistung der verwendeten Geratetypen mit Herstellern

Materialien

Hersteller

ELISA 96-Well Mikrotiterplatten

Greiner bio-one

Reaktionsgefal Sarstedt
Pipettenspitzen Sarstedt
Pipette research plus 0,5-10pl Eppendorf
Pipette research plus 10-100ul Eppendorf
Pipette research plus 100-1000ul Eppendorf
Multipette M4 Eppendorf
12-Well Platte Greiner bio-one
75cm? Flaschen Sarstedt
Zentrifugenréhrchen Greiner Bio One
Neubauer improved Zahlkammer Roth
Zellschaber Sarstedt

1,5ml Reaktionsgefald Sarstedt

2: Tabelle 11.1.2: Auflistung der verwendeten Materialien mit Herstellern
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Chemikalien

Hersteller

ELISA:

DuoSet ELISA-Kit human Resistin

R&D Systems

DuoSet ELISA-Kit human Progranulin

R&D Systems

DuoSet ELISA-Kit mouse Resistin

R&D Systems

DuoSet ELISA-Kit mouse Progranulin

R&D Systems

PBS(phosphate buffered saline)-Puffer Biochrom
Tween20 Roth

Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich
H2S04 Merck
Zellkulturversuche:

Dulbecco’s modified eagle medium Biochrom
Dulbecco’s modified eagle medium F-12 Lonza
Trypsin/EDTA PAN-Biotech
Trypanblau Sigma
Penicillin/Streptomycin PAN-Biotech
Fetales Kélberserum Sigma-Aldrich
Apo-Transferrin Sigma-Aldrich
Pantothenséure Sigma-Aldrich
Biotin Sigma-Aldrich
Fetuin MP Biomedicals
Ascorbat Sigma-Aldrich
Corticosteron Sigma-Aldrich
3-Isobutyl-1-Methylxanthin Serva Electrophoresis
Insulin Sigma-Aldrich
Ethanol Sigma-Aldrich
Lipopolysaccharid E. coli 055:B5 Sigma-Aldrich
Interleukin-6 Biomol
Tumor-Nekrose-Faktor-a Biomol
Glucagon-like Peptide Sigma-Aldrich
Gastric inhibitory polypeptide Sigma-Aldrich
Simvastatin Biomol
Palmitinsaure Sigma-Aldrich
Laurinséure Sigma-Aldrich
Myristinsdure Sigma-Aldrich
Margarinsaure Sigma-Aldrich
Undecanséure Sigma-Aldrich
Stearinsaure Calbiochem
Olsaure Sigma-Aldrich
Palmitoleinsaure Sigma-Aldrich
Linolsdure Sigma-Aldrich
Eicosapentaensaure Sigma-Aldrich
Arachidonséure Sigma-Aldrich
Docosahexaensaure Sigma-Aldrich
Estradiol Sigma-Aldrich
Testosteron Sigma-Aldrich
Protease Inhibitor Cocktail Roche
Phosphatase/Protease Inhibitor Cocktail Roche

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific

Cytotoxicity Detection Kit

Roche

3: Tabelle 11.1.3: Auflistung der verwendeten Chemikalien mit Herstellern
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[I.2 Das Studienkollektiv

Das Studienkollektiv besteht aus 270 Patienten der Klinik fir Neurologie der
Universitatsklinik Giel3en, von denen jeweils Serum- und Liquorproben enthommen und
asserviert wurden. Die Proben wurden von 2007 bis 2011 gesammelt und in Aliquots
von circa 150ul bei -20°C aufbewahrt. Fir die Sammlung der biologischen Proben und
deren Auswertung existiert ein positives Ethikvotum an der Justus-Liebig-Universitat
Gielen (AZ 278/13) und die Probanden gaben vor der Probennahme ihr schriftliches

Einverstandnis zur Weiterverwendung der Proben zu wissenschaftlichen Zwecken.

1.3 Erstellung der SPSS-Datenbank

Zu den Proben waren aus dem Labor fir Liquordiagnostik Name, Geburtsdatum und die
Fallnummer der Patienten bekannt. Die Proben erhielten eine fortlaufende Nummer und
wurden dadurch pseudonymisiert. Da nicht fir jeden Patienten alle Parameter erfasst
werden konnten, ist im Folgenden zu jedem Parameter die Anzahl der erhobenen Werte
angegeben.

Die klinischen Daten wurden vom é&rztlichen Personal der Klinik fir Neurologie im
Klinikinternen Dokumentations-System (KAOS) dokumentiert. Die laborchemischen
Daten wurden zur Zeit des Patientenaufenthaltes erhoben. Die Routine-
Serumparameter wurden vom Zentrallabor und die Liquorparameter vom Labor fir
Liguordiagnostik des Universitatsklinikums GieRen gemessen. Die Gesamtmenge der
Daten wurde im Rahmen dieser Arbeit im Jahr 2014 retrospektiv in einer SPSS-
Datenbank zusammengefasst. Die Konzentrationen der Adipokine Resistin und
Progranulin im Serum und Ligquor wurden von 2014 bis 2015 mittels Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) im endokrinologischen Forschungslabor der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Schéffler (Medizinische Klinik und Poliklinik II,

Universitatsklinik Giel3en) gemessen.

Das Geschlecht (Fallzahl n=270) der Patienten wurde als klassifizierte Variable in die
Tabelle aufgenommen. Da lediglich von 212 Patienten sowohl Gewicht (n=215) als auch
GroRRe (n=217) bekannt waren, wurde der BMI bei 212 Patienten berechnet. Die BMI-
Werte wurden zum einen in die zwei Gruppen normalgewichtig (< 25 kg/m2, n=130) und
adip6s (= 25 kg/m?, n=133) unterteilt. In diese Gruppierung wurden auch die Patienten
eingeteilt, deren Erndhrungszustand aus dem Arztbrief zu enthehmen war, von denen
aber im klinikinternen System kein exakter BMI-Wert vorhanden war. Zum anderen
wurde eine Gruppierung nach der Gewichtsklassifikation der WHO (world health

organization) in 6 Gruppen vorgenommen. Dabei waren 9 Patienten der
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untergewichtigen Gruppe (<18.5kg/m?), 121 Patienten der normalgewichtigen Gruppe
(18.5-24.9kg/m?), 75 Patienten der Gruppe mit Prdadipositas (25.0-29.9kg/m?), 34
Patienten der Gruppe mit Adipositas Grad | (30.0-34.9kg/m?), 14 Patienten der Gruppe
mit Adipositas Grad Il (35.0-39.9kg/m?) und 2 Patienten der Gruppe mit Adipositas Grad

[l (=40.0kg/m?) zuzuordnen.

Fir die laborchemischen Daten aus dem Serum der Patienten wurden die Werte aus
dem Klinikinternen System in die Tabelle ibernommen, die zeitlich am nachsten zu der

Liquorentnahme lagen.

Beziglich der zellularen Bestandteile des Blutes wurden Leukozyten (n=260),
Thrombozyten (n=259) wund der Hamoglobin-Gehalt (n=260) erhoben. An
Stoffwechselparametern wurden der HbAlc (n=104), die Glukose (n=138) und das
basale TSH (Thyreoidea-stimulierendes Hormon) (n=194) erhoben. Der Lipid-Status
wurde durch das Gesamtcholesterin (n=136), die Triglyzeride (n=137), das LDL-
Cholesterin (n=63) und das HDL-Cholesterin (n=63) abgebildet. An Leberparametern
wurden die Werte fir die GOT (Glutamat-Oxalacetat-Transaminase) (n=241), die GPT
(Glutamat-Pyruvat-Transaminase, n=245), das Gesamtbilirubin (n=76), die
Cholinesterase (n=134) und das Gesamtprotein (n=141) erhoben. Zur Abbildung der
Nierenfunktion, wurden die Kreatinin- (n=264), Harnstoff- (n=259) und Harnsaurewerte
(n=128) erfasst. Des Weiteren wurden die Werte fir das CRP (n=267), die LDH
(Laktatdehydrogenase) (n=159) und das Ferritin (n=6) erhoben.

In dem Labor fir Liquordiagnostik wurden zusatzlich im Serum das Albumin (n=270),

sowie die Immunglobuline IgM (n=76), IgG (n=270) und IgA (n=76) bestimmt.

Im Liquor wurde die Zellzahl (n=270) bestimmt. Diese wurde auch als klassifizierter
Parameter mit n<5 oder n>5 Zellen festgehalten. Des Weiteren wurden im Liquor das
Gesamteiweil (n=270), das Albumin (n=270), das Laktat (n=270), das Ferritin (n=30)
und die Immunglobuline IgM (n=76), IgG (n=270) und IgA (n=76) erhoben. Das
Vorhandensein von oligoklonalen Banden (n=257) wurde als klassifizierter Parameter in
die Tabelle Ubernommen. Der Grad der Schrankenstérung (n=270) wurde durch das
Labor fur Liquordiagnostik eingeteilt. Die Einteilung erfolgte anhand des Liquor/Serum-
Quotienten von Albumin in Normalbefund (Grad 0: Quotient < 6.5x107 firr das Alter von
< 40 Jahren und < 8.0x107 fir < 60 Jahre), leichte Schrankenstérung (Grad 1: Quotient
< 10.0x10%®), Schrankenstérung (Grad 2: Quotient < 10.0x10%) und starke
Schrankenstérung (Grad 3: Quotient > 20.0x103). Die Beurteilung des Liquors erfolgte
ebenfalls durch das Labor fur Liquordiagnostik und wurde retrospektiv in folgende

Gruppen zusammengefasst: ,keine weitere Beurteilung®, ,entzindlicher Prozess®,
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,chronische ZNS-Erkrankung®, ,chronisch-entziindliche ZNS-Erkrankung®, ,infektiose

ZNS-Erkrankung®, ,vaskulare Stérung®, ,Ausschluss” und ,andere®.

Anhand der Arztbriefe wurde das Verhalten beziglich des Nikotinkonsums und der
Einnahme von L-Thyroxin, Simvastatin/Pravastatin und oralen Kontrazeptiva
dokumentiert. An Vorerkrankungen wurden die Arterielle Hypertonie, die
Hypercholesterinamie und Diabetes mellitus Typ | und Typ Il als eigensténdige
Parameter erhoben. Allgemeine Vorerkrankungen wurden als klassifizierte Parameter in
die Gruppen ,keine Vorerkrankung®, ,Hypothyreose®, ,Autoimmunerkrankung®
+Alkoholabusus®, ,Niereninsuffizienz®, ,entziindlicher Prozess*, ,infektidse Erkrankung*

und ,andere” eingeteilt.

Die aktuellen neurologischen Diagnosen wurden ebenfalls als klassifizierter Parameter
erhoben. Die Klassifikation der neurologischen Diagnosen erfolgte in Zusammenarbeit
mit Herrn PD Dr. med. Berghoff (Oberarzt in der Klinik fir Neurologie des
Universitatsklinikums GiefRen). In Klammern ist jeweils die Anzahl der Patienten mit der
entsprechenden Diagnose angegeben.

1. Infektiose ZNS-Erkrankung (n=13):

Neuroborreliose (n=7), virale Meningitis (n=2), aktive Neurolues (n=1), bakterielle
Meningoenzephalitis (n=1), Polyradikuloneuritis bei Herpeszoster (n=1), bakterielle
Meningitis (n=1)

2. Multiple Sklerose (n=42):
Multiple Sklerose nicht ndher bezeichnet (n=20), schubférmige Multiple Sklerose (n=7),
Primar progrediente Multiple Sklerose (n=5), Retrobulbarneuritis (n=3), Myelitis (n=3),

autoimmune Myelitis (n=2), Opticusneuritis (n=2)

3. Vaskulare Erkrankung (n=22):
Hirninfarkt (n=10), TIA (transitorisch isch&mische Attacke) (n=8), Riickenmarksischamie

(n=2), Z.n. Hirninfarkt (n=1), vaskulare Leukenzephalopathie (n=1)

4. Epilepsie (n=26):
Epilepsie mit Grand mal-Anféllen (n=7), erstmaliger Grand mal-Anfall (n=7),
Gelegenheitsanfall (n=4), symptomatische Epilepsie (n=4), kryptogene Epilepsie (n=2),

generalisierte Epilepsie (n=1), Provokationsanfall (n=1)

5. Kopfschmerz/ Gesichtsschmerz (n=26):
Migrane  (n=11), Gesichtsschmerz  (n=5), Spannungskopfschmerz  (n=4),
Kopfschmerzen (n=3), Migraneaura ohne Kopfschmerz (n=2), Priméares

Kopfschmerzsyndrom (n=1)
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6. Neuropathie/ Hirnnervenparese (n=49):
Hirnnervenparese (n=13), Polyneuropathie vom axonalen Typ (n=13), sonstige
Polyneuropathien (n=9), demyelinisierende PNP (n=6), Polyradikuloneuritis (n=3),

Polyneuritis (n=3), diabetische Polyneuropathie (n=2)

7. Andere (n=92):

Normaldruckhydrozephalus (n=10), Alzheimer-Demenz (n=7), somatoforme Stbrung
(n=6), Depression (n=5), Amyotrophe Lateralsklerose (n=4), Z.n. Zosterinfektion (n=3),
keine Diagnose bekannt (n=3), Lumbalgien (n=3), funktionelle Stérung (n=3),
unbestatigter Verdacht auf MS (n=2), Sensibilitatsstérung (n=2), Neuropathia
vestibularis (n=2), Schwindel (n=2), Synkopen (n=2), Restless-Legs-Syndrom (n=2),
Parese eines peripheren Nerven (n=2), Spasmus hemifacialis (n=2), chronischer
Ruckenschmerz (n=1), Plexusneuritis (n=1), Radikulopathie (n=1), Myalgie (n=1),
traumatische Optikusschadigung (n=1), zervikale Wurzelreizung (n=1), dekompensierte
Esophorie (n=1), zerebrale GefaRfehlbildung (n=1), V.a. small fibre-Polyneuropathie
(n=1), bipolare Stérung (n=1), Retinopathie centralis serosa (n=1), Frontotemporale
Degenaration (n=1), HWS-Syndrom im Rahmen eines viralen Infekts (n=1),
orthostatische Dysregulation (n=1), toxische Amblyopie (n=1), V.a. Melkerson-
Rosenthal-Syndrom (n=1), V.a. Hyperventilationssyndrom (n=1), Hirnabszesse (n=1),
Bandscheibenprolaps (n=1), verkalktes Subduralhdmatom (n=1), V.a. vaskulitische
Myopathie (n=1), Lidheberparese (n=1), V.a. auf entzindliche rheumatische
Systemerkrankung (n=1), Zervikalkanalstenose (n=1), Papillitis (n=1), subkortikale
vaskulare Enzephalopathie (n=1), V.a. Vestibularisparoxysmie (n=1),
Motoneuronenerkrankung (n=1), Narkolepsie (n=1), Relativskotom (n=1), mildes

kognitives Defizit (n=1), Pseudotumor cerebri (n=1).

Nach der Bestimmung der Adipokin-Konzentrationen via ELISA wurden diese ebenfalls
in die SPSS-Tabelle tibernommen. Aus diesen Konzentrationen wurden anschlieRend

die Liguor-/Serum-Quotienten der Adipokine berechnet.

1.4 Bestimmung der Adipokin-Konzentrationen

Die Konzentrationen der Adipokine Resistin und Progranulin wurden in den je 270
Serum- und Liquorproben, sowie in den Uberstanden der Zellkulturversuche mittels
ELISA im Duplikat gemessen. Fir die Messungen der Serum- und Liquorproben wurden
humane Antikorper und fiir die Messung der Uberstande der Zellkulturversuche murine

Antikorper verwendet.
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11.4.1 Prinzip des ELISAs

Der ELISA ist ein quantitatives Messverfahren fir Proteine und Peptide. Hierbei werden
zunachst Mikrotiterplatten mit 96 Wells mit einem primaren Antikérper beschichtet.
Dieser Antikorper bindet spezifisch ein Antigen. Dieses Antigen stellt hier das jeweils zu
bestimmende Adipokin in der Probe dar. Nach einer Inkubationszeit mit der Probe
werden alle nicht gebundenen Bestandteile durch Waschen mit PBS-Puffer (phosphate
buffered saline) (+0.05% Tween) entfernt. In einem nachsten Schritt wird ein
biotinylierter sekundarer Antikoérper hinzugegeben, welcher sowohl spezifisch das
Adipokin als auch, Uber ein konjugiertes Biotin-Molekl, Streptavidin binden kann.
Hierdurch entsteht ein Antikdrper-Antigen-Antikorper-Komplex. Durch erneutes
Waschen werden die nicht gebundenen sekundaren Antikdrper entfernt. Das
Streptavidin ist mit einer Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert. Diese erzeugt mit der
anschlie@end hinzu  gegebenen  Chromogenmischung aus H:O, und
Tetramethylbenzidin eine mit einer Anderung der Lichtabsorption einhergehende
Reaktion. Optisch ist eine Farbanderung zu blau zu erkennen. Nach einer
lichtgeschitzten Inkubation wird die Farbreaktion mit H,SO4 gestoppt. Dabei ist ein
Farbumschlag von blau zu gelb zu erkennen. Die Lichtabsorption durch den Farbstoff
kann mit einem Spektralphotometer detektiert und quantifiziert werden. Neben der
Messprobe wird auch eine Verdunnungsreihe mit bekannter Konzentration des zu
bestimmenden Proteins gemessen. Anhand der daraus erstellten Standardkurve kénnen

die Adipokin-Konzentrationen in den Messproben quantifiziert werden.

[1.4.2 Durchfliihrung des ELISAs

Die Adipokine Resistin und Progranulin wurden mit ELISA-Kits von R&DSystems
(DuoSet ELISA Development System) gemessen. Jede Probe wurde in
Doppelbestimmung gemessen. Es wurden Mikrotiterplatten mit 96 Wells mit dem
priméren Antikorper beschichtet. Dazu wurde der primare Antikorper zunachst in 1ml
PBS rekonstituiert und aliquotiert. Aus diesen Aliquots wurden 27.8pl in 5ml PBS einfach
fur die Beschichtung einer Mikrotiterplatte verdinnt. Der humane primére Antikdrper
hatte eine Endkonzentration von 4.0pg/ml, der murine von 1.0pg/ml. Von dieser
Verdinnung wurden in jedes Well 50pl gegeben und dber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert. Dabei waren die Platten abgedeckt, um Verdunstung und Verunreinigung zu
minimieren. Am Folgetag wurden die Platten mit Waschpuffer (PBS + 0.05%Tween)
dreimal gewaschen. Danach wurden in jedes Well 100pl 1%iges BSA (bovines
Serumalbumin) in  PBS (Probenpuffer) gegeben. Dieses wurde unter

Rotationsbewegungen auf einem Schittler (ThermoMixer F1.5, Eppendorf) bei

24



Raumtemperatur inkubiert und nach 1 Stunde wieder dreimal mit PBS einfach
gewaschen. Fur die Standardreihe wurde der Proteinstandard zunachst mit 0.5ml
Probenpuffer rekonstituiert und aliquotiert. Hieraus wurde der hdchste Standard mit einer
Konzentration von 2000pg/ml durch Verdinnung mit 1%igem BSA in PBS hergestellt.
Es erfolgte eine Reihenverdinnung mit einem Faktor von 1:2.5 in sieben
Verdinnungsschritten in 1%igem BSA in PBS. Als Negativkontrolle wurde 1%iges BSA
in PBS verwendet. Die Serumproben konnten 1:40 fur Resistin und 1:80 fur Progranulin
in 1%igem BSA in PBS verdinnt werden. Die Liquorproben wurden fir Resistin
unverdinnt und fir Progranulin 1:3 verdunnt eingesetzt. Bei den Uberstanden der
Zellkulturversuche wurde die Probe fir die Resistin-Messung 1:30 in 1%igem BSA in
PBS verdiunnt und fur die Progranulin-Messung unverdiinnt eingesetzt. Der Standard,
die Proben beziehungsweise die Probenverdiinnungen wurden mit je 45ul in
Doppelbestimmungen in die Wells pipettiert und anschlieBend 1 Stunde unter
Rotationsbewegungen bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Platten wieder
dreimal mit Waschpuffer gewaschen, um die nicht gebundenen Bestandteile der Proben
zu entfernen. Der sekundare Antikbrper wurde mit 1ml 1%igem BSA in PBS
rekonstituiert und aliquotiert. Davon wurden 27.8ul in 5ml 1%igem BSA in PBS fir das
Beladen einer Mikrotiterplatte verdiunnt. Die Endkonzentration des sekundéren
Antikorpers waren bei humanem Resistin 0.25ug/ml, bei humanem Progranulin
1.0pg/ml, bei murinem Resistin 200ng/ml und bei murinem Progranulin 62.5ng/ml. Von
diesem sekundaren Antikdrper wurden in jedes Well 50ul pipettiert und wieder zwei
Stunden unter Rotationsbewegungen bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem
dreimaligen Waschen mit Waschpuffer, wurden in jedes Well 50ul des Streptavidin-HRP-
Konjugats pipettiert und fir 20 Minuten lichtgeschitzt unter Rotationsbewegungen bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Streptavidin-HRP-Konjugat wurde zuvor im Verhaltnis
1:200 in 1%igem BSA flr verdinnt. Nach dem nachsten dreifachen Waschschritt wurden
in jedes Well 50ul der 1:1 Mischung der Chromogene A (H:O2;) und B
(Tetramethylbenzidin) pipettiert und weiterhin lichtgeschiitzt auf dem Schuttler bis zur
Blauféarbung infolge der Lichtreaktion inkubiert. Die Reaktion wurde dann mit je 25ul 2 N
H.SO, gestoppt und der Farbumschlag von blau zu gelb konnte beobachtet werden. Die

Absorption wurde dann quantitativ mit dem ELISA-Reader bei 450nm gemessen.

1.5 Zellkulturversuche an der murinen Zelllinie 3T3-L1
Fur die Zellkulturversuche wurde die murine Zelllinie 3T3-L1 verwendet. Diese Zellreihe
entstammt urspriinglich aus disaggregiertem embryonalem Mausgewebe. Die

fibroblastischen Zellen lassen sich mit Hilfe von verschiedenen Zusétzen zu Adipozyten-
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ahnlichen Zellen differenzieren, die zytoplasmatisch ausgepragt und multilocul&r
Triglyzeride akkumulieren, Stoffwechseleigenschaften von Adipozyten aufweisen und

adipozytenspezifische Adipokine produzieren und sezernieren.

Bis zur Zellernte wurden alle Schritte unter sterilen Bedingungen unter einer
Sicherheitswerkbank durchgefuhrt. Alle Materialien sind zunachst autoklaviert worden,
bevor sie in Kontakt mit den Zellen kamen. Die Zellen wurden in einem Brutschrank bei

37° C bei einer auf 5% CO, angereicherten Atmosphare kultiviert.

[1.5.1 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Nach Lieferung der Zellen wurden diese in Kulturflaschen bis zu einer Konfluenz von
etwa 80% bis 90% angezogen. Anschlielend wurde das Medium abgesaugt und die
Zellen mit 3ml Trypsin fur 10 Minuten bei 37° C im Brutschrank inkubiert. Durch das
Trypsin fand ein enzymatisch katalysierter Abbau der extrazellularen Matrix und dadurch
die Ablésung der Zellen vom Untergrund statt. Hierzu wurden 7ml Anzuchtmedium
(DMEM, (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) von Biochrom) hinzugegeben. Das darin
enthaltene Albumin deaktivierte das Trypsin. Die Zellen konnten in Zentrifugenréhrchen
mit Anzuchtmedium tberfiihrt werden. Die R6hrchen wurden fir 5 Minuten bei 1200 rpm
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde wieder in 10 ml Anzuchtmedium resuspendiert. Von
dieser Zellsuspension wurden in einem neuen Gefal? 3ul zu 27ul Tryptanblau gegeben.
Anschlieend wurden davon 10pl auf eine Z&hlkammer gegeben. Durch Behandlung mit
Tryptanblau lieRen sich die Zellen nach ihrer Viabilitat unterscheiden, da es nur die
abgestorbenen Zellen anfarbt. Mit Hilfe der Zahlkammer wurde die Konzentration der
Zellen in der Zellsuspension unter dem Mikroskop abgeschéatzt und das notwendige
Volumen, um in jedem Aliquot etwa 10° Zellen zu verteilen, berechnet. Dieses Volumen
wurde in Kryo-Cups gegeben und auf je 1 ml mit der Mischung aus Anzuchtmedium und
Ldsungsmittel 5% DMSO (Dimethylsulfoxid) aufgefillt. Dieses Vorgehen wurde bis zur
Passage 3 wiederholt. Anschlieend wurden die Zellen bei -80°C Uber Nacht

eingefroren. Die Lagerung erfolgte in flissigem Stickstoff.

[1.5.2 Splitten und Ausséen der Zellen

Zunachst wurden die Zellen aufgetaut und das Medium der angezogenen Zellen
abgenommen. Danach wurden 3ml Trypsin/EDTA (Ethylendiamintetraacetat) auf die
Zellen gegeben und diese im Brutschrank bei 37° C inkubiert. Nach 10 Minuten wurden
7ml Anzuchtmedium (DMEM, von Biochrom) pro Flasche dazugegeben. Nach Spiilen

der Flasche mit dem Medium wurde ihr Inhalt vollstandig abgenommen und in ein
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Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt. Die Zentrifugation erfolgte bei 1200rpm fir 5 Minuten.
Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Das Ubrig gebliebene Zellpellet
wurde in 5ml frischem Anzuchtmedium resuspendiert. AnschlieRend wurden davon 10pl
auf eine Zahlkammer gegeben und unter dem Mikroskop ausgezahlt. Um die Zellen zu
splitten, wurden zu 10ml frischen Anzuchtmediums circa 225000 Zellen pro Flasche
gegeben. Um die Zellen auszusden, wurden zu 1ml frischen Anzuchtmediums circa
11400 Zellen pro Well gegeben. Die Zellen wurden auf 12-Well-Platten ausgesét.

Fur Differenzierung und Stimulationsversuche wurden Zellen bis zu einer Passagenzahl

von 7 verwendet.

11.5.3 Differenzierung der Zellen
Um die Fibroblasten zu reifen Adipozyten zu differenzieren, ist eine Differenzierung tber
8 Tage notwendig. Die einzelnen Schritte der Differenzierung werden im Folgenden

erlautert.

Die Zellen wurden in dem Medium DMEM/F-12 (von Lonza) differenziert. Dieses Medium
setzt sich aus DMEM und HAM-F12 mit einem Mischungsverhéaltnis von 1:1 zusammen.
Es hat eine Glukosekonzentration von 3.151g/l. Dem DMEM/F-12 wurden 1%
Penicillin/Streptomycin zur Prophylaxe von Infektionen und 5% Fetales Kéalberserum
zugesetzt. Bei den ersten drei Differenzierungsschritten  wird  ein
Differenzierungsmedium bendtigt. Dieses setzt sich aus dem Kultivierungsmedium und
diversen Zusatzen zusammen, die in Tabelle 1.1 mit den verwendeten Konzentrationen

zusammengestellt sind.
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Zusatz Konzentration
Apo-Transferrin 2ug/ml
Pantothenséure 17uM

Biotin 1uM
Fetuin 300ug/ml
Insulin 100nM
Ascorbat 200uM
Corticosteron 1uM
3-Isobutyl-1-Methylxanthin 20uM

4: Tabelle 11.5.1: Zusammenstellung der Zusétze fir das Differenzierungsmedium

und deren Konzentrationen

Apo-Transferrin, Pantothenséaure, Biotin und Fetuin waren im Medium stabil und konnten
in diesem geldst bei 4°C gelagert werden. Insulin, Ascorbat, Corticosteron und 3-
Isobutyl-1-Methylxanthin ~ wurden  dagegen vor jeder Verwendung des

Differenzierungsmediums neu hinzugegeben.

Am Tag vor dem Start der Differenzierung wurden die Zellen mit einer Zelldichte von
circa 3x10% Zellen/cm2 auf 12-Well Platten ausgesat. Am Tag O, dem Start der
Differenzierung, wurde das oben aufgefiihrte Differenzierungsmedium auf die Zellen
gegeben. An Tag 3 und Tag 6 wurde dieses Medium gewechselt und durch frisches
Differenzierungsmedium ersetzt. An Tag 7 wurde das Medium entfernt und durch
serumfreies DMEM/F12 mit 1% Penicillin/Streptomycin mit 1uM Insulin ersetzt, um die
Zellen einer hohen Dosis an Insulin auszusetzen. An Tag 8 fand erneut ein Wechsel des
Mediums zu serum- und insulinfreiem DMEM/F12 mit 1% Penicillin/ Streptomycin statt.
Nach einer Inkubation von mindestens drei Stunden wurde mit dem jeweiligen

Stimulationsversuch begonnen.

Bei den Zellkulturversuchen mit Praadipozyten wurden die Zellen nach dem Ausséen 24
Stunden zum Anwachsen auf den Kulturplatten inkubiert, anschlieend den jeweiligen

Stimulanzien Uber Nacht ausgesetzt und am darauf folgenden Tag geerntet.
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Im Verlauf der Differenzierung ist die Entwicklung der Praadipozyten zu Adipozyten unter
dem Mikroskop deutlich zu erkennen. An Tag 0 haben die Zellen eine gestreckte Form
mit fibroblastischen Auslaufern (Abbildung 11.1). Der Kern ist das grof3te erkennbare
Kompartiment und es sind noch keine Lipidtropfen sichtbar. Von Schritt zu Schritt wird
der Zellrasen dichter und die Zellen nehmen einen zunehmend runden Ph&notyp an. An
Tag 3 haben die ersten Zellen bereits einzelne sichtbare Lipidtropfen gebildet
(Abbildung 11.2). An Tag 6 und 7 sind diese nahezu in jeder Zelle vorhanden (Abbildung
[1.3 und 11.4). Die vollstandig differenzierten Adipozyten sind an Tag 8 an einer oder

wenigen grof3en Lipidvakuolen zu erkennen (Abbildung I1.5).

1: Abbildung II.1: Tag O der Differenzierung, VergréRerung: A x10, B x20, C x40.
Fibroblasten-ahnliche Zellen mit fibroblastischen Auslaufern ohne Lipideinlagerungen
(Pra-Adipozyten) sind sichtbar.

2: Abbildung 11.2: Tag 3 der Differenzierung, VergréRerung: A x10, B x20, C x40. Es
sind vereinzelt Lipideinlagerungen im Zytoplasma zu erkennen.
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3: Abbildung I1.3: Tag 6 der Differenzierung, Vergrof3erung: A x10, B x20, C x40. Die
fibroblastischen Auslaufer bilden sich zuriick und die Mehrzahl der Zellen enthéalt
sichtbare Lipideinlagerungen.

4: Abbildung Il.4: Tag 7 der Differenzierung, Vergrof3erung: A x10, B x20, C x40. Die
Lipideinlagerungen sind dichter.

5: Abbildung 11.5: Tag 8 der Differenzierung, VergroRerung: A x10, B x20, C x40. Die
Zellen sind vollstandig zu Adipozyten differenziert.
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[1.5.4 Stimulation der Zellen

Die Zellen wurden den Stimulanzien ausgesetzt, nachdem sie nach dem
Mediumwechsel mindestens 3 Stunden in serumfreien DMEM/F-12 inkubiert worden
waren. Nach der Zugabe der Stimulanzien, wurden die Zellen erneut fur 18 Stunden

inkubiert.

Jeder Versuchsansatz wurde in 6 Replikaten durchgefiihrt. Zu jedem Stimulus wurde
eine passende Kontrolle mitgefuhrt. Die Stimulanzien, die in Medium, H>O oder Ethanol
verdinnt wurden, erhielten jeweils 6 Wells mit einer entsprechenden Medium-, H,O-
oder Ethanol-Kontrolle, um Effekte der Loésungsmittel gegebenenfalls erkennen zu
kénnen.

Die verwendeten Stimulanzien sowie die jeweiligen Lésungsmittel und Konzentrationen
sind in Tabelle 1.2 aufgeflhrt. Der letzte Verdiinnungsschritt erfolgte jeweils in DMEM/F-
12, so dass die Zellen wahrend der Stimulation ihrem gewohnten Medium ausgesetzt
waren. Nach dem Absaugen des alten Mediums wurden jeweils 0.5ml pro Well der in

Medium gel6sten Stimulanzien auf die Zellen gegeben.

Die Auswahl der Stimulanzien erfolgte anhand der in vivo gefundenen Ergebnisse aus
dem Studienkollektiv und unter Berlcksichtigung der aktuellen Literatur. Die
einzusetzenden, biologisch effektiven und dabei nicht zytotoxischen Konzentrationen
der Substanzen wurden in Vorversuchen ermittelt [57], [66]. Hierzu wurden die
Adipozyten mit Konzentrationen einer Dosis-Kurve stimuliert. Nachfolgend wurde eine
eventuelle Zytotoxizitat via LDH-Test bestimmt (siehe Abschnitt 11.5.7).
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Stimulanz

Endkonzentration

Losungsmittel

0.5ng/ml
Lipopolysaccharid 2ng/ml
10ng/mi
10ng/ml
Interleukin-6 50ng/ml H.O + 0.1% BSA
200ng/ml
0.5ng/ml
Tumor-Nekrose- ona/mi
Faktor-a 9
10ng/ml
Glukose (in DMEM-
F12) 3.151g/ -
Glukose + Insulin

3.151g/l Glc + 2nM Insulin

H.O
Glukose (DMEM) 4.5g/l -
Glukose + Insulin 4.5¢/l Glc + 2nM Insulin H.O

Glucagon-lllke Peptide- 1nM
10nM
100nM
Glucose dependent H:0
. . . . 1nM
insulinotropic Peptide
10nM
100nM
0.1pM
Simvastatin 1pMm Ethanol
10puM
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Palmitinsédure

50uM

100uM
10uM
Laurinsaure
100uM
10uM
Myristinsaure
100uM
10uM
Margarinsaure
100pMM
Undecanséure 100puM
10uM
Stearinsaure
100uM
0 .
) 10uM 10% BSA in Ethanol
Olsaure
150uM
1uM
Palmitoleinsaure
10uM
1uM
Linolsaure
10uM
1uM
Eicosapentaensaure
10uM
1uM
Arachidonsaure
10puM
1uM
Docosahexaensaure
10puM
0.5uM
Estradiol H.O
2uM
0.5uM
Testosteron 10% BSA in Ethanol
2uM
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0.1pM

Estradiol* 0.5uM H.O

2UM

0.1uM

Testosteron* 0.5uM 10% BSA in Ethanol

2UM

5. Tabelle: 1.2 Liste der durchgefiihrten Stimulationsversuche mit Angabe des
Ldsungsmittels und der Endkonzentration
* Stimulationsversuche an Préaadipozyten

11.5.5 Zellernte
Das Ziel der Zellernte war es zum einen, den Uberstand mit den darin enthaltenen
Proteinen zu asservieren. Zum anderen sollte das Gesamtprotein aus den Zellen

gewonnen werden.

Zur Zellernte wurden die Platten mit den Zellen zuné&chst auf Eis gestellt und dadurch
heruntergekiihlt. Der Uberstand in den Wells wurde in EppendorfgefaRe tberfuhrt und
bei 4000rpm bei 4° C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Dadurch bildete sich ein Zellpellet am
Boden der Eppendorfgefale. Der Uberstand wurde in neue EppendorfgefaRe tberfihrt
und bei 4° C kuhl gestellt. Aus diesem Uberstand konnten spater mittels ELISA die

Konzentrationen einzelner Proteine bestimmt werden.

In jedes Well der Platten wurden 350ul eines in PBS verdunnten Proteaseinhibitors
(Protease Inhibitor Cocktail, Roche) gegeben, um die Proteine vor Degradierung zu
schitzen. AnschlieRend wurden die Zellen mechanisch mit einem Gummischaber vom
Untergrund abgeldst. Die Zellsuspensionen wurden in die Eppendorfgefalie tberfihrt, in
denen zuvor das Zellpellet aus den Uberstanden abzentrifugiert wurde. Diese wurden
wieder mit 4000rpm bei 4° C fur 5 Minuten zentrifugiert. Hierbei setzte sich ein deutlich
groReres Zellpelett am Boden der Eppendorfgeféalle ab. Dieses wurde in je 50ul in RIPA-
Puffer (mit Phosphatase/Protease Inhibitor Cocktail, Roche) resuspendiert.
AnschlieRend wurde diese Zellsuspension fiir 10 Sekunden sonifiziert, um die Zellwande
aufzubrechen ohne die Zellen potentiell schadigenden Detergenzien auszusetzen (10
Sekunden bei 30% Intensitat, Gerat Sonoplus von Bandelin). Die so gewonnen Zelllysate
wurden bis zum Absinken des Schaumes ruhen gelassen, um sie dann dem BCA-Test

ZU unterziehen.
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11.5.6 Proteinbestimmung der Zelllysate

Um die spater gemessenen Adipokin-Konzentrationen der Zellkulturversuche
miteinander vergleichen zu kdnnen, missen diese auf die Menge des Gesamtproteins
der Zellen normiert werden. Hierzu wird eine Proteinbestimmung der Zelllysate

vorgenommen.

[1.5.6.1 Prinzip des BCA-Tests

Mit Hilfe des Bicinchoninsaure (BCA)-Tests kann die Proteinkonzentration in Zelllysaten
quantifiziert werden. Hierbei reduzieren Peptidbindungen und Aminosauren Cu?* zu Cu*.
Die einwertigen Kupferionen bilden mit Bicinchoninsaure einen Chelatkomplex, der ein
Absorptionsmaximum bei 562nm hat. Dies kann in einem Spektralphotometer gemessen
werden. Optisch ist ein Farbumschlag von griin zu violett zu beobachten. AuRerdem wird
eine Standardreihe aus Albumin-Losungen erstelllt und deren Reaktion mit
Bicinchoninséure gemessen. Die Absorption der zu quantifizierenden Probe wird mit der
Standardkurve verglichen, sodass die genaue Proteinkonzentration ermittelt werden

kann.

11.5.6.2 Durchfithrung des BCA-Tests

Nach Protokoll des Herstellers (Pierce, Thermo Fischer) wurden pro Well zu 10ul des
Lysats 100ul des BCA-Working Reagent (Losungen A und B in einem
Mischungsverhaltinis von 50:1) auf eine 96-Well ELISA-Platte pipettiert. Um eine
Standardkurve zu erhalten, wurden von einer Verdinnungsreihe von Albumin
(Konzentrationsbereich 15.63-2000ng/ml) je 10ul und je 100pl des BCA-Working-
Reagent gemeinsam in ein Well pipettiert. AnschlieRend wurde die Platte bei 37°C fir
30 Minuten inkubiert. Von jedem Lysat wurde eine dreifache Bestimmung und von jedem
Standard eine zweifache Bestimmung durchgefiihrt, um ein moglichst genaues Ergebnis
zu erzielen. Im ELISA-Reader konnte die Absorption bei einer Wellenlange von 562nm
gemessen werden. Anhand der Standardkurve konnte die genaue Protein-Konzentration

bestimmt werden.

[1.5.7 Bestimmung der Zytotoxizitat
Abgestorbene Zellen, deren Zellmembran nicht mehr intakt ist, wirden die

Proteinmessungen verfalschen. Durch Bestimmung der Zytotoxizitat muss daher vor der
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Bestimmung der Adipokin-Konzentrationen ausgeschlossen werden, dass zu viele
Zellen abgestorben sind. Aul3erdem darf sich die Anzahl der abgestorbenen Zellen in
dem Kontrollversuch nicht von dem Stimulationsversuch unterscheiden. Dies wurde mit

dem Laktatdehydrogenase (LDH)-Test Uberprift.

11.L5.7.1 Prinzip der LDH-Methode

Die LDH ist eine ubiquitar vorkommende Oxidoreduktase und ein Enzym der anaeroben
Glykolyse. Sie katalysiert reversibel den Reaktionsschritt von Pyruvat und NADH; zu
Laktat und NAD (Nicotinamidadenindinukleotid). Die LDH ist ein zytoplasmatisches
Enzym mit einem Molekulargewicht von etwa 140kDa und kann bei intakter Zellmembran
diese nicht Uberwinden. Kommt es durch den Einfluss von Noxen, wie es die in den
beschriebenen Stimulationsexperimenten verwendeten Substanzen potentiell sein
koénnten, zu einer Schadigung der Membranintegritat, kann die LDH die Zellmembran
Uberschreiten und ihre Aktivitat kann extrazellular gemessen werden. Das verwendete
Working-Reagent enthalt den Katalysator Diaphorase und das Tetrazolium-Salz INT.
Unter der Oxidation von NADH, zu NAD, wird das Tetrazolium-Salz durch die LDH zu
Formazan-Salz reduziert. Dadurch verandert sich das Absorptionsmaximum, was durch
den ELISA-Reader messbar ist. Optisch ist ein Farbanderung zu rot zu erkennen. Der
Umsatz des Salzes durch die LDH ist direkt proportional zu deren Konzentration im

Zelliberstand und somit zur Menge an abgestorbenen Zellen.

[1.5.7.2 Durchfihrung des LDH-Tests

Aus den zuvor gewonnenen Uberstanden wurde durch die LDH-Methode die Zelltoxizitat
bestimmt. Hierzu wurden nach Protokoll des Herstellers (Roche) pro Well 25ul der
Probe, 25ul des DMEM beziehungsweise des DMEM/F-12 Mediums und 50l des LDH-
Working-Reagent (L6ésung A und B in einem Mischungsverhaltnis von 1:45) in ein Well
einer 96-Well ELISA-Platte pipettiert. Zur Kontrolle wurde ein Blank mit DMEM
beziehungsweise DMEM/F-12 Medium anstatt einer Probe mitgemessen. Anschlielend
wurde es bei Dunkelheit fur 30 Minuten inkubiert. Im ELISA-Reader konnte die

Absorption bei einer Wellenlange von 490nm gemessen werden.

Es wurden nur Uberstande fiir die Adipokin-Bestimmung verwendet, deren LDH-Werte
sich nicht signifikant von der Kontrolle ohne Stimulanz unterschieden, um einen Einfluss
einer zytotoxischen Wirkung der Stimulanzien auf die Adipokin-Expression oder -

Sekretion auszuschlielRen.
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1.5.8 Bestimmung der Adipokin-Konzentrationen aus Uberstanden

Die Konzentrationen der Adipokine Resistin und Progranulin konnten in den
Uberstanden der Zellkulturversuche mittels ELISA im Duplikat gemessen werden. Die
Durchfuihrung des ELISAs erfolgte wie oben unter Punkt 11.4 bereits beschrieben. Hierbei
wurden etablierte ELISA-Kits fur murines Resistin und Progranulin verwendet (DuoSet
ELISA-Kits, R&D Systems).

I1.6 Statistische Auswertung

Alle Berechnungen wurden mit Hilfe des SPSS-Programms in der Version 22
durchgefuhrt. Die Korrelationsanalysen der numerischen Variablen wurden mit dem
bivariaten Spearman-Test durchgefihrt, da bei den gemessenen Parametern von einem
nicht-linearen, monotonen Zusammenhang ausgegangen wurde. Aufgrund der
Nominalskalierung der klassifizierten Parameter, die hier die unabhangige Variable
darstellen, wurde fir die Berechnung ihrer Korrelation eine einfaktorielle Varianzanalyse
mit dem ANOVA-Test (analysis of variance) durchgefuihrt. Die Mittelwertvergleiche
wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test angestellt, da die abh&ngigen Variablen, zum
Beispiel die Adipokin-Konzentrationen, nicht als normalverteilt vorausgesetzt werden
kénnen. In den betreffenden Abbildungen werden, sofern nicht anders angegeben,
Mittelwerte mit dem doppelten Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the
mean, SEM; reprasentiert durch Fehlerbalken) gezeigt.

Des Weiteren wurden patrtielle Korrelationen bei einzelnen numerischen Parametern
durchgefihrt.

Als signifikant wurden p-Werte von unter 0.05 erachtet.
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Il Ergebnisse

[11.1 Studienkollektiv

Das Studienkollektiv bestand aus insgesamt n = 270 Patienten. Diese waren im Mittel
50.6 Jahre alt mit einer Standardabweichung (SD) von + 17.5 Jahren und einer Streuung
von 18 bis 90 Jahren. Die Altersverteilung zeigte einen zweigipfligen Verlauf (Abbildung
[11.1.1) mit dem ersten Gipfel bei 20-25 Jahren und dem zweiten bei 40-45 Jahren. Unter

den Probanden befanden sich 110 méannliche und 160 weibliche Personen.
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6: Abbildung Ill.1.1: Altersverteilung der Studienteilnehmer

Der BMI der Studienteilnehmer lag durchschnittlich bei 26.6kg/m2 (17.4 bis 47.7 kg/m2).
Die BMI-Werte wurden in normal- (< 25.0 kg/m?) und Ubergewichtig (= 25.0 kg/m?)
unterteilt. Dabei zeigte sich eine gleichmaRige Verteilung mit 130 nicht-adipdsen und
133 adipdsen Probanden. Um eine genauere Einteilung der BMI-Gruppen vorzunehmen,
wurden die Werte auch nach der Gewichtsklassifikation der WHO eingeteilt. Auf die erste
Gruppe < 18.5 kg/m? entfielen 3.3%, auf die Gruppe zwischen 18.5 und 24.9 kg/m?
44.8%, auf 25.0 bis 29.9 kg/m? 27.8%, auf 30.0 bis 34.9 kg/m? 12.6%, auf 35.0 bis 39.9
kg/m2 5.2% und auf > 40 kg/m2 0.7% der Teilnehmer.

Im Serum ergab die Messung der fir den Kohlenhydratstoffwechsel relevanten
Parameter einen Glukosewert von 113 + 38 mg/dl und einen HbAlc-Wert von 6.0 + 0.9
%. Unter den 270 Teilnehmern der Studie befanden sich 31 Personen mit Diabetes

mellitus (Typ 1 und 2). Unter den Biomarkern fur den Lipidstoffwechsel betrugen das
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Gesamtcholesterin im Mittel 202 + 43 mg/dl, das LDL-Cholesterin 130 + 42 mg/dl, das
HDL-Cholesterin 55 + 15 mg/dl und die Triglyzeride 140 + 86 mg/dl. Im kleinen Blutbild
lagen die Mittelwerte bei den Thrombozyten bei 260 + 79 giga/l, beim Hamoglobin bei
143 + 16 g/l und bei den Leukozyten bei 7.7 + 2.7 giga/l. Als weiterer
Entziindungsparameter wurde das CRP mit einem Mittelwert von 6.5 + 16.5 mg/l und
einer Streuung von 0.5 bis 149.0 mg/l erhoben. Die Serumwerte zeigten im Mittel einen
EiweiRgehalt von 74 £ 6 g/l, einen Albuminwert von 41.9 £+ 4.8 g/l und einen Kreatininwert
von 0.98 + 0.22 mg/dl.

Im Liguor betrugen im Mittel die Zellzahl 9 + 37 /ul mit einer Streuung von 0 bis 352 /pl,
der Eiweif3gehalt 0.520 + 0.281 g/l, der Albuminwert 0.277 + 0.158 g/l, der Laktatwert
1.87 £ 0.36 mmol/l und der IgG-Spiegel 0.0461 + 0.0545 gl/l.

Auch die Konzentrationen der gemessenen Adipokine Resistin und Progranulin in Serum
und Liquor wurden ermittelt. Beim Resistin zeigten sich im Serum Werte von 19.5+ 11.2
ng/ml mit einer Streuung von 2.1 bis 74.8 ng/ml. Im Liguor lagen die Resistin-
Konzentrationen lediglich bei 112 Proben im messbaren Bereich von = 31.2 pg/ml. In
diesem Bereich ergaben sich Mittelwerte von 82.5 + 9.9 pg/ml mit einer Spannweite von
31.2 bis 783.3 pg/ml. Daraus ergab sich im Mittel ein Liquor-/ Serum-Quotient fir
Resistinin diesen 112 Proben von 4.4*103 + 5.8*10% mit einer Spannweite von 0.7*10°
3 bis 45.1*103. Fur Progranulin betrugen die Mittelwerte im Serum 48.7 + 18.9 ng/ml mit
einer Streuung von 10.0 bis 142.4 ng/ml. Im Liquor lagen alle gemessenen
Konzentrationen im messbaren Bereich mit einem Mittel von 740.3 £ 408.5 pg/ml und
einer Streuung von 153.1 bis 3668.5 pg/ml. Damit konnte der Liquor-/ Serum-Quotient
fur Progranulin mit einem Mittelwert von 16.3*10° + 8.6*102 und einer Streuung von
4.3*1073 bis 70.9*10° berechnet werden.

Dieser Liquor-/ Serum-Quotient gibt das Verhaltnis der Liquorkonzentration und der
Serumkonzentration der Adipokine an und stellt ein Maf3 fir die Durchléassigkeit der
Bluthirnschranke fur Adipokine dar. Die Erfassung eines solchen Quotienten ist hier
erstmalig beschrieben und nur in einem grof3en Studienkollektiv, wie hier vorliegend,

maglich.
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7: Abbildung lll.1.2: Korrelationsanalyse zwischen Resistin in Serum und Liquor
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Die aktuellen neurologischen Diagnosen der

Patienten zum Zeitpunkt

der

Liquorentnahme wurden in sieben Untergruppen eingeteilt. Wie unter I1.3 bereits

beschrieben, fanden sich hierbei 13 Patienten mit einer infektiésen Erkrankung des

zentralen Nervensystems, 42 Patienten mit Multipler Sklerose, 22 Patienten mit

vaskularer Erkrankung, 26 Patienten mit Epilepsie, 26 Patienten mit Kopf- oder

Gesichtsschmerz, 49 Patienten mit einer Neuropathie oder einer Hirnnervenparese und

92 weitere Patienten mit sehr heterogenen Krankheitsbildern, die als Gruppe ,andere”

zusammengefasst wurden. Die Verteilung der neurologischen Diagnosen ist auch in

Abbildung 11l.1.4 dargestellt.

Die Charakteristika der Studienteilnehmer sind Tabelle Ill.1.1 zu enthehmen.

Studienteilnehmer (n=270)

Alter [Jahre]

50.6 + 17.5 [18-90]

mannlich n (%)

110 (40.7)

weiblich n (%)

160 (59.3)

Anthropometrische Daten

BMI-Gruppen [kg/m])

26.6 + 5.1 [17.4-47.7]

BMI < 18.5 kg/m? n (%)

9 (3.3)

BMI 18.5 — 24.9 kg/m? n (%)

121 (44.8)

BMI 25.0 — 29.9 kg/m2 n (%)

75 (27.8)

BMI 30.0 — 34.9 kg/m2 n (%)

34 (12.6)

BMI 35.0 — 39.9 kg/m? n (%)

14 (5.2)

BMI = 40.0 kg/m? n (%)

2(0.7)

BMI < 25.0 kg/m2 n (%)

130 (48.1)

BMI = 25.0 kg/m? n (%)

133 (49.3)

Kohlenhydratstoffwechsel

Glucose [mg/dl]

113 + 38 [64-289]

HbAl1c [%]

6.0 + 0.9 [5.2-10.4]

Bekannte Vorerkrankung:
Diabetes mellitus n (%)

31 (11.5)

Lipidstoffwechsel

Gesamtcholesterin [mg/dl]

202 + 43 [105-333]

LDL-Cholesterin [mg/dl]

130 + 42 [40-232]

HDL-Cholesterin [mg/dl]

55 + 15 [22-93]

Triglyzeride [mg/dl]

140 + 86 [29-605]

Entziindungsparameter

CRP [mg/l]

6.5 + 16.5 [0.5-149.0]

Leukozyten [giga/l]

7.7 £2.7[3.3-19.9]

Kleines Blutbild

Thrombozyten [giga/l}

260 + 79 [83-724]

Haemoglobin [g/l]

143 + 16 [96-198]
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Serumparameter

Eiweil3 [g/1]

74 + 6 [55-98]

Albumin [g/l]

41.9 + 4.8 [17.8-53.2]

Kreatinin [mg/dl]

0.98 + 0.22 [0.40-2.30]

Liquorparameter

Zellzahl [/ul] 9 + 37 [0-352]

Eiweil [g/1] 0.520 + 0.281 [0.176-2.700]
Albumin [g/1] 0.277 + 0.158 [0.093-1.500]
Laktat [mmol/l] 1.87 £ 0.36 [1.25-3.47]

lgG [g/l] 0.0461 + 0.0545 [0.0118-0.4140]
Adipokine

Resistin im Serum [ng/ml] (n = 270)

19.5 + 11.2 [2.1-74.8]

Resistin im Liquor [pg/ml] (n = 112)

82.5+ 9.9 [31.2-783.3]

Resistin: Liquor/Serum-Quotient (n =
112)

4.4*103+ 5.8*107 [0.7*103-45.1*103]

Progranulin im Serum (ng/ml) (n = 270)

48.7 £ 18.9 [10.0-142.4]

Progranulin im Liguor (pg/ml) (n = 270)

740.3 + 408.5 [153.1-3668.5]

Progranulin: Liquor/Serum-Quotient (n =
270)

16.3*10° + 8.6*107 [4.3*103-70.9*107]

Neurologische Diagnosen

Infektibse ZNS-Erkrankung n (%) 13 (4.8)
Multiple Sklerose n (%) 42 (15.6)
Vaskulare Erkrankung Ursache n (%) 22 (8.1)
Epilepsie n (%) 26 (9.6)
Kopfschmerz/ Gesichtsschmerz n (%) 26 (9.6)
Neuropathie/ Hirnnervenparese n (%) 49 (18.1)
Andere n (%) 92 (34.1)

6: Tabelle I.1.1;

Die Tabelle charakterisiert das Studienkollektiv beziglich

verschiedener anthropometrischer Daten, Serumparametern, Liquorparametern und

neurologischen Diagnosen.

Bei numerischen Variablen sind Mittelwerte, Standardabweichungen, Minima und

Maxima angegeben. Bei klassifizierten Parametern sind die absoluten und prozentualen

Haufigkeiten angegeben.
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9: Abbildung 111.1.4: Verteilung der neurologischen Diagnosen
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1.2 Resistin und Progranulin in Serum und Liquor

Im Folgenden wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen der Adipokin-
Konzentrationen im Serum beziehungsweise im Liquor auf geschlechtsbezogene und
BMI-bezogene Unterschiede hin untersucht. Dazu wurden die Mittelwerte mit Hilfe des
Mann-Whitney-U-Tests miteinander verglichen. Angegeben sind minimaler Wert (Min.),
maximaler Wert (Max.), Mittelwert (MW), Standardfehler (SEM), Standardabweichung
(SD) und Varianz (Var.).

Fur die Resistin-Konzentration im Serum ergab sich ein Mittelwert von 19.5+ 11.2 ng/ml.
Bei den mannlichen Probanden lag er bei 17.4 £ 9.9 ng/ml, wohingegen er bei den
weiblichen Probanden bei 20.9 £ 11.8 ng/ml lag (p= 0.003). In der Unterteilung in die
Gruppen normal- (BMI < 25 kg/m?) und Ubergewichtig (BMI = 25 kg/m?) zeigte sich kein
signifikanter Unterschied mit einem Mittelwert von 19.5 + 10.8 ng/ml in der
normalgewichtigen und einem Mittelwert von 19.2 £ 10.9 ng/ml in der Ubergewichtigen
Gruppe. Die genauen Ergebnisse zeigt Tabelle l1ll.2.1a. Bei den Progranulin-
Konzentrationen im Serum ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen
mannlichen und weiblichen Studienteilnehmern oder zwischen den BMI-Gruppen
(Tabelle 1ll.2.1b). Auch bei den Resistin (Tabelle Ill.2.1¢c) und Progranulin-
Konzentrationen (Tabelle 111.2.1d) im Liguor bestanden keine signifikanten Geschlechts-
und BMI-abhangigen Unterschiede. Auch hier wurden nur diejenigen Resistin-

Konzentrationen im Liquor verwendet, die Uber der Nachweisgrenze von = 31.2 pg/mi

lagen.
Resistin im Serum [ng/ml]
Min. Max. MW SEM SD Var.
Ges?:]:';%?kt'v 21 | 748 | 195 | 07 | 112 | 1250
0 —mllo) 2.1 748 | 17.4* 0.9 9.9 97.5
Geschlecht _w
(n-160)| &5 713 | 209* | 09 11.8 | 139.4
<25
kg/m? 7.2 67.0 | 195 0.9 10.8 | 1155
(n = 130)
BMI T
kg/m? 2.1 748 | 19.2 1.0 10.9 | 1188
(n = 133)

7: Tabelle I1l.2.1a: Deskriptive Statistik fur die im Serum gemessenen Resistin-Werte
[ng/ml].
* Statistische Signifikanz errechnet mittels des Mann-Whitney-U-Test (p = 0.003)
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Progranulin im Serum [ng/ml]
Min. Max. MW SEM SD Var.
Gesamt-Kollektiv
(n = 270) 10.0 142.4 48.7 1.2 18.9 357.2
Geschlecht m 228 | 1142 | 461 1.4 14.8 | 219.6
(n=110)
w
(n = 160) 10.0 142.4 50.5 1.7 21.1 445.7
<25
kg/m2 10.0 110.3 47.8 15 17.1 291.8
BMI (n=130)
2 25 kg/m?
(n = 133) 22.8 142.4 49.6 1.8 20.7 427.8

8: Tabelle 111.2.1b: Deskriptive Statistik fur die im Serum gemessenen Progranulin-Werte

[ng/ml].
Resistin im Liquor [pg/ml]
Min. Max. MW SEM SD Var.
T‘?'r']"iol”le;)“v 3.2 | 7833 | 825 | 99 | 1046 | 10931.1
(n £n44) 31.2 271.6 70.3 8.7 57.9 3349.8
Geschlecht :N
(n = 68) 31.2 783.3 90.4 15.2 125.7 15799.3
<25
kg/m2 31.2 311.0 73.4 8.5 59.8 3577.3
(n = 50)
BMI > o5
kg/m2 31.3 783.3 83.9 16.0 122.1 14898.3
(n =58)

9: Tabelle I11.2.1c: Deskriptive Statistik fir die im Liquor gemessenen Resistin-Werte
[pg/ml]. Es wurden nur die Uber der Nachweisgrenze von = 31.2 pg/ml liegenden Werte
bertcksichtigt (n = 112).
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Progranulin im Liquor [pg/ml]
Min. Max. MW SEM SD Var.
Gesamt-Kollektiv 153.1 | 3668.5 | 740.3 | 24.9 | 4085 | 166866.1
(n=270)

(n:mHO) 153.1 | 3668.5 | 751.9 | 43.0 | 451.2 | 203543.4

Geschlecht W
| 329.2 | 2580.6 | 732.3 | 29.9 | 377.7 | 142615.9

(n = 160)

<25
kg/m2 | 329.2 | 3668.5 | 750.8 | 38.2 | 435.3 | 189522.7

BMI (n = 130)
225kg/m? | 1oa9 | 30725 | 7201 | 321 | 370.1 | 137001.0

(n = 133)

10: Tabelle 111.2.1d: Deskriptive Statistik fur die im Liquor gemessenen Progranulin-
Werte [pg/ml].

Mit Hilfe des Spearman-Tests wurden Korrelationsanalysen zwischen den Resistin-
Konzentrationen im Serum und verschiedenen numerischen Variablen aus der SPSS-

Datenbank durchgefihrt.

Dabei ergab sich eine signifikante positive Korrelation mit der Progranulin-Konzentration
im Serum (p= 0.002, r=+0.186). Auch zu den Thrombozyten (p= 0.005, r= + 0.174) und
zum LDL-Cholesterin (p= 0.002, r= +0.389) korrelierte das Resistin im Serum positiv,
wohingegen es mit dem Hamoglobin negativ korrelierte (p= 0.001, r= -0.204). Im
Zusammenhang mit den Entziindungsparametern im Serum bestand sowohl bei den
Leukozyten (p< 0.001, r = +0.261), als auch beim CRP (p= 0.001, r= +0.195) und den
Immunglobulinen IgM (p= 0.028, r= +0.252) und IgG (p= 0.014, r= +0.149) jeweils eine
positive Korrelation. Ferner lieBen sich signifikante positive Korrelationen mit
Liguorkonzentrationen von Resistin (p= 0.004, r= +0.177), Progranulin (p= 0.015, r=
+0.149) und dem Immunglobulin IgM (p= 0.008, r= +0.300), IgG (p= 0.008, r= +0.162)
und IgA (p= 0.007, r= +0.305) beobachten (Tabelle 111.2.2).
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Numerische Variable

Resistin im Serum [ng/ml]

p r
Alter [a] 0.20 -0.08
BMI [kg/m?] 0.79 +0.02
Serum:
Progranulin [ng/ml] 0.002* +0.186
Leukozyten [giga/l] < 0.001* + 0.261
Thrombozyten [giga/l] 0.005* +0.174
Hamoglobin [g/1] 0.001* -0.204
Gesamtcholesterin [mg/dI] 0.06 +0.16
Triglyceride [mg/dl] 0.24 +0.10
LDL-Cholesterin [mg/dl] 0.002* + 0.389
HDL-Cholesterin [mg/dl] 0.33 -0.13
Glucose [mg/dl] 0.17 +0.12
HbA1c [%)] 0.84 -0.02
Kreatinin [mg/dl] 0.48 +0.04
Harnstoff [mg/dl] 0.37 - 0.06
Harnsaure [mg/dl] 0.97 +0.00
LDH [U/]] 0.13 -0.12
GOT [U/l] 0.85 +0.01
GPT [U/l] 0.81 -0.02
Cholinesterase [U/l] 0.38 -0.08
Bilirubin gesamt [mg/dI] 0.44 - 0.09
Gesamtprotein [g/I] 0.92 -0.01
Albumin [g/l] 0.25 - 0.07
CRP [mg/I] 0.001* +0.195
19G [g/1] 0.014* +0.149
IgA [g/1] 0.17 +0.16
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IgM [g/1] 0.028* +0.252
Liquor:
Resistin [pg/ml] 0.004* +0.177
Progranulin [pg/ml] 0.015* + 0.149
Zellzahl [/ul] 0.47 +0.05
Gesamteiweild [g/1] 0.26 + 0.07
Albumin [g/1] 0.25 +0.07
Ferritin [ng/ml] 0.50 +0.13
Lactat [mmol/I] 0.40 +0.05
lgG [g/1] 0.008* +0.162
IgA [g/1] 0.007* +0.305
IgM [g/1] 0.008* +0.300

11: Tabelle 111.2.2: Korrelationsanalyse mittels des Spearman-Tests zwischen Resistin
im Serum und numerischen Variablen.

* Statistisch signifikant (p < 0.05)

r = Korrelationskoeffizient nach Spearman
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Die Korrelationsanalysen zwischen den Adipokinen und den klassifizierten Parametern
wurden mit dem ANOVA-Test durchgefiihrt.

Bei den Berechnungen mit Resistin im Serum und den klassifizierten Parametern
bestéatigte sich der signifikante Unterschied zwischen Mannern und Frauen (p= 0.010),
der auch im Mann-Whitney-U-Test gezeigt wurde. Bei allen anderen klassifizierten
Parametern bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den verglichenen
Subgruppen (Tabelle 111.2.3).

Klassifizierte Parameter Resistin im Serum
P
Geschlecht (m/w) 0.010*
BMI* (6 Gruppen) 0.29
BMI? (2 Gruppen) 0.83
Oligoklonale Banden 0.16
Grad der Schrankenstérung?® 0.97
Beurteilung aus Liquorlabor* 0.91
KHK 0.58
Diabetes mellitus Typ 1/ 2 0.73
Arterielle Hypertonie 0.33
Hypercholesterinamie 0.91
Neurologische Diagnosen 0.068
Andere Vorerkrankungen 0.19
Nikotinkonsum 0.22
Hormonelle Antikonzeption 0.90
Gabe von L-Thyroxin 0.14
Gabe von Simvastatin/
Pravastatin 0.46

12: Tabelle 111.2.3: Korrelationsanalyse mittels des ANOVA-Tests zwischen Resistin im
Serum und Klassifizierten Parametern.

* Statistisch signifikant (p < 0.05)

1: Gewichtsklassifikation anhand des BMI nach WHO. 2000

2: Gewichtsklassifikation anhand des BMI: < 25 kg/m? und = 25 kg/m?

3: Eingeteilt mit Hilfe des Albumin-Liquor/Serum-Quotienten in keine (n = 214) (<
6,5*107% bis 40 Jahre, < 8*102 bis 60 Jahre), leichte (n = 22) (< 10*1073), mittelschwere
(n =32) (< 20*107®) und schwere (n = 2) (> 20*107%) Schrankenstdrung
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4: Beurteilungen des Liquors eingeteilt in: keine weitere Beurteilung (n = 206),
entztndlicher Prozess (n= 16), chronische ZNS-Erkrankung (n = 4), chronisch-
entzundliche ZNS-Erkrankung (n = 20), infektiose ZNS-Erkrankung (n = 8), vaskulare
Stoérung (n = 2), Ausschluss (n = 3), andere (n =11)
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Es wurden ebenfalls die Progranulin-Konzentrationen im Serum und die numerischen

Variablen einer Korrelationsanalyse nach Spearman unterzogen.

Hierbei zeigte sich vergleichbar zu den Berechnungen fur das Resistin im Serum eine
signifikante positive Korrelation zum LDL-Cholesterin (p= 0.002, r= +0.375). Aul3erdem
korrelierten auch die HbAlc-Werte (p= 0.021, r= +0.226) und das Gesamtprotein (p=
0.016, r= +0.202) positiv zum Progranulin im Serum. Im Zusammenhang mit den
Entzindungsparametern im Serum ergab sich lediglich eine positive Korrelation zum
CRP (p=0.024, r=+0.139) und dem IgG (p=0.002, r=+0.185), im Vergleich zum Resistin
im Serum jedoch nicht zu den Leukozyten oder dem IgM.

Des Weiteren liel3 sich mit dem Progranulin im Serum sowohl eine signifikant positive
Korrelation zum Progranulin (p< 0.001, r= +0.374) als auch zum Resistin (p= 0.010, r=
+0.138) im Liquor nachweisen. Auch im Liquor ergab sich eine positive Korrelation zum
IgG (p= 0.024, r= +0.138), jedoch nicht mit dem IgM, vergleichbar zu Resistin im Serum
(Tabelle 111.2.2). Eine Zusammenfassung der gesamten Korrelationsanalyse fir die

Progranulin-Konzentrationen im Serum zeigt Tabelle 111.2.4.

Numerische Variable Progranulin im Serum [ng/ml]

p r

Alter [a] 0.95 0
BMI [kg/m?] 0.30 +0.07

Serum:

Resistin [ng/ml] 0.002* + 0.186
Leukozyten [giga/l] 0.57 +0.04
Thrombozyten [giga/l] 0.67 + 0.03
Hamoglobin [g/1] 0.85 -0.01
Gesamtcholesterin [mg/dl] 0.08 +0.15
Triglyceride [mg/dl] 0.19 +0.11
LDL-Cholesterin [mg/dl] 0.002* + 0.375
HDL-Cholesterin [mg/dl] 0.75 +0.04
Glucose [mg/dl] 0.41 + 0.07
HbALc [%] 0.021* +0.226
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Kreatinin [mg/dl] 0.08 +0.11
Harnstoff [mg/dl] 0.26 - 0.07
Harnsaure [mg/dl] 0.48 + 0.06
LDH [U/]] 0.53 +0.05
GOT [U/1] 0.19 +0.09
GPT [U/l] 0.46 +0.05
Cholinesterase [U/]] 0.50 + 0.06
Bilirubin gesamt [mg/dl] 0.35 +0.11
Gesamtprotein [g/I] 0.016* +0.202
Albumin [g/1] 0.20 -0.08
CRP [mg/l] 0.024* +0.139
19G [g/1] 0.002* +0.185

IgA [g/1] 0.08 +0.20

IgM [g/1] 0.86 -0.02

Liquor:

Resistin [pg/ml] 0.010* + 0.156
Progranulin [pg/ml] < 0.001* +0.374
Zellzahl [/ul] 0.30 -0.06
Gesamteiweild [g/] 0.41 + 0.05
Albumin [g/1] 0.83 +0.01
Ferritin [ng/ml] 0.32 +0.19
Lactat [mmol/l] 0.68 + 0.03
19G [g/1] 0.024* +0.138

IgA [g/1] 0.11 +0.18

IgM [g/1] 0.23 +0.14

13: Tabelle 111.2.4: Korrelationsanalyse mittels des Spearman-Tests zwischen
Progranulin im Serum und numerischen Variablen.

* Statistisch signifikant (p < 0.05)

r = Korrelationskoeffizient nach Spearman
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Bei der Korrelationsanalyse zwischen Progranulin im Serum und den klassifizierten
Parametern lieBen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten

Gruppen berechnen (Daten nicht gezeigt).

Da bei der Korrelationsanalyse nach Spearman bei Resistin und Progranulin im Serum
besonders die signifikante positive Korrelation zum LDL-Cholesterin aufgefallen war,
wurden fur beide Parameter partielle Korrelationsanalysen zum Ausschluss potentieller
Storvariablen durchgefihrt. Die partielle Korrelation zwischen Resistin im Serum und
dem LDL-Cholesterin war auch unter kumulativer Beriicksichtigung der potentiellen
Storvariablen Geschlecht, Alter, BMI, Leukozyten, Thrombozyten, Hamoglobin und CRP
signifikant (p= 0.025), nicht jedoch bei zusatzlicher Korrektur fur die Storvariable
Gesamtprotein (p= 0.31). Bei der Korrektur flr das Gesamtprotein als alleinige
Storvariable bei der Korrelation zwischen Resistin und LDL-Cholesterin, blieb der
Zusammenhang hingegen signifikant (p= 0.016) (Tabelle 111.2.5).

Resistin [ng/ml] und LDL-

Kontrollvariablen Cholesterin [mg/dl] im Serum

p
Keine (n = 63) 0.002*
Geschlecht (n = 63) < 0.001*
Geschlecht und Alter (n = 63) < 0.001*
Geschlecht, Aift%r und BMI (n = 0.007*
Geschlecht, Alter, BMI und .
Leukozyten (n = 46) 0.018
Geschlecht, Alter, BMI,
Leukozyten und Thrombozyten (n 0.019*
= 46)
Geschlecht, Alter, BMI,
Leukozyten, Thrombozyten und 0.014*

H&moglobin (n =46)
Geschlecht, Alter, BMI,
Leukozyten, Thrombozyten, 0.025*
Hé&moglobin und CRP (n = 46)
Geschlecht, Alter, BMI,
Leukozyten, Thrombozyten,

Hamoglobin, CRP und 0.31
Gesamtprotein (n = 30)
Gesamtprotein (n = 36) 0.016*

14: Tabelle 111.2.5: Partielle Korrelationsanalyse zwischen Resistin und LDL-Cholesterin
im Serum mit Kontrolle fiir potentielle Storvariablen.
* Statistisch signifikant (p < 0.05)
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Eine analoge partielle Korrelationsanalyse wurde fur Progranulin und LDL-Cholesterin

im Serum durchgefuhrt. Die signifikante Korrelation blieb unter

Kontrolle der

Storvariablen Geschlecht, Alter, BMI, Leukozyten, Thrombozyten, Hamoglobin und CRP

erhalten (p= 0.010), nicht jedoch bei Kontrolle fir das Gesamtprotein als zusatzliche

Storvariable (p= 0.43). Bei einer partiellen Korrelationsanalyse mit der alleinigen

Storvariable Gesamtprotein bestand ein knapp signifikanter Zusammenhang zwischen
Progranulin und LDL-Cholesterin im Serum (p= 0.048) (Tabelle I11.2.6).

Kontrollvariablen

Progranulin [ng/ml] und LDL-
Cholesterin [mg/dl] im Serum

p
Keine (n = 63) 0.002*
Geschlecht (n = 63) 0.001*
Geschlecht und Alter (n = 63) 0.001*
Geschlecht, Alllt%r und BMI (n = 0.002*
Geschlecht, Alter, BMI und .
Leukozyten (n = 46) 0.001
Geschlecht, Alter, BMI,
Leukozyten und Thrombozyten (n 0.002*
= 46)
Geschlecht, Alter, BMI,
Leukozyten, Thrombozyten und 0.004*
H&moglobin (n =46)
Geschlecht, Alter, BMI,
Leukozyten, Thrombozyten, 0.010*
Hamoglobin und CRP (n = 46)
Geschlecht, Alter, BMI,

Leukozyten, Thrombozyten, 0.43
Hamoglobin, CRP und '
Gesamtprotein (n = 30)

Gesamtprotein (n = 36) 0.048*

15: Tabelle I11.2.6: Partielle Korrelationsanalyse zwischen Progranulin und LDL-
Cholesterin im Serum unter Berlcksichtigung potentieller Storvariablen.

* Statistisch signifikant (p < 0.05)
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Da Resistin und Progranulin im Serum in der partiellen Korrelationsanalyse mit LDL-
Cholesterin ein sehr &hnliches Muster hinsichtlich potentieller Storvariablen aufwiesen,
wurde auch der Zusammenhang zwischen Resistin und Progranulin im Serum einer
partiellen Korrelationsanalyse unterzogen. Hierbei blieb der signifikante Zusammenhang
zwischen Progranulin und Resistin im Serum auch bei Kontrolle fur die potentiellen
Storvariablen Geschlecht, Alter, BMI, Leukozyten, Thrombozyten, Hamoglobin, CRP,
IgM und IgG erhalten (p= 0.010). Die Signifikanz zwischen Progranulin und Resistin blieb
auch erhalten, als das Gesamtprotein anstatt der beiden Immunglobuline den
Storvariablen hinzugefligt wurde (p= 0.001). Bei einer zusatzlichen Kontrolle fir LDL-
Cholesterin bestand hingegen keine signifikante Korrelation zwischen der Resistin- und
Progranulinkonzentration. Auch eine partielle Korrelationsanalyse mit LDL-Cholesterin
als einzige Stoérvariable, ergab keinen signifikanten Zusammenhang zwischen Resistin

und Progranulin im Serum (Tabelle 111.2.7).
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Kontrollvariablen

Resistin [ng/ml] und
Progranulin [ng/ml] im Serum

p
Keine (n = 270) 0.002*
Geschlecht (n = 270) < 0.001*
Geschlecht und Alter (n = 270) < 0.001*
Geschlecht, Alter und BMI (n = .
212) <0.001
Geschlecht, Alter, BMI und
Leukozyten (n = 204) < 0.001*
Geschlecht, Alter, BMI,
Leukozyten und Thrombozyten (n < 0.001*
= 203)
Geschlecht, Alter, BMI,
Leukozyten, Thrombozyten und < 0.001*
H&amoglobin (n =203)
Geschlecht, Alter, BMI,
Leukozyten, Thrombozyten, < 0.001*
Hamoglobin und CRP (n = 203)
Geschlecht, Alter, BMI,
Leukozyten, Thrombozyten, 0.009*
Hamoglobin, CRP und IgM (n = '
55)
Geschlecht, Alter, BMI,
Leukozyten, Thrombozyten, 0.010*
Hamoglobin, CRP, IgM und 1gG '
(n=55)
Geschlecht, Alter, BMI,
Leukozyten, Thrombozyten, 0.001*
Hamoglobin, CRP und '
Gesamtprotein (n =116)
Geschlecht, Alter, BMI,
Leukozyten, Thrombozyten, 0.60
Hamoglobin, CRP und LDL- '
Cholesterin (n = 46)
LDL-Cholesterin (n = 63) 0.29

16: Tabelle 111.2.7: Partielle Korrelationsanalyse zwischen Resistin und Progranulin im
Serum unter Berucksichtigung potentieller Stérvariablen.

* Statistisch signifikant (p < 0.05)
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Bei der Messung der Resistin-Konzentrationen im Liquor konnte nur bei 112 Proben eine
Resistin-Konzentration im messbaren Bereich von grof3er oder gleich 31.2 pg/ml
nachgewiesen werden. Daher wurden die Korrelationsanalysen mit numerischen und

klassifizierten Variablen nur mit diesen 112 Ergebnissen durchgefihrt.

Es existierte eine signifikante positive Korrelation zum Alter der Patienten (p = 0.046, r=
+0.189). Mit den Serumparametern bestanden keine signifikanten Korrelationen. Im
Liguor konnten signifikant positive Korrelationen zum Progranulin (p= 0.003, r= +0.280),
zum Gesamteiweild (p= 0.004, r= +0.269) und zu dem Albumin (p= 0.001, r= +0.301)
nachgewiesen werden. Au3erdem lieRen sich positive Korrelationen zum IgG (p< 0.001,
r=+0.327) und IgA (p= 0.015, r= +0.407) im Liguor beobachten, nicht jedoch zum IgM.
Alle weiteren Ergebnisse der Korrelationsanalyse sind Tabelle 111.2.8 zu entnehmen.

Numerische Variable Resistin im Liquor [pg/ml]
p r
Alter [a] 0.046* +0.189
BMI [kg/m?] 0.055 - 0.207
Serum:

Resistin [ng/ml] 0.11 +0.15
Progranulin [ng/ml] 0.32 -0.10
Leukozyten [giga/l] 1.00 +0.001

Thrombozyten [giga/l] 0.31 +0.10
Hamoglobin [g/1] 0.03 -0.21
Gesamtcholesterin [mg/dl] 0.24 -0.17
Triglyceride [mg/dl] 0.18 -0.19
LDL-Cholesterin [mg/dl] 0.65 -0.10
HDL-Cholesterin [mg/dl] 0.99 +0.00
Glucose [mg/dl] 0.97 +0.01
HbA1c [%] 0.09 +0.28

Kreatinin [mg/dl] 0.99 -0.00

Harnstoff [mg/dl] 0.28 +0.11
Harnséure [mg/dl] 0.73 + 0.05
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LDH [U/]] 0.56 +0.07
GOT [U/]] 0.05 +0.20
GPT [U/l] 0.27 +0.11
Cholinesterase [U/l] 0.12 -0.22
Bilirubin gesamt [mg/dl] 0.66 + 0.08
Gesamtprotein [g/l] 0.80 -0.04
Albumin [g/l] 0.14 -0.14
CRP [mg/l] 0.98 +0.00

IgG [9/1] 0.44 +0.07

IgA [g/1] 0.25 +0.20

IgM [g/1] 0.30 -0.18

Liquor:
Progranulin [pg/ml] 0.003* +0.280
Liquor-/Serum-AIbumin- 0.1 +0.43
Quotient

Zellzahl [pl] 0.16 +0.13
Gesamteiweild [g/1] 0.004* + 0.269
Albumin [g/l] 0.001* +0.301
Ferritin [ng/ml] 0.56 +0.17
Lactat [mmol/l] 0.059 +0.179
1gG [g/1] <0.001 +0.327

IgA [g/1] 0.015* + 0.407

IgM [g/1] 0.22 +0.22

17: Tabelle 111.2.8: Korrelationsanalyse mittels des Spearman-Tests zwischen Resistin
im Ligquor und numerischen Variablen. Es wurden lediglich die tber der Nachweisgrenze
von 31.2 pg/ml gelegenen Resistin-Konzentrationen ausgewertet (n = 112).

* Statistisch signifikant (p < 0.05)

r = Korrelationskoeffizient nach Spearman
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Bei der Korrelationsanalyse zwischen Resistin im Ligquor und den klassifizierten
Parametern liel3 sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Schweregraden der
Schrankenstérung (p= 0.001) nachweisen. AulRerdem konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen Nicht-Diabetikern, Diabetikern vom Typ 1 und Diabetikern vom
Typ 2 (p< 0.001) sowie zwischen Patienten mit und ohne Einnahme von L-Thyroxin (p=
0.024) gezeigt werden. Zwischen anderen Subgruppen bestanden keine signifikanten
Unterschiede (Tabelle 111.2.9).

Klassifizierte Parameter Resistin im Liquor
p
Geschlecht (m/w) 0.32
BMI* (6 Gruppen) 0.20
BMI? (2 Gruppen) 0.58
Oligoklonale Banden 0.48
Grad der Schrankenstorung?® 0.001*
Beurteilung aus Liquorlabor* 0.33
KHK 0.58
Diabetes mellitus Typ 1/ 2 < 0.001*
Arterielle Hypertonie 0.058
Hypercholesterinamie 0.24
Neurologische Diagnosen 0.89
Andere Vorerkrankungen 0.56
Nikotinkonsum 0.063
Hormonelle Antikonzeption 0.43
Gabe von L-Thyroxin 0.024*
Gabe von Simvastatin/
Pravastatin 0.58

18: Tabelle I111.2.9: Korrelationsanalyse mittels des ANOVA-Tests zwischen Resistin im
Liguor und klassifizierten Parametern. Es wurden lediglich die tGber der Nachweisgrenze
von 31.2 pg/ml gelegenen Resistin-Konzentrationen ausgewertet (n = 112).

* Statistisch signifikant (p < 0.05)

1: Gewichtsklassifikation anhand des BMI nach WHO 2000

2: Gewichtsklassifikation anhand des BMI: < 25 kg/m? und = 25 kg/m?

3: Eingeteilt mit Hilfe des Albumin-Liquor/Serum-Quotienten in keine (n = 214) (<
6,5*1072 bis 40 Jahre, < 8*1072 bis 60 Jahre), leichte (n = 22) (< 10*1073), mittelschwere
(n =32) (< 20*1073) und schwere (n = 2) (> 20*107%) Schrankenstdrung
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4: Beurteilungen des Liquors eingeteilt in: keine weitere Beurteilung (n = 206),
entztndlicher Prozess (n= 16), chronische ZNS-Erkrankung (n = 4), chronisch-
entzindliche ZNS-Erkrankung (n = 20), infektiose ZNS-Erkrankung (n = 8), vaskuléare
Stoérung (n = 2), Ausschluss (n = 3), andere (n =11)

60



Es wurde auch eine Korrelationsanalyse zwischen der Progranulin-Konzentration im
Liguor und den numerischen Parametern durchgefihrt. Bei den numerischen
Parametern ergab sich eine positive Korrelation sowohl zur Resistin-Konzentration im
Serum (p=0.015, r=+0.149) als auch im Liquor (p< 0.001, r= +0.255). Des Weiteren liel3
sich eine positive Korrelation zum CRP (p= 0.014, r= +0.150) und der GPT (p=0.031, r=
+0.138) nachweisen. Bei den Liquorparametern wurden signifikante positive
Korrelationen zur Zellzahl (p< 0.001, r= +0.299), zum Gesamteiwei3gehalt (p< 0.001, r=
+0.454), zum Albuminwert (p< 0.001, r= +0.407) und zum Lactatwert (p= 0.039, r=
+0.126) beobachtet. Es bestanden ferner signifikante positive Korrelationen zu den
Immunglobulinen IgM (p< 0.001, r= +0.609), IgG (p< 0.001, r= +0.530) und IgA (p<
0.001, r= +0.576). Des Weiteren wurde ein Quotient aus Liquor- und Serumalbumin
gebildet. Zwischen diesem und der Progranulin-Konzentration im Liquor bestand
ebenfalls eine positive Korrelation (p= 0.005, r= +0.43). Tabelle 111.2.10 zeigt alle
Ergebnisse der Korrelationsanalyse.

Numerische Variable Progranulin im Liquor [pg/ml]
p r
Alter [a] 0.52 +0.04
BMI [kg/m?] 0.64 -0.03
Serum:

Resistin [ng/ml] 0.015* +0.149
Progranulin [ng/ml] < 0.001* +0.374
Leukozyten [giga/l] 0.40 + 0.05
Thrombozyten [giga/l] 0.40 + 0.05
Hamoglobin [g/]] 0.42 -0.05
Gesamtcholesterin [mg/dl] 0.74 -0.03
Triglyceride [mg/dl] 0.66 +0.04
LDL-Cholesterin [mg/dl] 0.38 +0.11
HDL-Cholesterin [mg/dl] 0.20 -0.16
Glucose [mg/dl] 0.91 +0.01
HbA1c [%] 0.40 +0.08

Kreatinin [mg/dl] 0.05 +0.12
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Harnstoff [mg/dl] 0.63 -0.03
Harnsaure [mg/dl] 0.19 +0.12
LDH [U/]] 0.92 +0.01
GOT [U/l] 0.11 +0.10
GPT [U/]] 0.031* +0.138
Cholinesterase [U/]] 0.33 - 0.08
Bilirubin gesamt [mg/dI] 0.45 + 0.09
Gesamtprotein [g/l] 0.13 +0.13
Albumin [g/1] 0.20 -0.08
CRP [mg/I] 0.014* +0.150

1gG [9/1] 0.05 +0.12

IgA [g/1] 0.11 +0.19

IgM [g/1] 0.23 +0.14

Liquor:
Resistin [pg/ml] < 0.001* + 0.255
Liquor—/Serum—AIbumin— 0.005* +0.43
Quotient

Zellzahl [/ul] < 0.001* + 0.299
Gesamteiweil’ [g/l] < 0.001* +0.454
Albumin [g/l] < 0.001* + 0.407
Ferritin [ng/ml] 0.10 +0.31
Lactat [mmol/I] 0.039* +0.126
IgG [g/1] < 0.001* + 0.530
IgA [g/1] < 0.001* + 0.576
IgM [0/1] < 0.001* + 0.609

19: Tabelle 111.2.10: Korrelationsanalyse mittels des Spearman-Tests zwischen

Progranulin im Liquor und numerischen Variablen.
* Statistisch signifikant (p < 0.05)

r = Korrelationskoeffizient nach Spearman
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Bei der Korrelationsanalyse zwischen Progranulin im Liquor und den klassifizierten
Parametern zeigte sich wie beim Resistin im Liquor ein signifikanter Unterschied
zwischen den Schweregraden der Schrankenstérung (p< 0.001). AufRerdem wurde ein
signifikanter Unterscheid zwischen Patienten mit und ohne oligoklonalen Banden (p=
0.001) im Liquor beobachtet. Auch innerhalb der klassifizierten Beurteilungen des
Labors fir Liquordiagnostik (p< 0.001) und innerhalb der klassifizierten neurologischen
Diagnosen (p< 0.001) ergaben sich signifikante Unterschiede in der Progranulin-
Konzentration. Es bestand ferner ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit
und ohne arterieller Hypertonie (p= 0.016) (Tabelle 111.2.11).

Klassifizierte Parameter Progranulin im Liquor
P
Geschlecht (m/w) 0.70
BMI* (6 Gruppen) 0.54
BMI? (2 Gruppen) 0.66
Oligoklonale Banden 0.001*
Grad der Schrankenstérung?® < 0.001*
Beurteilung aus Liquorlabor* < 0.001*
KHK 0.44
Diabetes mellitus Typ 1/ 2 0.92
Arterielle Hypertonie 0.016*
Hypercholesterinamie 0.20
Neurologische Diagnosen < 0.001*
Andere Vorerkrankungen 0.05
Nikotinkonsum 0.31
Hormonelle Antikonzeption 0.39
Gabe von L-Thyroxin 0.20
Gabe I;/?;Vir;\tﬁstatm/ 0.94

20: Tabelle 111.2.11: Korrelationsanalyse mittels des ANOVA-Tests zwischen Progranulin
im Liquor und Kklassifizierten Parametern.

* Statistisch signifikant (p < 0.05)

1: Gewichtsklassifikation anhand des BMI nach WHO. 2000

2: Gewichtsklassifikation anhand des BMI: < 25 kg/m? und = 25 kg/m?
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3: Eingeteilt mit Hilfe des Albumin-Liquor/Serum-Quotienten in keine (n = 214) (<
6,5*107% bis 40 Jahre, < 8*102 bis 60 Jahre), leichte (n = 22) (< 10*1073), mittelschwere
(n =32) (< 20*1073) und schwere (n = 2) (> 20*107%) Schrankenstdérung

4: Beurteilungen des Liquors eingeteilt in: keine weitere Beurteilung (n = 206),
entzundlicher Prozess (n= 16), chronische ZNS-Erkrankung (n = 4), chronisch-
entzindliche ZNS-Erkrankung (n = 20), infektiose ZNS-Erkrankung (n = 8), vaskuléare
Stoérung (n = 2), Ausschluss (n = 3), andere (n =11)

Die gemal den neurologischen Diagnosen gebildeten Subgruppen wurden hinsichtlich
ihrer mittleren Resistin- und Progranulin-Konzentrationen mittels des Mann-Whitney-U-
Tests untersucht. Es wurde die Gruppe der infektibsen ZNS-Erkrankungen mit den
anderen Gruppen verglichen. Dabei ergab sich bei der Resistin-Konzentration im Serum
ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe der infektidsen Erkrankungen und der
Gruppe der vaskularen Erkrankungen (p= 0.03), wie in Tabelle 111.2.12 gezeigt ist. Das
Progranulin im Serum zeigte keinen Unterschied der Mittelwerte zwischen den Gruppen.
Dies zeigt Tabelle I11.2.13.

MW = SD
[ng/ml]
Infektibse ZNS-Erkrankung (n = 23.1+14.2
13)
p
Multiple Sklerose (n = 42) 18.5+8.5 n.s.
Vaskulare Erkrankung (n = 22) 159+5.3 0.03*
Epilepsie (n = 26) 16.8 + 6.6 n.s.
Kopfschmerz/ C:5eZs6|;:htsschmerz (n 18.7+83 ns.
Neuropathie/ H_lrnnervenparese (n 21.4+151 ns.
= 49)

Andere (n = 92) 20.2+11.9 n.s.

21: Tabelle 111.2.12: Subgruppenanalyse mittels des Mann-Whitney-U-Tests beziglich
Resistin im Serum innerhalb des klassifizierten Parameters ,Neurologische Diagnosen®.
Angegeben sind die p-Werte zum Vergleich der Subgruppe ,infektiése Erkrankung® und
den anderen Subgruppen der neurologischen Erkrankungen sowie die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Resistin-Konzentrationen im Serum in ng/ml innerhalb der
einzelnen Subgruppen.

* Statistisch signifikant (p < 0.05); n.s. = nicht signifikant
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MW + SD

[ng/ml]
Infektiose Erkrankung (n = 13) 56.1+22.4
p
Multiple Sklerose (n = 42) 47.0 + 19.7 n.s.
Vaskulare Erkrankung (n = 22) 499+ 14.1 n.s.
Epilepsie (n = 26) 46.0 + 13.1 n.s.
Kopfschmerz/ S(&Z%;:htsschmerz (n 483+ 16.8 ns.
Neuropathie/ H_wnnervenparese (n 54.2 +23.6 ns.
= 49)

Andere (n = 92) 48.7 + 18.9 n.s.

22: Tabelle 111.2.13: Subgruppenanalyse mittels des Mann-Whitney-U-Tests beziglich
Progranulin im Serum innerhalb des klassifizierten Parameters ,Neurologische

Diagnosen®.

Angegeben sind die p-Werte zwischen der Subgruppe ,infektiése Erkrankung“ und den
anderen Subgruppen der neurologischen Erkrankungen sowie die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Progranulin-Konzentrationen im Serum in ng/ml innerhalb

der einzelnen Subgruppen.

* Statistisch signifikant (p < 0.05), n.s.= nicht signifikant
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Fir den klassifizierten Parameter ,Neurologische Diagnosen“ ergab der Mann-Whitney-
U-Test keinen signifikanten Unterschied der Resistin-Konzentration im Liquor beim
Vergleich der Patienten mit infektidsen Erkrankungen mit den anderen Subgruppen
(Daten nicht gezeigt).

Beziglich Progranulin im Liquor bestanden signifikante Unterschiede zwischen der
Subgruppe mit infektiosen Erkrankungen und den anderen Subgruppen (jeweils p <
0.001) (Abbildung Ill.2.1a).
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10: Abbildung Ill.2.1a: Subgruppenanalyse mittels des Mann-Whitney-U-Tests
bezuglich Progranulin im Liquor innerhalb des klassifizierten Parameters ,Neurologische
Diagnosen*“. Angegeben sind Fehlerbalken mit + 2 Standardfehlern.
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Des Weiteren wurden die Unterschiede der Mittelwerte des Progranulin Liquor-/ Serum-
Quotienten der Subgruppe ,infektidse Erkrankung“ und den anderen Subgruppen
analysiert. Hierbei zeigten sich im Vergleich mit jeder anderen Subgruppe signifikante
Unterschiede (Abbildung 111.2.1b).
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11: Abbildung 111.2.1b: Subgruppenanalyse mittels des Mann-Whitney-U-Tests
beziuglich des Liguor-/Serum-Progranulinquotienten innerhalb des Kklassifizierten
Parameters ,Neurologische Diagnosen®. Angegeben sind Fehlerbalken mit + 2
Standardfehlern.

Mit dem ANOVA-Test wurde fir die Resistin-Konzentration im Liquor innerhalb des
klassifizierten Parameters ,Diabetes mellitus® ein signifikanter Unterschied zwischen den
Subgruppen gezeigt (p < 0.001) (Tabelle 111.2.9). Der Mann-Whitney-U-Test ergab fur
Resistin im Serum keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen
Subgruppen (Daten nicht gezeigt). Bezlglich Resistin im Liquor bestand zwischen den

einzelnen Subgruppen ebenfalls kein signifikanter Unterschied (Daten nicht gezeigt).

Der ANOVA-Test ergab einen signifikanten Unterschied innerhalb der klassifizierten
Variable ,Grad der Schrankenstérung“ fir Resistin und Progranulin im Liquor. Die
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Analyse mit dem Mann-Whitney-U-Test ergab fur Resistin im Liquor zwischen den
Gruppen ,keine Schrankenstorung“ und ,leichte Schrankenstdérung® keinen signifikanten
Unterschied. Zwischen .keine Schrankenstérung® und »mittelschwere
Schrankenstorung® (p < 0.001) sowie ,schwere Schrankenstérung® (p = 0.020)
bestanden signifikante Unterschiede in der Resistin-Konzentration im Liquor.
(Abbildung 111.2.2a)

Bei Progranulin im Liguor ergab die Analyse mit dem Mann-Whitney-U-Test zwischen
.keine Schrankenstérung“ und ,leichte Schrankenstérung“ einen signifikanten
Unterschied (p< 0.001), wie auch der Vergleich mit ,mittelschwere Schrankenstérung”

(p< 0.001) und mit ,schwere Schrankenstérung® (p= 0.020) (Abbildung I11.2.2b).
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12: Abbildung Ill.2.2a: Subgruppenanalyse mittels des Mann-Whitney-U-Tests
beziglich Resistin  im  Liquor innerhalb des klassifizierten Parameters
»ochrankenstérung®.

Der Grad der Schrankenstérung wurde mit Hilfe des Albumin-Liguor/Serum-Quotienten
eingeteilt. Es wurden alle gemessenen Resistin-Werte (n = 270) gewertet.

Angegeben sind Fehlerbalken mit + 2 Standardfehlern.

Statistisch signifikant p < 0.05
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13: Abbildung 111.2.2b: Subgruppenanalyse mittels des Mann-Whitney-U-Tests
bezuglich Progranulin im Liquor innerhalb des klassifizierten Parameters
»ochrankenstérung®.

Der Grad der Schrankenstérung wurde mit Hilfe des Albumin-Liquor/Serum-Quotienten
eingeteilt in keine (< 6,5*1072bis 40 Jahre, < 8*1072 bis 60 Jahre), leichte (< 10*1073),
mittelschwere (< 20*107%) und schwere (> 20*107%) Schrankenstérung. Angegeben sind
Fehlerbalken mit + 2 Standardfehlern.

Statistisch signifikant p < 0.05

In der Subgruppenanalyse des klassifizierten Parameters ,Zellzahl* im Zusammenhang
mit Resistin und Progranulin im Liquor ergab der Mann-Whitney-U-Test fiir Resistin
einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen ,0-5 Zellen* (n = 233) und ,> 5
Zellen® (n = 37) (p= 0.009). Es wurden alle gemessenen Resistin-Konzentrationen (n =
270) ausgewertet, da hierbei lediglich der qualitative Zusammenhang von Resistin-
Konzentration und Zellzahl im Liquor Uberprift werden sollte (Abbildung 111.2.3a).

Es bestand ein signifikanter Unterschied der Mittelwerte von Progranulin im Liquor
zwischen den beiden Subgruppen des klassifizierten Parameters ,Zellzahl* (p< 0.001)
(Abbildung 111.2.3b).
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14: Abbildung Ill.2.3a: Subgruppenanalyse mittels des Mann-Whitney-U-Tests
bezlglich Resistin im Liquor innerhalb des klassifizierten Parameters ,Zellzahl im
Liquor®.

Angegeben sind Fehlerbalken mit + 2 Standardfehlern.

Statistisch signifikant p < 0.05
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15: Abbildung 111.2.3b: Subgruppenanalyse mittels des Mann-Whitney-U-Tests
bezlglich Progranulin im Liquor innerhalb des klassifizierten Parameters ,Zellzahl im
Liquor®.

Angegeben sind Fehlerbalken mit + 2 Standardfehlern.

Statistisch signifikant (p < 0.05)
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Des Weiteren wurde eine Subgruppenanalyse mittels des Mann-Whitney-U-Tests
bezuglich des Vorkommens der oligoklonalen Banden durchgefuhrt. Der
Mittelwertvergleich fur Progranulin im Ligquor ergab einen signifikanten Unterschied
zwischen den Subgruppen mit (n = 43) und ohne (n = 214) oligoklonalen Banden (p<
0.001) (Abbildung lIl.2.4a). Auch bezlglich des Liquor-/ Serum-Quotienten des
Progranulins zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p= 0.001) zwischen den beiden
Subgruppen (Abbildung I11.2.4Db).
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16: Abbildung Ill.2.4a: Subgruppenanalyse mittels des Mann-Whitney-U-Tests
bezuglich Progranulin im Liquor innerhalb des klassifizierten Parameters ,oligoklonale
Banden®.

Angegeben sind Fehlerbalken mit + 2 Standardfehlern.

Statistisch signifikant (p < 0.05)
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17: Abbildung 1ll.2.4b: Subgruppenanalyse mittels des Mann-Whitney-U-Tests
bezuglich des Progranulin Liquor-/ Serum-Quotienten innerhalb des klassifizierten
Parameters ,oligoklonale Banden®.

Angegeben sind Fehlerbalken mit + 2 Standardfehlern.

Statistisch signifikant (p < 0.05)
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I11.3 Ergebnisse der Zellkulturversuche

Die Ergebnisse aus Teil Ill.1 zeigten vor allem einen Zusammenhang der Adipokine
Resistin und Progranulin zu inflammatorischen und metabolischen Faktoren, sowie
einen geschlechtsspezifischen Unterschied. Deshalb wurden in den Zellkulturversuchen
vor allem regulatorische Einflisse dieser Faktoren auf die Resistin- und

Progranulinsekretion der Adipozyten untersucht.

Bei der Stimulation reifer Adipozyten mit Lipopolysacchariden in verschiedenen
Konzentrationen liel3 sich ein dosisabhangiger Anstieg der Progranulin-Konzentration
beobachten. Im Vergleich zur Kontrolle war schon bei einer Stimulation mit 0.5ng/ml LPS
eine Erhéhung der Progranulin-Konzentration zu erkennen (p= 0.002). Vergleicht man
die Stimulation mit 0.5ng/ml und mit 2ng/ml, zeigte sich eine weiterer signifikanter
Anstieg der Progranulin-Konzentration (p= 0.041) (Abbildung II.3.1). Die Resistin-
Konzentration war im Gegensatz dazu nicht durch LPS beeinflussbar. (Daten nicht

gezeigt)
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18: Abbildung I11.3.1: Effekt von LPS auf die Progranulin-Konzentration im Uberstand
reifer 3T3-L1 Adipozyten. Angegeben sind Fehlerbalken mit + 2 Standardfehlern.
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Im Stimulationsversuch mit Interleukin-6 kam es zu einem Anstieg der Progranulin-
Konzentration bei einer Stimulation mit 200ng/ml (p= 0.002). Bei niedrigeren
Konzentrationen des Stimulanz lie? sich kein Unterschied zur Kontrolle beobachten
(Abbildung 111.3.2). Die Resistin-Konzentration anderte sich unter der Stimulation von

IL-6 nicht. (Daten nicht gezeigt)
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19: Abbildung I111.3.2: Effekt von IL-6 auf die Progranulin-Konzentration im Uberstand
reifer 3T3-L1 Adipozyten. Angegeben sind Fehlerbalken mit + 2 Standardfehlern.

TNF-a hatte einen ahnlichen Einfluss auf die Progranulin-Konzentration wie LPS. Der
Anstieg der Adipokin-Konzentration war dosisabhangig. Der Unterschied zwischen der
Kontrolle und den verschiedenen Konzentrationen an TNF-a war jeweils mit einem p-
Wert von 0.002 signifikant. Bei Erhéhung der Stimulationskonzentration von TNF-a von
0.5ng/ml auf 2ng/ml stieg die Progranulin-Konzentration signifikant an (p= 0.002). Eine
weitere Erhéhung der TNF-a-Konzentration auf 10ng/ml fihrte nicht zu einem weiteren
Anstieg der Progranulin-Konzentration (Abbildung 111.3.3). Die Resistin-Konzentration
anderte sich nicht unter dem Einfluss von TNF-a im Vergleich zur Kontrolle. (Daten nicht
gezeigt)
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20: Abbildung I11.3.3: Effekt von TNF-a auf die Progranulin-Konzentration im Uberstand
reifer 3T3-L1 Adipozyten. Angegeben sind Fehlerbalken mit + 2 Standardfehlern.

Die Resistin-Konzentration stieg durch die Erhéhung der Glukose-Konzentration von
3.151g/l auf 4.5g/I an. Dies liel3 sich sowohl ohne Co-Stimulation von Insulin (p= 0.004)
als auch mit Co-Stimulation von 0.2nM Insulin (p= 0.015) beobachten. Im Vergleich zur
Stimulation mit nur 3.151g/l Glukose, erhthten sich die Resistin-Konzentrationen unter
Co-Stimulation mit 3.151g/l Glukose und 2nM Insulin (p= 0.015), sowie unter Co-
Stimulation mit 4.5g/l Glukose und 2nM Insulin (p= 0.015) (Abbildung 111.3.4). Die
Progranulin-Konzentration war in den Co-Stimulationsversuchen an reifen Adipozyten
nicht durch Anderungen der Glukose- oder Insulinkonzentration beeinflussbar. (Daten

nicht gezeigt)

Bei Co-Stimulationsversuchen an Préaadipozyten zeigte sich allerdings ein signifikanter
Ruckgang der Progranulin-Konzentrationen im Vergleich zur Stimulation mit 3.151g/I
Glukose mit jeweils p= 0.002 (Abbildung 111.3.5).
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21: Abbildung 1l11.3.4: Effekt von Glukose und Insulin in Co-Stimulation auf die Resistin-
Konzentration im Uberstand reifer 3T3-L1. Das Medium F-12 enthalt nur 3.151g/I
Glukose, wéahrend das DMEM-Medium 4.5g/l Glukose enthalt. Angegeben sind
Fehlerbalken mit + 2 Standardfehlern.
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22: Abbildung 111.3.5: Effekt von Glukose und Insulin in Co-Stimulation auf die
Progranulin-Konzentration im Uberstand unreifer 3T3-L1 Praadipozyten. Das Medium
F-12 enthalt nur 3.151g/I Glukose, wahrend das DMEM-Medium 4.5¢g/l Glukose enthalt.
Angegeben sind Fehlerbalken mit + 2 Standardfehlern.
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Der Effekt des GLP-1 (Glucagon-like Peptide-1) und des GIP (Glucose dependent
insulinotropic Peptide) zeigte auf die Resistin-Konzentration ein vergleichbares Muster.
Sowohl die Stimulation der Adipozyten mit GLP-1 als auch mit GIP flhrte bei einer
Konzentration von 1nM und 10 nM nicht zu einer Anderung der Resistin-Konzentration
im Vergleich zur Kontrolle. Sowohl bei der Erhdhung der Konzentration von GLP-1 auf
100nM als auch bei der Erhéhung der Konzentration von GIP auf 100nM fielen die
Resistin-Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle jeweils mit einem p-Wert von 0.015
signifikant ab. Die Reduktion der Resistin-Konzentration bei Anstieg der Peptid-
Konzentrationen von 1nM auf 100nM war ebenfalls bei beiden Peptiden signifikant. Bei
GLP-1 mit einem p-Wert von 0.002 und bei GIP mit einem p-Wert von 0.015 (Abbildung
111.3.6).
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23: Abbildung II1.3.6: Effekt von GLP-1 und GIP auf die Resistin-Konzentration im
Uberstand reifer 3T3-L1 Adipozyten. Angegeben sind Fehlerbalken mit + 2
Standardfehlern.

Die Progranulin-Konzentrationen lieRen sich ebenfalls durch GLP-1 und GIP
beeinflussen. Im Vergleich zur Kontrolle fiel die Progranulin-Konzentration bei
Stimulation mit 10nM GLP-1 signifikant ab (p= 0.015). Die anderen getesteten GLP-1-
Konzentrationen (1nM und 100nM) hatten keinen Einfluss auf die Progranulin-
Konzentration. Vergleicht man die Adipokin-Konzentrationen zwischen den
Stimulationen mit 1nM und 10nM GLP-1, lie3 sich auch hier ein signifikanter Abfall der
Progranulin-Konzentration erkennen (p= 0.009). Die Stimulation mit 100nM GIP flhrte

zu einem Abfall der Progranulin-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle (p= 0.026).
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Wahrend ein Anstieg von 1nM auf 10nM GIP einen Anstieg der Progranulin-
Konzentration bewirkte, liel? ein Anstieg von 10nM auf 100nM GIP die Progranulin-
Konzentration wieder sinken (p= 0.009) (Abbildung 111.3.7).
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24: Abbildung 111.3.7: Effekt von GLP-1 und GIP auf die Progranulin-Konzentration im
Uberstand reifer 3T3-L1 Adipozyten. Angegeben sind Fehlerbalken mit + 2
Standardfehlern.

Im Vergleich zur Kontrolle hatte eine Stimulation mit 0.1uM Simvastatin noch keinen
Einfluss auf die Resistin-Konzentration. Unter Stimulation mit 1puM Simvastatin (p=
0.026) und 10uM Simvastatin (p= 0.004) sank dagegen die Resistin-Konzentration
signifikant. Der Rickgang der Resistin-Konzentration bei steigender Simvastatin-
Konzentration war dosisabhéangig. Sowohl bei Erh6hung der Simvastatin-Konzentration
von 0.1uM auf 1pM (p= 0.002) als auch von 1pM auf 10pM (p= 0.015), fiel die Resistin-
Konzentration signifikant ab (Abbildung 111.3.8). Die Progranulin-Konzentration lief3 sich

nicht durch Stimulation mit Simvastatin beeinflussen. (Daten nicht gezeigt)
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25: Abbildung I11.3.8: Effekt von Simvastatin auf die Resistin-Konzentration im
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Sowohl die Resistin- als auch die Progranulin-Konzentrationen stiegen durch die
Stimulation mit 50uM und 150uM Palmitinsaure im Vergleich zur Kontrolle signifikant an.
Die Erhéhung der Resistin-Konzentrationen war bei 50uM mit p= 0.009 und bei 150uM
mit p= 0.041 signifikant. Bei Progranulin ergab sich bei 50uM und 150uM jeweils ein p-
Wert von 0.041. Des Weiteren sank die Progranulin-Konzentration unter dem Einfluss
von 10puM Laurinsdure ab (p= 0.041) und stieg nach der Stimulation mit 100uM
Myristinsdure an (p= 0.002) (Abbildung 111.3.9-10).
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26: Abbildung I11.3.9: Effekte verschiedener Fettsduren auf die Resistin-Konzentration
im Uberstand reifer 3T3-L1. Angegeben sind Fehlerbalken mit + 2 Standardfehlern. *
signifikant mit p < 0.05, ** signifikant mit p < 0.01
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27: Abbildung 111.3.10: Effekte verschiedener Fettsduren auf die Progranulin-
Konzentration im Uberstand reifer 3T3-L1 Adipozyten. Angegeben sind Fehlerbalken
mit + 2 Standardfehlern. * signifikant mit p < 0.05, ** signifikant mit p < 0.01

Bei der Stimulation mit Stearinsaure (bei 10uM mit p= 0.015 und bei 100uM mit p=
0.002), Olsaure (bei 10uM mit p= 0.002 und bei 150uM mit p= 0.002) und
Palmitoleinsaure (bei 1uM mit p= 0.015 und bei 10uM mit p= 0.041) fielen die
Progranulin-Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle signifikant ab. Unter diesen
Fettsduren bewirkte lediglich die Stimulation mit 10uM Palmitoleinsaure einen Riickgang
der Resistin-Konzentration (p= 0.004). Stearin- und Olsaure hatten keinen Einfluss auf
die Resistin-Konzentrationen. Im Gegensatz dazu flhrte eine Stimulation mit Linolsaure
(bei 1uM mit p=0.004 und bei 10uM mit p= 0.041) und mit Eicosapentaensaure (bei 1uM
mit p= 0.004 und bei 10uM mit p= 0.015) zu einem signifikanten Abfall der Resistin-
Konzentrationen. Diese Fettsauren hatten hingegen keinen Einfluss auf die Progranulin-
Konzentrationen. Sowohl die Resistin- als auch die Progranulin-Konzentrationen sanken
unter dem Einfluss von Arachidonsaure und Docosahexaenséure. Fir Resistin lieRen
sich Werte fur 1uM Arachidonsaure von p= 0.041, fir 10uM Arachidonsdure von p=
0.010, fur 1uM Docosahexaensaure von p= 0.002 und fur 10uM Docosahexaensaure
von p= 0.002 berechnen. Bei Progranulin lagen die Werte fir 1uM Arachidonsaure bei
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p=0.041, fur 1uM Docosahexaenséaure bei p= 0.002 und fir 10uM Docosahexaenséure
bei p= 0.015 (Abbildung I11.3.11-12).
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28: Abbildung 111.3.11: Effekte verschiedener Fettsauren auf die Resistin-Konzentration
im Uberstand reifer 3T3-L1 Adipozyten. Angegeben sind Fehlerbalken mit + 2
Standardfehlern. * signifikant mit p < 0.05, ** signifikant mit p < 0.01
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I11.3.12: Effekte verschiedener Fettsduren auf die Progranulin-
Konzentration im Uberstand reifer 3T3-L1 Adipozyten. Angegeben sind Fehlerbalken mit

+ 2 Standardfehlern. * signifikant mit p < 0.05, ** signifikant mit p < 0.01

29: Abbildung
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Bei den Stimulationsversuchen an reifen Adipozyten mit Estradiol und Testosteron
zeigte sich ein leicht signifikanter Rickgang der Resistin-Konzentration bei einer
Stimulation mit 2uM Testosteron im Vergleich zur Kontrolle (p= 0.041) (Abbildung
[11.3.13). Die Progranulin-Konzentrationen lie3en sich nicht durch die Stimulation von

Estradiol oder Testosteron beeinflussen. (Daten nicht gezeigt)

p = 0.041

Resistin/Protein [pa/ng]

Ethanal- 0.5uMm 2UM
Fantraolle

Testosteron

Fehlerbalken: +/- 2 SE

30: Abbildung 111.3.13: Effekt von Testosteron auf die Resistin-Konzentration im
Uberstand reifer 3T3-L1 Adipozyten. Angegeben sind Fehlerbalken mit + 2
Standardfehlern.

Bei dem Stimulationsversuch an Praadipozyten mit 0.5uM Estradiol zeigte sich ein
Anstieg der Progranulin-Konzentration mit p=0.015 (Abb.111.3.14), wahrend die anderen
getesteten Estradiol-Konzentrationen die Progranulin-Konzentrationen unbeeinflusst
lieBen. Estradiol hatte keinen Einfluss auf die Resistin-Konzentrationen. Testosteron
fuhrte weder bei den Resistin- noch bei den Progranulin-Konzentrationen zu einer

Veranderung. (Daten nicht gezeigt)
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31: Abbildung I11.3.14: Effekt von Estradiol auf die Progranulin-Konzentration im
Uberstand von Praadipozyten. Angegeben sind Fehlerbalken mit + 2 Standardfehlern.
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IV Diskussion

IV.1 Allgemeine Diskussion

Die Erforschung der Funktion und Regulation der Adipokine Resistin und Progranulin ist
von besonderem wissenschaftlichem Interesse, da beide Adipokine eine essentielle
Rolle in der Entwicklung der Volkskrankheit Diabetes mellitus Typ Il spielen konnten
[135], [82]. Des Weiteren scheinen beide Adipokine in der Regulation von Inflammation
und in der Entstehung atherosklerotischer Plaques und damit in das Auftreten
kardiovaskularer Ereignisse involviert zu sein [24], [58].

Ob, in welchem MalRRe und unter welchen Bedingungen Adipokine die Bluthirnschranke
Uberqueren, ist bislang noch bei vielen Vertretern dieser Proteingruppe ungeklart. Umso
wichtiger ist die Erhebung von Daten aus gepaarten Serum- und Liquorproben flir den
Nachweis der Existenz einer Fettgewebe-Gehirn Achse, wie es zum Beispiel fir Leptin

bereits prominent gezeigt werden konnte [144].

In dieser Arbeit wurden die Konzentrationen der Adipokine Resistin und Progranulin in
einem groRRen, gut charakterisierten Studienkollektiv in Serum und Liquor quantifiziert
und in einen Kontext mit diversen klinischen und laborchemischen Parametern gesetzt.
Hierdurch werden Ruckschlisse auf die physiologischen und pathophysiologischen
Regulationsmechanismen der Adipokine im humanen Organismus ermdglicht.
Insbesondere die Erhebung der Konzentrationen der Adipokine im Liquor stellt ein
Alleinstellungsmerkmal dieser Studie dar. Die Liquorproben wurden nicht, wie zumeist
in Kohortenstudien, prospektiv von Patienten mit einem einzigen einheitlichen
Krankheitshild gesammelt, sondern entstammen dem allgemeinen Patientengut der

neurologischen Klinik des Universitatsklinikums Gielzen ohne vorherige Selektion.

Das Konzept dieser retrospektiven Studie erlaubt die Durchfiihrung von
Korrelationsanalysen, eine deskriptive Auswertung der Ergebnisse sowie die erstmalige

und umfangreiche Berechnung von Serum- und Liquorquotienten im Krankheitsbezug.

Aufbauend auf und in Ergdnzung zu den Daten aus dem Kklinischen Kollektiv wurde in
einem umfangreichen grundlagenwissenschaftlichen Ansatz die adipozytare Regulation
von Expression und Sekretion der beiden untersuchten Adipokine erforscht. Zu diesem
Zweck erfolgten Stimulationsversuche in-vitro an Zellen der Linie 3T3-L1, die ein
etabliertes und hervorragend charakterisiertes Adipozyten-Modell darstellen. In diesem
Modell konnten die Effekte verschiedener Stimulantien auf die Adipokin-Sekretion von
Adipozyten auf zellularer Ebene untersucht werden. Die Auswahl der Stimulantien
erfolgte anhand der Ergebnisse aus dem Studienkollektiv sowie der aktuellen

wissenschaftlichen Literatur.
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Durch die kombinierte Betrachtung der Ergebnisse der Korrelationsanalysen aus dem
Studienkollektiv und der Ergebnisse der Zellkulturversuche konnten neue Erkenntnisse
tber die Funktion und Regulation der Adipokine Resistin und Progranulin auf zelluléarer

wie physiologischer Ebene gewonnen werden.

IV.2 Spezielle Diskussion: Resistin

Die Resistin-Konzentrationen waren in allen Serumproben messbar, wéhrend im Liquor
die Resistin-Konzentrationen nur bei 112 Proben Uber der Nachweisgrenze des
verwendeten ELISA-Kits lagen. Diese konnten im Hinblick auf verschiedene
laborchemische und klinische Daten auf Zusammenhé&nge untersucht werden.

Die Ergebnisse der Zellkulturversuche kénnen unter Beriicksichtigung der Ergebnisse
des Studienkollektivs weitergehend interpretiert werden. Eine zusammenfassende

Darstellung der Ergebnisse der Zellkulturversuche zeigt Tabelle IV.2.1.

In dem untersuchten Studienkollektiv zeigte sich bei Frauen durchschnittlich eine héhere
Resistin-Konzentration im Serum als bei Mannern (p= 0.003). Dieser Befund bestatigt
die Ergebnisse aus verschiedenen publizierten Kollektiven [160], [124]. In manchen
Studien korrelierte die Resistin-Konzentration im Serum mit dem BMI [145] und dem
prozentualen Fettanteil [160]. In der hier untersuchten Studienpopulation bestand indes
kein statistisch signifikanter Zusammenhang mit dem BMI der Probanden. Aufgrund des
beobachteten Sexualdimorphismus der Serumspiegel wurde in-vitro eine Hypothese
getestet, der zufolge die Geschlechtshormone einen Einfluss auf die Resistin-Produktion
haben kdénnten. Im Stimulationsversuch mit Testosteron an 3T3-L1-Adipozyten liel3 sich
ein signifikanter Rickgang der Resistin-Sekretion nachweisen (p= 0.041), sodass eine
durch Geschlechtshormone vermittelte Ursache fir den Unterschied der Resistin-
Konzentrationen im Serum bei Mannern und bei Frauen denkbar ist. Estradiol hatte in

den getesteten Dosierungen keinen Einfluss auf die Resistin-Sekretion aus Adipozyten.

Im Tiermodell konnte ein pathophysiologischer Zusammenhang zwischen Resistin und
der peripheren Insulinresistenz mit der Folge der Entwicklung eines Diabetes mellitus
Typ Il nachgewiesen werden [135]. Ursachlich hierfir sind vermutlich unter anderem die
durch Resistin gesteigerte Glukoneogenese [114] und die verminderte insulinabhéangige
Glukoseaufnahme in peripheren Geweben [87].

Ob im humanen Organismus eine ahnliche Kausalitat existiert, wird aktuell in der
Literatur kontrovers diskutiert. Obwohl in einigen Studien ein Zusammenhang der
systemischen Resistin-Konzentration mit dem Metabolischen Syndrom [6], [98],

Diabetes mellitus Typ Il [2], [83] oder Adipositas [152] gezeigt werden konnte, konnte
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kein direkter Zusammenhang zwischen der Resistin-Konzentration und dem Ausmaf}

der Insulinresistenz nachgewiesen werden [152], [71].

In der vorliegenden Studie wurde keine erhdhte Konzentration des Resistin im Serum
bei Typ Il Diabetikern festgestellt. Auch zeigte sich keine Korrelation mit dem HbAlc-
Wert. Dennoch wurde in den Zellkulturversuchen die Regulation von Resistin unter dem
Einfluss von metabolischen Parametern untersucht, da die Wirkung von Resistin auch
auf zellularer Ebene parakrin oder autokrin vermittelt sein kénnte, ohne nachweisbare

Anderung der systemischen Resistin-Konzentration.

Im Tiermodell lieBen sich Veranderungen der Resistin-Konzentration in Abhéngigkeit
von der Ernéhrung zeigen [115]. Diese Veranderungen kdnnten sowohl Giber das direkte
Substrat der Nahrung, wie zum Beispiel Glukose oder Fettsauren, als auch indirekt Giber
hormonelle Reize vermittelt sein. Zur Klarung dieser Fragen wurde die Sekretion von
Resistin aus 3T3-L1 Adipozyten unter Stimulation mit verschiedenen Faktoren
untersucht. Durch die Stimulation der Adipozyten mit Glukose, die Stimulation mit Insulin
sowie durch die Costimulation mit Glukose und Insulin konnte die Resistin-Sekretion
gesteigert werden. Des Weiteren wurde der Effekt von GIP und GLP-1 auf die
Adipozyten untersucht. GIP und GLP-1 sind Inkretine, die die glukoseabhangige
Insulinausschiittung induzieren und tber zentrale Mechanismen bei Nahrungsaufnahme
das Sattigungsgefiihl vermitteln [11]. In den hier vorgestellten Zellkulturversuchen
hemmten sowohl GIP als auch GLP-1 die Resistin-Sekretion dosisabhéngig, was eine
weitere Verknipfung von Resistin mit dem Glukosemetabolismus nahe legt. Bei Ratten
steigert Resistin die Bildung freier Fettsduren [122] und die Expression der Enzyme der
Lipogenese in der Leber und im weiRen Fettgewebe [149]. In den Zellkulturversuchen
konnte eine erhohte Resistin-Sekretion unter Stimulation mit Palmitinséure
nachgewiesen werden. Palmitinsaure gehoért zu den nichtessentiellen gesittigten
Fettsauren, die durch Lipogenese de novo produziert werden kann [73]. Im Gegensatz
dazu sinkt die Resistin-Sekretion unter der Stimulation mit einfach ungesattigten
Fettsduren wie Palmitoleinsdure oder mehrfach ungeséttigten Fettsduren, wie
Linolsdure, Eicosapentaensdure, Arachidonsaure oder Docosahexaensdure. Die
Sekretion von Resistin aus 3T3-L1 Adipozyten kann also sowohl durch Glukose und
Fettsauren, als auch durch Insulin und Inkretine beeinflusst werden. Inwieweit diese
Ergebnisse auf den Menschen Ubertragen werden kdnnen, ist aktuell noch unklar und
wird in kinftigen Forschungsansatzen in humanen Adipozyten sowie im gewebe- und

gesamtphysiologischen Kontext zu prifen sein.
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Burnett et al. [24] zeigten bei Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit eine erhéhte
Resistin-Konzentration im Serum. In immunhistochemischen Untersuchungen konnte
sowohl in murinen als auch in humanen atherosklerotischen Plaques eine erhdhte
Resistin-Expression nachgewiesen werden [24], die pathophysiologisch durch eine
gesteigerte Expression von VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) in
Endothelzellen unter der Stimulation durch Resistin erklart werden konnte [24], [151].
Die Resistin-Konzentration im Serum korrelierte im untersuchten Kollektiv positiv mit der
LDL-Cholesterin-Konzentration (p= 0.002, r= + 0.389). Insbesondere ist diese
Korrelation unabhangig von Geschlecht, Alter, BMI, sowie von Leukozyten,
Thrombozyten, Hamoglobin und CRP im Serum. Durch diese partielle
Korrelationsanalyse konnte gezeigt werden, dass die Hohe der Resistin-Konzentration
im Serum einen unabhdngigen Risikofaktor fir eine erhoéhte LDL-Cholesterin-
Konzentration im Serum darstellt.

Interessanterweise konnte in den Zellkulturversuchen durch die Stimulation mit
Simvastatin eine Reduktion der Resistin-Sekretion erreicht werden (p= 0.004).
Simvastatin ist ein Medikament, das Uber die Reduktion des LDL-Cholesterins im Serum
zur Priméarprophylaxe kardiovaskularer Ereignisse eingesetzt wird [123].

Die Resistin-Konzentration im Serum ware folglich ein Statin-sensitiver Parameter, der
zur Stratifizierung von Patienten mit hohem kardiovaskularem Risiko angewendet

werden konnte.

Beim Menschen wird Resistin insbesondere von Monozyten [74] und Makrophagen [91]
produziert. Wie bereits erwdhnt, finden sich bei inflammatorischen Prozessen erhdhte
Resistin-Konzentrationen, wie zum Beispiel bei chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen [56] oder der rheumatoiden Arthritis [23]. Konkordant hierzu zeigte
die Resistin-Konzentration im Serum in der vorliegenden Studie positive Korrelationen
zu systemischen Entziindungsparametern, wie der Leukozyten-, der CRP- und der
Immunglobulin-Konzentration im Serum (Tabelle 111.2.2). Die Resistin-Konzentration in
humanem Serum kann also als Surrogatparameter fir ein systemisches
Entziindungsgeschehen gewertet werden.

In-vitro wurde die Resistin-Sekretion aus murinen 3T3-L1 Adipozyten nicht durch
inflammatorische Stimuli wie LPS, IL-6 oder TNF-a beeinflusst.

Die Funktion, Resistin als proinflammatorisches Zytokin zu sezernieren, scheint im

humanen Organismus hauptséchlich von Monozyten erfillt zu werden.

Im Tiermodell beeinflusst Resistin Gber die Kommunikation zwischen Fettgewebe und

Gehirn den Glukosemetabolismus [89], [149] und die Nahrungsaufnahme [29]. Inwieweit
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auch im humanen Organismus eine Kommunikation zwischen dem Fettgewebe und dem

Gehirn durch Resistin existiert, ist bisher noch nicht geklart.

Im Liquor lieR sich die Resistin-Konzentration in 112 Proben quantifizieren. In den
Ubrigen Liquorproben lag die Resistin-Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze des
verwendeten ELISAs von 31.2 pg/ml. Innerhalb dieser 112 Proben zeigte sich eine
signifikant positive Korrelation zwischen der Resistin-Konzentration im Serum und der
Resistin-Konzentration im Liquor (p= 0.004). Des Weiteren steigt die Resistin-
Konzentration im Liquor in Abhangigkeit vom Grad der Schrankenstérung (p= 0.001).
Ferner ist die Resistin-Konzentration auch dann erhdht, wenn sich eine gréf3ere Anzahl
an Zellen im Liquor befinden (p= 0.009). Ein Unterschied der Resistin-Konzentration im
Liquor zwischen den Subgruppen der neurologischen Diagnosen war allerdings nicht
nachweisbar.

Eine besondere Bedeutung ist dem hier erstmals beschriebenen Liquor-/ Serum-
Quotienten fur Resistin zuzuschreiben. Durch ihn kénnen Ruckschlisse auf die
Permeabilitat der Bluthirnschranke flir Resistin gezogen werden. Allerdings sollte bei der
Interpretation des Quotienten die Mdglichkeit einer autochthonen Produktion von
Resistin im zentralen Nervensystem nicht aul3er Acht gelassen werden, da dies den
Quotienten beeinflussen wiirde. Die Beschreibung des Quotienten dient der Etablierung
eines kiunftigen Normbereiches auf Basis dieser Daten.

Die aus dem Studienkollektiv gewonnenen Daten legen also eine Permeabilitat der
Bluthirnschranke fir Resistin unter physiologischen Bedingungen nahe, die im Rahmen
pathophysiologischer Prozesse durch Stérung der Bluthirnschranke erleichtert ist. Diese
Erkenntnis lasst beim Menschen eine Kommunikation zwischen dem Fettgewebe und
dem Gehirn Uber das Adipokin Resistin vermuten. Allerdings kann auch eine
Eigenproduktion von Resistin durch Zellen im Liquor oder auch durch Mikroglia nach
aktuellem Kenntnisstand nicht ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse dieser Studie
sollten anhand von prospektiven Studien bestatigt und anhand von erganzenden in vitro

Versuchen weitergehend untersucht werden.
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Resistin Induktion Depression

Hormone:

Testosteron !

Estradiol = =

GLP-1 !

GIP !

Zytokine:

TNF-a = =

IL-6 = =

LPS = =

Metabolische Faktoren:

Glukose )
Insulin 1
Glukose + Insulin 1
Simvastatin !
Palmitinséaure 1

Palmitoleinsaure

Linolsaure

Eicosapentaenséaure

Arachidonséure

— | — | «— |« | «

Docosahexaensaure

Weitere freie Fettsauren =

23: Tabelle IV.2.1: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der
Zellkulturversuche fir Resistin.



IV.3 Spezielle Diskussion: Progranulin

Im vorliegend untersuchten Studienkollektiv konnten die Progranulin-Konzentrationen in
allen 270 Serum- und Liguorproben bestimmt werden.

Eine zusammenfassende Darstellung der Zellkulturergebnisse fir Progranulin zeigt
Tabelle IV.3.1.

Die Progranulin-Konzentration im Serum zeigte keinen Unterschied hinsichtlich des
Geschlechts. Todoric et al. [140] beschrieben hingegen einen Zusammenhang zwischen
den Konzentrationen von Progranulin und Ostrogen sowie Progesteron beim Menschen.
In den Zellkulturversuchen liel3 sich dieser Zusammenhang teilweise bestatigen. So
wurde die Progranulin-Sekretion durch die Stimulation von Praadipozyten mit Estradiol
gesteigert, wahrend die Sekretion von reifen Adipozyten nicht durch Estradiol beeinflusst
wurde. Die Stimulation mit Testosteron konnte weder bei unreifen, noch bei reifen
Adipozyten die Progranulin-Sekretion beeinflussen.

Ein regulativer Einfluss von Geschlechtshormonen auf die zellulare Progranulin-
Sekretion scheint mithin denkbar, ohne allerdings Niederschlag in einem statistisch
signifikanten Geschlechtsunterschied hinsichtlich der zirkulierenden Progranulin-

Konzentration zu finden.

In der vorliegenden Studie konnte eine positive Korrelation zwischen der Progranulin-
Konzentration im Serum und dem HbAlc (p= 0.021) nachgewiesen werden. Es zeigte
sich aber keine Korrelation mit dem BMI oder ein Unterschied in den Subgruppen der
Patienten mit Diabetes mellitus. Im Gegensatz hierzu konnte in einer Studie mit 168
chinesischen Patienten neben der positiven Korrelation zwischen Progranulin und dem
HbAlc auch eine héhere Progranulin-Konzentration bei adipdsen Menschen und an
Diabetes mellitus Typ Il Erkrankten nachgewiesen werden [113]. Es gab allerdings
verschiedene Ausschlusskriterien der Studienteilnahme, unter anderem akute oder
chronische entziindliche Erkrankungen [113]. In der hier vorliegenden Studie zeigte sich
indessen eine positive Korrelation zwischen der Progranulin-Konzentration und der
CRP-Konzentration, sodass der Nachweis eines moglichen Zusammenhangs zwischen
Progranulin und Adipositas oder Diabetes mellitus Typ Il hier durch den Einfluss von
inflammatorischen Prozessen gestort worden sein kénnte. Diese Vermutung wird durch
die Ergebnisse der Zellkulturversuche insofern gestérkt, als dass die Stimulation mit den
proinflammatorischen Zytokinen TNF-a und IL-6, sowie die Stimulation mit LPS
dosisabhangig zu einer gesteigerten Progranulin-Sekretion aus 3T3-L1 Adipozyten
fuhrte.

In den durchgefihrten Zellkulturversuchen wurde die Progranulin-Sekretion durch die

Stimulation mit Glukose, Insulin und durch die Co-Stimulation mit Glukose und Insulin in

92



Préaadipozyten inhibiert. In Adipozyten konnte die Progranulin-Sekretion durch diese
Stimuli nicht beeinflusst werden. Die Inkretine GLP-1 und GIP hatten dosisabhangig
unterschiedliche Effekte auf die Progranulin-Sekretion. Insgesamt war allerdings eher
ein Abfall der Progranulin-Sekretion zu beobachten.

Durch diese Versuche konnte ein Zusammenhang zwischen der Progranulin-Sekretion
und dem Glukosemetabolismus auf zellularer Ebene hergestellt werden. Diese
Interaktionen scheinen aber systemisch betrachtet durch inflammatorische Prozesse
gestort zu werden. Allerdings ist hierbei nicht geklart, inwieweit Progranulin selbst oder
die verschobene Relation zwischen Progranulin und Granulin im Rahmen

inflammatorischer Prozesse [65] hierfur verantwortlich ist.

Die Zusammensetzung freier Fettsauren im Plasma spielt eine wichtige Rolle in der
Entwicklung des Metabolischen Syndroms [99]. Zum Beispiel ist eine verminderte
Konzentration von ungesattigten Fettsauren mit einer erhtéhten Insulinresistenz
assoziiert [141]. Ahnlich wie die Resistin-Sekretion, lie? sich die Progranulin-Sekretion
aus Adipozyten durch die Stimulation mit Palmitinsaure steigern. Des Weiteren induziert
auch die Stimulation mit der gesattigten Myristinsdure die Progranulin-Sekretion.
Inhibiert wird die Progranulin-Sekretion vornehmlich durch die Stimulation mit
ungesattigten  Fettsauren, wie der Ol, Palmitolein-, Arachidon- oder
Docosahexaensaure.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass die pathophysiologische
Grundlage fir die Entwicklung eines Metabolischen Syndroms in Abhangigkeit von der
Zusammensetzung freier Fettsduren unter anderem durch eine Modulation der

Progranulin-Sekretion bedingt sein konnte.

Die Progranulin-Konzentration im Serum zeigt &hnlich wie die Resistin-Konzentration im
Serum eine positive Korrelation zur LDL-Cholesterin-Konzentration (p= 0.002, r= +
0.186). Auch hier war diese Korrelation unabhéangig von verschiedenen denkbaren
Storvariablen wie Geschlecht, Alter, BMI, Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl,
Hamoglobinwert oder CRP-Konzentration, sodass auch Progranulin als ein moglicher
kardiovaskularer Risikofaktor infrage kommt. In humanen atherosklerotischen Plaques
wurde eine gesteigerte Progranulin-Expression beschrieben, sodass auch ein kausaler
Zusammenhang zwischen Progranulin und der Ausbildung einer Atherosklerose
wabhrscheinlich ist [65]. In den vorliegenden Zellkulturversuchen in Adipozyten konnte
die Progranulin-Sekretion allerdings nicht durch die Stimulation mit Simvastatin
beeinflusst werden, im Gegensatz zu Resistin. Bei der ferner beobachteten positiven
Korrelation zwischen Resistin und Progranulin im Serum liel3 sich die LDL-Cholesterin-

Konzentration als entscheidend konfundierende Variable ermitteln.
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Obwohl beide Adipokine eine Rolle in der Entwicklung der Atherosklerose spielen [24],
[65] und beide als potentielle Risikofaktoren fir kardiovaskulédre Ereignisse betrachtet
werden kdnnen, konnte in der vorliegenden Studie somit kein direkter Zusammenhang

auf Ebene der systemischen Proteinkonzentrationen nachgewiesen werden.

Die Progranulin-Konzentration im Liquor korreliert signifikant mit verschiedenen
inflammatorischen Parametern des zentralen Nervensystems im Liquor, wie zum
Beispiel mit der Zellzahl, der Konzentration des Gesamteiweiles oder der
Immunglobuline im Liquor. Dementsprechend steigt die Progranulin-Konzentration mit
dem Grad der Schrankenstérung an.

Auch fur Progranulin wurde der Liquor-/ Serum-Quotient als Grundlage zur Etablierung
von Normbereichen erstmalig berechnet. Insbesondere zeigt sich sowohl ein erhéhter
Liquor-/ Serum-Quotient fir Progranulin (p< 0.001) als auch eine erhéhte Progranulin-
Konzentration (p< 0.001) bei Patienten mit infektiosen ZNS-Erkrankungen im Vergleich
zu allen anderen Subgruppen der neurologischen Diagnosen. Interessanterweise sind
auch der Liquor-/ Serum-Quotient fur Progranulin (p= 0.001) und die Progranulin-
Konzentration im Liquor (p< 0.001) hoher in Proben mit positiven oligoklonalen Banden,
obwohl sich in der Subgruppe der Patienten mit Multipler Sklerose kein Unterschied in
der Progranulin-Konzentration im Vergleich zu den anderen neurologischen Diagnosen
zeigt. Die Patienten mit Multipler Sklerose wurden allerdings aufgrund der kleinen
Fallzahl nicht nach der Verlaufsform oder der Aktivitat der Erkrankung differenziert,
wodurch ein moglicher Zusammenhang im vorliegenden Kollektiv verdeckt werden
konnte. Vercellino et al. [150] konnten hingegen erhdhte Progranulin-Konzentrationen
im Liquor wahrend eines Schubes der Multiplen Sklerose nachweisen.

Wahrend eine verminderte Progranulin-Konzentration im Liquor ein etablierter Marker
fir neurodegenerative Erkrankungen ist [118], legen die hier vorgestellten Daten eine
potentielle Rolle des erhéhten Liquor-/ Serum-Quotienten fir Progranulin und der
erhdhten Progranulin-Konzentration als Biomarker fir infektibse ZNS-Erkrankungen
nahe.

Obwohl die Progranulin-Konzentrationen im Serum und Liquor positiv korrelieren, ist
letztendlich nicht geklart, ob das Progranulin im Liquor vornehmlich durch ein Ubertreten
der Bluthirnschranke oder vielmehr in der Hauptsache aus autochthoner Produktion
durch lokale Zellen des zentralen Nervensystems stammt. In der vorliegenden Studie
wurden sowohl ein Zusammenhang mit dem Grad der Schrankenstérung und eine
positive Korrelation zwischen den Liquor/Serum-Quotienten von Progranulin und

Albumin, als auch ein Zusammenhang mit der Zellzahl im Liquor nachgewiesen, sodass
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die gemessenen Progranulin-Spiegel im Liquor moglicherweise aus ein paralleles

Wirken beider Mechanismen zurtickzuftihren sind.

Die gewonnenen Erkenntnisse dieser Studie sollten kunftig in prospektiven Studien

bestatigt werden.

Progranulin

Induktion

Depression

Hormone:

Testosteron

Estradiol

T*

GLP-1

GIP

Zytokine:

TNF-a

IL-6

LPS

Metabolische Faktoren:

Glukose

l*

Insulin

l*

Glukose + Insulin

l*

Simvastatin

Palmitinséure

Laurinsaure

Myristinséure

Stearinsaure

Olsaure

Palmitoleinsaure

Arachidonséure

Docosahexaensaure

— | — | — | «— | «

Weitere freie Fettsauren

24: Tabelle IV.3.1: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der

Zellkulturversuche fir Progranulin. (* Versuch mit Praadipozyten)
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IV.4 Fazit und Ausblick
Durch die kollektive Betrachtung der Ergebnisse aus dem Studienkollektiv und den
Zellkulturversuchen lassen sich Rickschliisse auf physiologische und zellulare

Funktionen und Regulation der Adipokine Resistin und Progranulin ziehen.

Beide Adipokine werden in ihrer adipozytaren Sekretion durch Geschlechtshormone
beeinflusst. Fur Resistin zeigten sich die Ergebnisse aus dem Studienkollektiv und aus
den Zellkulturversuchen als kongruent. Im Falle von Progranulin stand dem in den
Zellkulturversuchen nachgewiesenen regulativen Einfluss von Estradiol hingegen kein
statistisch ~ signifikanter Sexualdimorphismus auf Ebene der zirkulierenden
Proteinkonzentration gegenuber. Inwieweit die Regulation der Adipokine durch
Geschlechtshormone im humanen Organismus relevant ist, ist bisher noch nicht
vollstéandig geklart. Die vorgelegten Daten bilden eine valide Grundlage fur kunftige
Forschungsansatze in dieser Richtung, die humane Adipozyten ebenso einbeziehen
sollten wie Untersuchungen zu mechanistischen und gewebephysiologischen Aspekten
der Regulation beider Adipokine.

Sowohl die Resistin- als auch die Progranulin-Sekretion aus Adipozyten wurden durch
verschiedene metabolische Faktoren, wie Glukose, Insulin, Inkretine oder Fettsauren in
vitro beeinflusst.

Wahrend im Studienkollektiv kein Zusammenhang zwischen der Resistin-Konzentration
und metabolischen Parametern gefunden werden konnte, zeigte sich Resistin im Serum
als Surrogatparameter fur ein systemisches Entziindungsgeschehen. Im Mausmodell
konnten Steppan et al. [135] einen kausalen Zusammenhang zwischen Resistin und der
Entwicklung der Insulinresistenz nachweisen. Resistin konnte also beim Menschen das
entscheidende Bindeglied zwischen der chronischen Entziindung bei Adipositas und der
Entwicklung von Insulinresistenz und der Volkskrankheit des Diabetes mellitus Typ Il
darstellen. Es kdnnte einen neuen Ansatzpunkt zur Behandlung des Diabetes mellitus
Typ Il bieten, indem es nicht direkt in den Glukosemetabolismus eingreift, sondern die
fur die Insulinresistenz verantwortliche chronische Inflammation beeinflusst.

Fur Progranulin konnte im Studienkollektiv ein Zusammenhang mit der Hohe des HbAlc-
Wertes nachgewiesen werden, wahrend sich ansonsten keine Hinweise auf
Verbindungen zu metabolischen Parametern zeigten. Wie bereits ausgefiihrt, kénnte
dies dem Einschluss von Patienten mit inflammatorischen Erkrankungen geschuldet
sein, da in den Zellkulturversuchen die Modulation der Progranulin-Sekretion durch
proinflammatorische Zytokine nachgewiesen werden konnte. Eine weitere Erklarung

kénnte sein, dass Progranulin im Rahmen von entziindlichen Prozessen in Granuline
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gespalten wird [60]. Die Klarung der Frage, welche dieser Hypothesen zutreffend ist,

sollte Gegenstand kiinftiger mechanistischer Studien sein.

Bei der Interpretation der Ergebnisse muss bedacht werden, dass es sich bei der
verwendeten Zelllinie um murine Zellen handelt. Im humanen Organismus werden die
vorgestellten Adipokine nicht nur von Adipozyten [69], [164], sondern zu groRen Anteilen
auch von anderen Zelltypen, insbesondere von Monozyten [116], [65], produziert. Die in
vitro gewonnen Ergebnisse sollten daher generell an Hand von geeigneten
Zellkulturversuchen an humanen Adipozyten und humanen Monozyten verifiziert

werden.

Die Resistin- und Progranulin-Konzentrationen im Serum stellen den Beobachtungen im
vorgestellten Studienkollektiv zufolge unabhangige Risikofaktoren fir die Hohe der LDL-
Konzentration und damit Risikofaktoren fur kardiovaskulare Ereignisse dar. Inwieweit
diese in der Praxis relevant sind und ob sie sogar Moglichkeiten zur Intervention und
damit zur Reduktion solcher Ereignisse bieten, sollte in weiteren Studien an geeigneten
Patientenkohorten untersucht werden. Es ist von groRer Bedeutung, die Forschung
dahingehend voranzutreiben, da die kardiovaskularen Ereignisse immer noch an erster
Stelle der Todesfallstatistik in Deutschland stehen [117].

Als Hauptergebnis konnte fur beide Adipokine die Existenz im humanen Liquor
nachgewiesen und quantifiziert werden. Aufgrund der positiven Korrelation der
jeweiligen Serum- und Liquor-Konzentrationen ist eine Permeabilitat der
Bluthirnschranke fir beide Adipokine gegeben und es konnten erstmals valide Serum-/
Liquor-Quotienten errechnet werden. Diese Daten liefern wertvolles Material fur eine
kunftige Etablierung von Normbereichen.

Sowohl die Resistin- als auch die Progranulin-Konzentrationen im Liquor sind von dem
Grad der Schrankenstérung und von der Hohe der Zellzahl im Liquor abhangig. Es ist
daher noch unklar, ob die Adipokine ausschlieBlich durch die Uberquerung der
Bluthirnschranke oder zuséatzlich durch eine autochthone Produktion des zentralen
Nervensystems, zum Beispiel bei einer Infektion, in den Liquor gelangen. Hierzu sind
weitere Untersuchungen, zum Beispiel Zellkulturversuche an humanen Mikroglia,
humanen Neuronen und an priméren Zellen aus dem humanen Liquor notwendig.
Interessanterweise ist die Progranulin-Konzentration bei Patienten mit infektidsen ZNS-
Erkrankungen im Vergleich zu allen anderen Subgruppen der neurologischen
Erkrankungen signifikant erhgéht. Progranulin ist daher als ein potentieller Pradiktor fur
infektibse ZNS-Erkrankungen zu betrachten. Welche Rolle Progranulin in diesem

Zusammenhang spielt, muss noch detaillierter Untersucht werden. Zum einen wurden
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fur Progranulin neuroprotektive [119] und antiinflammatorische [65] Effekte
nachgewiesen. Zum anderen gelten die Spaltprodukte des Progranulins, die Granuline
[167], als proinflammatorisch [46]. Zur weiteren Klarung der Funktion von Progranulin im
Rahmen infektioser ZNS-Erkrankungen, konnte in prospektiven Studien die quantitative

Bestimmung der Granuline im Liquor vor und nach erfolgreicher Therapie dienen.

Die Ergebnisse der Untersuchungen im Studienkollektiv wurden 2016 im ,,European

Journal of Clinical Investigation® publiziert [18].

In dem hier vorgestellten Studienkollektiv wurden neben Resistin und Progranulin auch
die Serum- und Liquor-Konzentrationen der Adipokine Adipsin und CTRP-3 bestimmt.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden fur Adipsin im Jahr 2016 in ,,Clinical
Endocrinology“ [128] und fir CTRP-3 im Jahr 2017 im ,,European Journal of Clinical
Investigation® [127] publiziert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie leisten einen entscheidenden Beitrag zum
Verstandnis der Funktion und Regulation der Adipokine Resistin und Progranulin und
bieten die Grundlage flr neue Forschungsinitiativen insbesondere im Hinblick auf die

endokrine Kommunikation zwischen Fettgewebe und Gehirn.

98



Kernaussagen:

- Hauptergebnis dieser Arbeit ist der Proof-of-Principle einer Fettgewebe-Gehirn-
Achse, als deren mdgliche Mediatoren Resistin und Progranulin in humanem
Liguor nachweisbar sind.

- Fur beide Adipokine konnten erstmals in der Literatur die entsprechenden
Liguor-/ Serum-Quotienten berechnet werden als Basis fur eine kiinftige klinische
Normwert-Etablierung (Resistin: 4.4 + 5.8x103, Progranulin: 16.3 + 8.6x103).

- Die Konzentrationen von Resistin und Progranulin im Liquor nehmen mit dem
Grad der Schrankenstérung zu.

- Progranulin ist ein potentieller Pradiktor fur infektiose Erkrankungen des
zentralen Nervensystems.

- Die Resistin-Konzentration im Serum ist ein Surrogatparameter fir ein
systemisches Entziindungsgeschehen.

- Die Resistin- und Progranulin-Konzentrationen im Serum sind unabhangige
Risikofaktoren fir die Konzentration des LDL-Cholesterins und damit auch fur
kardiovaskulare Ereignisse.

- Die adipozytare Resistin- und die Progranulin-Sekretion werden Uber
verschiedene metabolische Faktoren, wie Glukose, Insulin, Inkretine oder
Fettsauren, beeinflusst.

- Die Progranulin-Sekretion aus Adipozyten unterliegt einer Regulation durch
inflammatorische Prozesse.

- Die Resistin-Konzentration im Serum ist bei Mannern niedriger als bei Frauen. In
Ubereinstimmung damit wird die adipozytare Resistin-Sekretion durch
Testosteron inhibiert.

- Die Progranulin-Sekretion kann durch Estradiol aus Praadipozyten beeinflusst

werden.
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V Zusammenfassung

Die Funktion des Fettgewebes als hormonproduzierendes Organ — und somit als
endokrine Drise — ist ein neues und sehr komplexes Forschungsgebiet. Durch
Adipokine, die vom Fettgewebe produzierten Hormone, kann das Fettgewebe mit
verschiedenen Organen kommunizieren und in diverse Regelkreise des menschlichen
Korpers eingreifen. Bisher konnte nur fiir wenige Adipokine, wie Leptin und Adiponektin,
die Permeabilitat der Bluthirnschranke und damit ein Indiz fir die Existenz einer
Fettgewebe-Gehirn-Achse nachgewiesen werden. Dem Adipokin Resistin werden
proinflammatorische Eigenschaften zugewiesen und es scheint, zumindest im
Mausmodell, eine wichtige Rolle in der Entwicklung einer Insulinresistenz zu spielen.
Progranulin ist ein  Adipokin mit  vornehmlich antiinflammatorischen,
wachstumsfaktorahnlichen und neuroprotektiven Effekten.

In einem gut charakterisierten Kollektiv von 270 Patienten wurden in gepaarten Serum-
und Liquorproben die Konzentrationen der Adipokine Resistin und Progranulin mittels
ELISA bestimmt und in Zusammenhang mit anthropometrischen und laborchemischen
Parametern gesetzt. Die Resistin-Konzentration im Serum war bei Frauen hdher als bei
Méannern. Sowohl Resistin als auch Progranulin korrelierten unabhéngig mit der LDL-
Cholesterin-Konzentration und kdénnten damit neue unabhdngige Risikofaktoren oder
Surrogatparameter fur kardiovaskulare Ereignisse darstellen. Durch die positive
Korrelation von Resistin im Serum mit verschiedenen Entziindungsparametern, wie der
Leukozytenzahl oder der CRP-Konzentration, stellt Resistin einen Surrogatparameter fir
ein systemisches Entziindungsgeschehen dar. Beide Adipokine waren im humanen
Liguor in einem breiten Konzentrationsbereich nachweisbar, wobei die Resistin-
Konzentration nur bei 112 von 270 Patienten oberhalb der unteren Nachweisgrenze des
verwendeten ELISAs lag. Fur beide Adipokine konnten erstmals in der Literatur die
entsprechenden Liguor-/ Serum-Quotienten berechnet werden als Basis fiir eine kiinftige
klinische Normwert-Etablierung (Resistin: 4.4 + 5.8x103, Progranulin: 16.3 + 8.6x1073).
Die Konzentrationen beider Adipokine im Liquor stiegen mit dem Grad der Stdérung der
Bluthirnschranke und mit der Zellzahl im Liquor an. Bei Patienten mit infektiosen ZNS-
Erkrankungen war die Progranulin-Konzentration im Liquor erhdht, sodass diese einen
madglichen Pradiktor fur infektiose ZNS-Erkrankungen darstellt.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die Regulation dieser Adipokine anhand von
Zellkulturversuchen mit der murinen Zelllinie der 3T3-L1 Adipozyten und Praadipozyten
weitergehend untersucht. Beide Adipokine konnten in ihrer (pra-)adipozytéaren Sekretion
durch Sexualhormone beeinflusst werden. Die Sekretion von Resistin und Progranulin

aus Adipozyten wurde durch verschiedene metabolische Faktoren, wie Glukose, freie
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Fettsduren, Insulin und Inkretine, wie GLP-1 oder GIP, beeinflusst. In vitro konnte die
Progranulin-Sekretion durch Stimulation mit proinflammatorischen Faktoren wie LPS, IL-
6 oder TNF-a induziert werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie leisten einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis
der lokalen, adipozytaren und systemischen Funktion und Regulation der Adipokine
Resistin  und Progranulin und bieten die Grundlage fir weiterfihrende
Forschungsansatze einerseits im Hinblick auf die endokrine Kommunikation Uber die
Fettgewebe-Gehirn-Achse andererseits fir die Differentialdiagnose neurologischer

Erkrankungen.
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V Summary

The role of adipose tissue as a hormone-producing, hence endocrine organ, is a newly
discovered and highly complex field of research. Through hormones secreted by adipose
tissue, so-called adipokines, the adipose tissue is able to communicate with many organs
and to affect various regulatory circuits in the human body. Up until now, the permeability
of the blood-brain barrier for adipokines has been proven for only a few adipokines such
as leptin and adiponectin and with it the potential existence of a postulated fat-brain axis.
The adipokine resistin is known to have proinflammatory properties. It appears to be
causally involved in the development of an insulin resistance at least in mice. Progranulin
is an adipokine with antiinflammatory, growthfactor-like and neuroprotective functions.
In a well characterized study population of 270 patients, paired serum and cerebrospinal
fluid concentrations of the adipokines resistin and progranulin were measured by ELISA
and correlation analysis was applied involving anthropometric data and routine
parameters. In serum, resistin concentration was higher in women compared to men.
Resistin as well as progranulin concentration correlated with LDL-cholesterol in serum
independently. They might represent novel and independent risk factors or surrogates
for cardiovascular events. Resistin in serum is correlated with inflammatory markers such
as cell count of leukocytes or CRP-concentration. Therefore, resistin might be a
surrogate parameter for systemic inflammation. Both adipokines were detectable in a
wide range in human cerebrospinal fluid, but resistin levels were within the ELISA’s
detection limit in 112 of total 270 samples only. For the first time, we provide data to
establish a baseline for a CSF-/serum-quotient (Resistin: 4.4 + 5.8x103, Progranulin:
16.3 + 8.6x103). Concentrations of both adipokines were increased along with the level
of functional dysregulation of the blood-brain barrier as well as along with the amount of
cells in cerebrospinal fluid. Patients with infectious diseases in the central nervous
system had increased progranulin concentrations in cerebrospinal fluid, suggesting
progranulin to be a potential predictor of infectious diseases in the central nervous
system.

Based on the findings, experiments within the murine cell-line of 3T3-L1 adipocytes and
preadipocytes were performed in order to investigate the regulation of these adipokines
on cellular level in detail. Both adipokines were influenced by sex hormones respective
to their (pre-)adipocyte secretion levels. Secretion in 3T3-L1 adipocytes of resistin and
progranulin was altered by diverse metabolic factors such as glucose, free fatty acids,
insulin or incretins such as GLP-1 or GIP. In-vitro only progranulin was induced by
proinflammatory parameters such as LPS, IL-6 or TNF-a.

The results of the presented study are a substantial contribution to the understanding of

local as well as systemic function and regulation of the adipokines resistin and
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progranulin and provide a basis for future research approaches, especially regarding the
endocrine communication via a fat-brain axis as well as differential diagnosis of

neurological diseases.
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VI. Verzeichnisse

VI.1 Abklrzungsverzeichnis
ADSF
ANOVA
ASP
BCA
BMI
BSA
CAP1
CRP
CTRP-3
DMEM
DMSO
EDTA
ELISA
EphA2
Flzz1
FTD
GIP
GLP-1
GOT
GPT
HDL
HRP
IL-113
IL-6
IL-8
LDH
LDL
LPS
MS
Max.
MCP-1
Min.
MW
NAD

adipose tissue-specific secretory factor
analysis of variance

acylation stimulating protein
Bicinchoninsaure

Body mass index

bovines Serumalbumin

Adenylyl Cyclase-Associated Protein 1
C-reaktives Protein

C1g/TNF-related protein-3
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Ethylendiamintetraacetat
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Ephrin type-A receptor 2

found in inflammatory zone 1
Frontotemporale Demenz

Glucose dependent insulinotropic Peptide
Glucagon-like Peptide-1
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
Glutamat-Pyruvat-Transaminase

high density lipoprotein
Meerrettichperoxidase

Interleukin 113

Interleukin 6

Interleukin 8

Laktatdehydrogenase

low density lipoprotein
Lipopolysaccharid

Multiple Sklerose

maximaler Wert

Monocyte Chemoattractant Protein-1
minimaler Wert

Mittelwert

Nicotinamidadenindinukleotid
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NAFLD
NASH
PBMC
PBS
ROR1
SD
SEM
SLPI
TIA
TLR-4
TNF
TNF-a
TSH
Var.
VCAM-1
WHO

nichtalkoholische Fettlebererkrankung
nichtalkoholische Steatohepatitis
peripheral blood mononuclear cell
phosphate buffered saline

receptor tyrosine kinase-like orphan receptor
Standardabweichung

Standardfehler

secretory leukocyte peptidase inhibitor
transitorisch ischAmische Attacke
Toll-like Receptor-4
Tumornekrosefaktor
Tumornekrosefaktor a
Thyreoidea-stimulierendes Hormon
Varianz

vascular cell adhesion molecule 1

world health organization
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VI.2 Abbildungsverzeichnis
1: Abbildung II.1: Tag O der Differenzierung, VergroRerung: A x10, B x20, C x40.
Fibroblasten-ahnliche Zellen mit fibroblastischen Auslaufern ohne Lipideinlagerungen
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ABSTRACT

Background Adipokines bearing the potential to cross the blood-brain barrier (BBB) are promising candidates
for the endocrine regulation of central nervous processes and of a postulated fat-brain axis. Resistin and
progranulin concentrations in paired serum and cerebrospinal fluid (CSF) samples of patients undergoing
neurological evaluation and spinal puncture were investigated.

Materials and Methods Samples of n = 270 consecutive patients with various neurological diseases were
collected without prior selection. Adipokine serum and CSF concentrations were measured by enzyme-linked
immunosorbent assay and serum and CSF routine parameters by standard procedures. Anthropometric data,
medication and patient history were available.

Results Serum levels of resistin and progranulin were positively correlated among each other, with respective
CSF levels, low-density lipoprotein cholesterol levels and markers of systemic inflammation. CSF resistin con-
centrations were generally low. Progranulin CSF concentrations and CSF/serum progranulin ratio were signifi-
cantly higher in patients with infectious diseases, with disturbed BBB function and with elevated CSF cell count
and presence of oligoclonal bands. Both adipokines are able to cross the BBB depending on a differing patency
that increases with increasing grade of barrier dysfunction. Whereas resistin represents a systemic marker of
inflammation, CSF progranulin levels strongly depend on the underlying disease and dysfunction of blood-CSF
barrier.

Conclusions Resistin and progranulin represent novel and putative regulators of the fat-brain axis by their ability
to cross the BBB under physiological and pathophysiological conditions. The presented data provide insight into
the characteristics of BBB function regarding progranulin and resistin and the basis for future establishment of

normal values for CSF concentrations and CSF/serum ratios.

Eur J Clin Invest 2016; 46 (1): 15-26

Keywords Adipokines, cerebrospinal fluid, inflasmmation, progranulin, resistin.

Introduction

The concentration of adipokines [1,2] in cerebrospinal fluid
(CSF) is controlled by the blood-brain barrier (BBB) function.
The individual concentration of these endocrine and adipose-
specific molecules such as leptin [2,3], adiponectin or adipsin
[4] differs significantly between plasma/serum and CSF and
plays an important role under physiological and pathophysio-
logical conditions. The regulation of satiety/appetite or the
maintenance of the homeostasis of insulin signalling [2,3,5] by
adipokines is prominent examples. Whereas some mediators
such as NPY (neuropeptide Y) argue for the existence of a
so-called brain-fat axis [6], adipokines such as leptin,
adiponectin, adipsin and resistin provide the molecular basis of
a fat-brain axis [2-4,7].

The proinflammatory and insulin-desensitizing adipokine
resistin [8] is secreted by adipocytes and monocytes and plays a
major and pleiotropic role in the regulation of carbohydrate
metabolism, insulin sensitivity as well as systemic and adipose
tissue-related inflammation. Progranulin [9] represents a TNF-
o- and dexamethasone-inducible adipokine and an immune-
modulating neurotrophic factor expressed in brain macro-
phages/microglia [10]. Progranulin is a cysteine-rich growth
factor and secreted glycoprotein involved in tumorigenesis,
wound repair, development, inflammation and neurodegener-
ation [11]. Progranulin is increased in peripheral blood and in
adipose tissue of obese mice, and progranulin knockout mice
are protected from high-fat diet-induced insulin resistance and
obesity [9] due to a block of adipose tissue derived IL-6 syn-
thesis and secretion. Based on this, progranulin and resistin
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have been discussed as adipokines playing a role in obesity,
insulin resistance [12,13], obesity-related inflammation [14] and
atherosclerosis [15].

However, systematic data on human CSF concentrations of
resistin and progranulin are sparse. CSF resistin was measured
in animals such as dairy cows [16] and in very few and selected
cohorts of patients with fibromyalgia [17,18], idiopathic
intracranial hypertension [19] or in patients undergoing elec-
tive surgery under spinal anaesthesia [20]. Exact data on
resistin concentrations in human CSF in relation to the respec-
tive serum levels are sparse and give an estimate of 100-fold
less levels in CSF [20].

CSF progranulin levels could be detected by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) in 345 subjects of the Mayo Clinic
Study of Aging and in this study, only 18% of the CSF variability
could be explained by factors such as age, gender or progran-
ulin genotypes [21]. However, in patients with frontotemporal
lobar degeneration, plasma and CSF progranulin levels were
shown to be dependent on certain progranulin gene mutations
[22]. Some adipokines such as adiponectin and adipsin have
been discussed to play a putative role multiple sclerosis due to
higher CSF levels when compared to healthy controls [4].
Interestingly, CSF progranulin concentrations were reported to
be higher in patients suffering from multiple sclerosis than in
noninflammatory controls [10]. However, another study could
not verify this observation [23].

It was the aim of this study

e To collect paired serum and CSF samples from an in detail
characterized cohort of patients (1 = 270) undergoing
neurological evaluation and spinal puncture in a single
and tertiary care centre.

e To quantify resistin and progranulin concentrations in
serum and CSF by ELISA to describe the CSF/serum
kinetics of these adipokines systematically.

e To characterize possible correlations of serum/CSF resis-
tin and progranulin levels with anthropometric parame-
ters, routine laboratory parameters and subgroups of
neurological and internal medicine diseases.

e To gain insight in the regulation of BBB function with
respect to the penetration of resistin and progranulin by
providing novel, specific CSF/serum ratios and to corre-
late them with standard and routine parameters of the
BBB function.

Material and methods

Study population

Paired serum and CSF samples were collected without prior
selection from patients undergoing elective as well as emer-
gency neurological evaluation at the Department of Neurology,
University Hospital Giessen, Germany. Serum was prepared

from peripheral whole blood by centrifugation (4 °C, 10 min.,
3756 g), and CSF samples were drawn under sterile conditions
by cerebrospinal puncture. Samples were immediately stored at
—20 °C. All patients included were informed about the aim of
the study and gave informed consent. The study was approved
by the local ethical committee (registration note AZ 287/13).
The exclusion criteria were pregnancy and age < 18 years.
Anthropometric and patient-related data such as age, gender,
body mass index (BMI according to WHO), underlying diseases
and medication were recorded. Comorbidity, especially the
occurrence of type 1 or type 2 diabetes mellitus, dyslipidaemia,
coronary artery disease and thyroid diseases, was documented.
Smoking habits and medication, especially the use of levothy-
roxine, statins and hormonal contraceptives were also
recorded. The final diagnosis was defined by a board-certified
neurologist, and patients were divided into the following sub-
groups for further evaluation: 1 infectious diseases of the cen-
tral nervous system (CNS), 2 multiple sclerosis, 3 vascular
diseases (brain and spinal infarction), 4 epilepsy, 5 headache/
facial pain, 6 neuropathy/cranial nerve palsy and 7 others
(consisting of dementia, psychiatric disorders, normal pressure
hydrocephalus (NPH) and patients undergoing spinal puncture
for exclusion of other diseases). Concerning their CSF/serum
albumin ratio, patients were divided into four subgroups: grade
0: ratio < 6:5 x 107 for age < 40 years and < 8-0 x 10> for
age < 60 years; grade 1: < 10-0 x 10~%; grade 2: < 20-0 x 10>,
grade 3: > 20-0 x 10~°>. Concerning their CSF cell count, patients
were divided into two subgroups: 0-5 cells/uL and > 5 cells/
pL.

Measurement of serum and CSF routine parameters
Red and white blood count, serum total protein, serum albu-
min, serum creatinine, C-reactive protein (CRP), serum glucose,
AST, ALT, uric acid, total bilirubin, cholinesterases, glycosy-
lated haemoglobin concentration (HbA1lc) and lipidological
parameters [triglycerides, cholesterol, high-density lipoprotein
cholesterol, low-density lipoprotein (LDL) cholesterol] were
analysed by standard and routine methods at the Institute of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, Giessen Univer-
sity Hospital, Germany. Total cell count, total protein, albumin,
glucose, lactate, ferritin, and immunoglobulins G, A and M
were measured in CSF using standard procedures. CSF/serum
ratios were calculated for albumin, total protein, resistin and
progranulin and plotted using double-logarithmic scales as
used in typical Reiber diagrams.

Measurement of serum and cerebrospinal fluid
concentrations of resistin and progranulin

Serum and CSF levels of resistin and progranulin were mea-
sured by ELISA in duplicate using the DuoSet ELISA devel-
opment systems (R&D Systems, Wiesbaden, Germany). The
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lower detection limit was 31-2 pg/mL for resistin and
62-5 pg/mL for progranulin.

Statistics

For calculation of mean values + standard deviation (£SD),
correlation analysis and regression analysis, a statistical soft-
ware package (SPSS 22.0, IBM, NY, USA) was used. Means
were compared by the nonparametric Mann-Whitney U-test.
Correlation analysis was performed using the Spearman rho
test for linear variables and the Pearson test for classified
variables. A P-value below 0-05 (two tailed) was considered as
statistically significant.

Results

Characteristics of the study population
n = 270 individuals (110 males, 160 females) were included in
the study. The mean age was 50-6 & 17-5 years. Table 1 sum-
marizes the detailed characteristics of the entire study popula-
tion with respect to anthropometric and laboratory parameters
in serum and CSF. Furthermore, the subgroups of patients with
the final diagnosis are shown at a glance. Progranulin and
resistin levels could successfully be measured in all 270 pro-
bands by ELISA in duplicate. Progranulin concentrations ran-
ged between 10-0 and 142-4 ng/mL in serum and between
153-1 and 3668-5 pg/mL in CSF. Resistin concentrations in
serum ranged between 2.1 and 74-8 ng/mL. In CSF, several
resistin concentrations ranged below 31-2 pg/mL, which is
below the linear part of the dilution curve of the ELISA.
Therefore, subgroup analysis was necessary for resistin CSF
concentrations in those patients (1 = 112 of 270) who had con-
centrations higher than 31-2 pg/mL. In these 112 patients,
resistin concentrations ranged between 31-2 and 783-3 pg/mL.
Table 2 summarizes in detail the statistical distribution of
resistin and progranulin concentrations in serum and CSF.
Serum resistin concentrations were significantly higher
(P = 0-003) in female than in male patients (20-9 & 11-8 vs.
17-4 + 9:9 ng/mL), whereas BMI and age (data not shown)
had no effect on resistin. CSF resistin levels as well as serum
and CSF progranulin levels were not different between genders
and not dependent on BMI or age.

Correlation of serum resistin and serum progranulin
concentrations with numerical and classified
variables in serum

Serum resistin (Table 3) was significantly and positively corre-
lated with systemic markers of inflammation such as leucocytes,
thrombocytes, CRP and serum IgG, A and M. Furthermore,
serum resistin was significantly and positively correlated with
LDL cholesterol, as depicted in Fig. 1a. In contrast, serum pro-
granulin (Table 3). was only weakly associated with CRP. Simi-

lar toresistin, serum progranulin was significantly and positively
correlated to LDL cholesterol (Fig. 1b). Importantly, the positive
correlation of resistin (P = 0-002; » = 0-389; n = 63) and pro-
granulin (P = 0-002; r = +0-34, n = 63) with LDL cholesterol
remained significant even after correction by gender, age, BMI,
CRP, leucocytes, haemoglobin and thrombocytes (partial corre-
lation analysis, data not shown).

Correlation of serum resistin and serum progranulin
concentrations with numerical and classified
variables in cerebrospinal fluid

Concerning CSF parameters (Table 3), serum resistin was pos-
itively correlated with CSF-IgG, A and M, but not with total cell
count, lactate, albumin, protein or ferritin. Serum progranulin
concentrations were positively correlated with CSF-IgG but
with none of the additional CSF parameters (Table 3).

Correlation of cerebrospinal fluid resistin and CSF
progranulin concentrations with numerical and
classified variables in CSF

Cerebrospinal fluid resistin (Table 3) levels correlated signifi-
cantly with CSF protein, albumin, IgG and IgA. Moreover, CSF
resistin concentrations were significantly associated with the
occurrence of diabetes mellitus and levothyroxine replacement
therapy. However, there was no significant correlation of CSF
resistin with serum glucose, serum HbAlc, and the mean val-
ues of CSF resistin were not different in patients with or
without diabetes mellitus as analysed by Mann—Whitney U-test
(data not shown). CSF progranulin (Table 3) concentrations
were highly significantly and positively correlated with CSF
total cell count, protein, albumin, lactate, IgG, M, A, presence of
oligoclonal bands and CSF albumin/serum albumin ratio. The
strong correlation of CSF progranulin with immunoglobulin
levels argues for an association between progranulin concen-
tration and inflammatory processes.

Correlation and regression analysis of resistin and
progranulin in serum and cerebrospinal fluid

Serum concentrations of resistin and progranulin are positively
correlated among each other (P = 0-002; r = +0-186), as depicted
in Fig. 1c. Similarly, CSF concentrations of resistin and pro-
granulin (Fig. 1d) are positively correlated among each other
(P < 0-001; r = +0-28).

Importantly, serum resistin positively correlated with CSF
resistin (P = 0-004; r = +0-177) and serum progranulin posi-
tively correlated with CSF progranulin (P < 0-001; » = +0-37), as
depicted in Fig. 2a,b. These correlations, although not very
strong, might hint on an important role of BBB permeability for
CSF levels of resistin and progranulin. The mean CSF/serum
ratio for albumin was only available in n = 41 subjects and was
5.8 + 2.5 x 107> (normal range: < 6:5 for age < 40 years and
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Table 1 Characteristics of the study population (n = 270 indi-
viduals). Anthropometric and laboratory parameters in serum
and CSF are shown. Mean values + standard deviation (SD)
and range are given for linear variables. For classified variables,
absolute numbers and percentages are shown

Study population (n = 270)
Age (years) 50-6 &+ 17-5 [18-90]
Males, n (%) 110 (40-7)
Females, n (%) 160 (59-3)
Anthropometric parameters
Mean BMI* (kg/m?)

BMI < 185 kg/m?, n (%) 9 (3-3)

BMI 18:5-24.9 kg/m?, n (%) 121 (44-8)
BMI 25.0-29-9 kg/m?, n (%) 75 (27-8)
BMI 30.0-34-9 kg/m?, n (%) 34 (12-6)
BMI 35.0-39-9 kg/m?, n (%) 14 (5-2)

BMI > 40.0 kg/m?, n (%) 2 (0-7)
BMI < 25.0 kg/m?, n (%) 130 (48-1)
BMI > 25.0 kg/m?, n (%) 133 (49-3)

Table 1 Continued

0-520 + 0-281 [0-176-2-7001]
0-277 £ 0-158 [0-093-1-500]
1-87 £ 0-36 [1-25-3-47]
0-0461 £ 0-0545 [0-0118-0-4140]

Total protein (g/L)

Albumin (g/L)

Lactate (mM)

IgG (g/L)
Adipokines

Resistin in serum 19-5 + 11-2 [2-1-74-8]

[ng/mL] (n = 270)

Resistin in CSF
[pg/mL] (n = 112)

825 + 9.9 [31.2-783.3]"

Progranulin in serum 487 + 18-9 [10-0-142-4]

[ng/mL] (n = 270)

Progranulin in CSF 740-3 + 408-5 [153-1-3668-5]

[pg/mL] (n = 270)

Neurological diseases/Clinical subgroups

Carbohydrate-metabolism
Plasma glucose (mg/dL)
HbA1c (%)

Diabetes mellitus n (%)

Lipoprotein-metabolism
Total cholesterol (mg/dL)
LDL cholesterol (mg/dL)
HDL cholesterol (mg/dL)
Triglycerides (mg/dL)

Inflammation/White blood count

CRP (mg/L)
Leukocytes (giga/L)
Red blood count
Platelets (giga/L)
Haemoglobin (g/L)
Serum parameters
Total protein (g/L)
Total albumin (g/L)
Creatinine (mg/dL)
CSF parameters

Cell count (uL)

113 & 38 [64-289]
6-0 & 0-9 [5-2-10-4]
31 (11:5)

202 + 43 [105-333]
130 + 42 [40-232]
55 + 15 [22-93]
140 + 86 [29-605]

6-5 + 16-5 [0-5-149.-0]
77 + 2.7 [3-3-19:9]

260 + 79 [83-724]
143 + 16 [96-198]

74 £ 6 [55-98]
419 4+ 4.8 [17-8-53-2]

0-98 + 0-22 [0-40-2-30]

9 + 37 [0-352]

Infectious CNS disease n (%) 13 (4-8)
Multiple sclerosis n (%) 42 (15:6)
Vascular disease n (%) 22 (8-1)
Epilepsy n (%) 26 (9-6)
Headache/facial pain n (%) 26 (9-6)
Neuropathy/cranial 49 (18-1)
nerve palsy n (%)
Others* n (%) 92 (34-1)

BMI, body mass index; CRP, C-reactive protein; HbA1c, glycosylated hae-
moglobin A1lc; IgG, immunoglobulin G; MS, multiple sclerosis; LDL, low-
density lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein; CNS, central nervous
system; CSF, cerebrospinal fluid.

*BMI was not available in 2.6% of patients.

"In CSF, several resistin concentrations ranged below 31-2 pg/mL, which is
the below the linear part of the dilution curve of the enzyme-linked
immunosorbent assay. Therefore, subgroup analysis was necessary for
those patients (n = 112 of 270) who had concentrations higher than 31-2 pg/
mL. In these 112 patients, resistin concentrations ranged between 31-2 and
783-3 pg/mL.

*Consisting of dementia [9], psychiatric disorders [12], normal pressure
hydrocephalus [9], and patients undergoing spinal puncture for exclusion of
other diseases (60).

< 85 for age > 40 years). Therefore, we additionally calculated
the CSF/serum total protein ratio with a mean of
67 £ 31 x 1077 in n = 141 individuals.

The mean CSF/serum ratio for resistin was 4-4 + 5.8 x 10>
in n = 112 subjects with measurable values above the lower
detection limit (n = 158 individuals ranged below the lower
detection limit). In contrast, the mean CSF/serum ratio for
progranulin was much higher and calculated as
163 + 86 x 10°.

Similar to classical Reibergrams, we plotted the CSF/serum
quotients for progranulin against those for albumin and total

18 © 2015 Stichting European Society for Clinical Investigation Journal Foundation
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Table 2 Distribution of serum and CSF concentrations of the adipokines resistin and progranulin. Serum concentrations of resistin
(A) and progranulin (B) are shown in the upper panel. CSF concentrations of resistin (C) and progranulin (D) are shown in the lower
panel

Minimum Maximum Mean SEM SD Variance

(A) Serum resistin [ng/mL]
Total population (n = 270) 21 748 195 07 11-2 125-0
Gender

M (n = 110) 21 74-8 17-4 0-9 99 975

F (n = 160) 65 713 20-9*% 09 118 139-4
BMI

< 25 kg/m? (n = 130) 7-2 67-0 195 09 108 1155

> 25 kg/m? (n = 133) 21 748 192 1.0 109 1188
(B) Serum progranulin [ng/mL]
Total population (n = 270) 100 142-4 487 1.2 18-9 357-2
Gender

M (n = 110) 228 114.2 46-1 14 148 219-6

F (n=160) 10-0 142-4 50-5 17 211 445.7
BMI

< 25 kg/m? (n = 130) 10-0 110-3 47-8 15 171 2918

> 25 kg/m? (n = 133) 22.8 1424 49.6 18 207 427-8
(C) CSF resistin [pg/mL]
Subgroup (n = 112) 312 7833 825 9.9 104-6 109311
Gender

M (n = 44) 312 271-6 70-3 87 57-9 33498

F (n=68) 312 783-3 90-4 15-2 1257 15799-3
BMI

< 25 kg/m? (n = 50) 312 3110 734 85 59-8 35773

> 25 kg/m? (n = 58) 313 783-3 839 16-0 1221 148983
(D) CSF progranulin [pg/mL]
Total population (n = 270) 1531 3668-5 740-3 24.9 4085 166866-1
Gender

M (n = 110) 1531 3668-5 751-9 43-0 451-2 2035434

F (n = 160) 3292 2580-6 7323 299 3777 1426159
BMI

< 25 kg/m? (n = 130) 329-2 3668-5 750-8 382 435-3 189522.7

> 25 kg/m2 (n=133) 1531 3072-5 7291 321 370:1 137001-0

BMI, body mass index; M, male; F, female; CSF, cerebrospinal fluid; SEM, standard error of the mean; SD, standard deviation.
*P = 0-003 for males vs. females.
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Table 3 Correlation analysis of serum and CSF resistin/
progranulin concentrations with numerical and classified
parameters in serum and CSF

Parameter P r

Correlation analysis of serum resistin concentrations

S-Leucocytes < 0-001** +0-26
S-Thrombocytes 0-005* +0-17
S-hemoglobin 0-001%** -0-20
S-CRP 0-001** +0-19
S-LDL cholesterol 0-002* +0-39
S-IgM 0-028* +0-25
CSF-lgG 0-008* +0-16
CSF-IgA 0-007* +0-30
CSF-IgM 0-008* +0-30
Correlation analysis of serum progranulin concentrations
S-CRP 0-024* +0-14
S-IgG 0-002* +0-19
S- LDL cholesterol 0-002* +0-38
S-protein 0-016* +0-20
CSF-1gG 0-024* +0-14
Correlation analysis of CSF resistin concentrations
CSF protein 0-004* +0-27
CSF albumin 0-001** +0-30
CSF IgG < 0-:001* +0-33
CSF IgA 0-015* +0-41
CSF albumin/serum albumin ratio 0-1 +0-43
Presence of diabetes mellitus < 0-001** +0-39
Levothyroxine replacement 0-024* +0-22
Correlation analysis of CSF progranulin concentrations
CSF total cell count < 0-001** +0-3
CSF protein < 0-001** +0-45
CSF albumin < 0-001** +0-41
CSF lactate 0-039* +0-13
CSF IgG < 0-001** +0-53

protein using a logarithmic scale. We detected a significant

(P = 0-006) and positive (r = +0-42) correlation of the CSF/
serum ratio for albumin with progranulin (Fig. 2c), however,
only in 41 available subjects. Therefore, we calculated the CSF/
serum quotient for total protein and found in n = 141 subjects a

Table 3 Continued

Parameter P r
CSF IgA < 0-001** +0-58
CSF IgM < 0-001%* +0-61
Oligoclonal bands 0-001** +0-21
CSF albumin/serum albumin ratio 0-005* +0-43

CRP, C-reactive protein; CSF, cerebrospinal fluid; lg, immunoglobulin; LDL,
low-density lipoprotein; r, regression coefficient for numerical (Spearman
rho test) or classified (Pearson test) parameters; S, serum.

*P < 0-05; **P < 0-001.

highly significant (P < 0-001) and positive (r = +0-44) correla-
tion of the CSF/serum quotient for total protein with pro-
granulin (Fig. 2d).

Spearman correlation analysis showed positive correlations
between the progranulin CSF/serum ratio with CSF total cell
count (P = 0-004; r = +0-13), CSF total protein (P < 0-001;

r = +0-36), CSF albumin (P < 0-001; r = +0-34), CSF-IgG
(P < 0-001; r = +0-33), CSF IgA (P < 0-001; r = +0-41), CSF IgM
(P < 0-001; r = +0-5), presence of oligoclonal bands (P < 0-001;
r = +0-21), grade of CSF patency (P = 0-003; r = +0-18).

Subgroup analysis of serum and cerebrospinal fluid
resistin and progranulin concentrations in different
neurological disease groups
Serum and CSF resistin concentrations (Table 4A) were not
significantly different between disease subgroups, and both
parameters were not higher in patients suffering from infec-
tious diseases or multiple sclerosis. Similarly, serum progran-
ulin concentrations were similar in all subgroups.

In contrast, CSF progranulin concentrations were highest in
patients suffering from infectious CNS diseases
(16349 + 704-0 pg/mL) and significantly (P < 0-001) different
from all the remaining disease subgroups (Table 4A). Based on
this observation, we calculated the mean value of the CSF/
serum progranulin ratio as a novel marker ratio for each sub-
group to perform Mann-Whitney U-tests (Table 4B). The CSF/
serum progranulin ratio was highest in patients suffering from
infectious CNS diseases and was significantly different from all
the remaining disease subgroups (Table 4B).

Subgroup analysis of cerebrospinal fluid resistin and
progranulin concentrations with respect to classical
markers of blood-brain barrier dysfunction, CSF cell
count, and oligoclonal bands

Mean values + SD of CSF progranulin and CSF resistin con-
centrations were measured in patients and related to varying
degrees of BBB dysfunction/patency (Table 4C). Interestingly,
there is a stepwise and highly significant increase of CSF

20 © 2015 Stichting European Society for Clinical Investigation Journal Foundation
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progranulin and CSF resistin mean values in patients with
increasing grades of a disturbed blood—CSF barrier function.
Moreover, patients were divided into two subgroups with
respect to CSF total cell count (0-5 cells/pL and > 5 cells/pL)
and subgroup analysis was performed for mean CSF progran-
ulin and resistin concentrations (Table 4C). Importantly, the
concentrations of CSF progranulin and resistin were signifi-
cantly higher (more than twofold) in patients with a CSF cell
count > 5/uL. When patients were divided into two subgroups
with or without the presence of oligoclonal bands, both CSF
progranulin concentrations as well as the logarithmic CSF/
serum ratio for progranulin were significantly higher in
patients positive for oligoclonal bands.

Discussion

The present study provides for the first time systematic data on
the distribution and kinetics of resistin and progranulin CSF
concentrations in relation to the respective serum concentra-
tions in a large and neurologically well-characterized study
population. These data may serve as a basis for the future
development and establishment of normal ranges. Moreover,

specific CSF/serum ratios for resistin and progranulin are
presented for a helpful interpretation of future studies in this
field. In general, serum resistin levels are higher in females than
in males and resistin can be regarded as a surrogate parameter
of systemic inflammation. These observations have been
repetitively reported in the literature [24-27]. In contrast, serum
progranulin concentrations are only marginally correlated to
systemic inflammation. Both adipokines are significantly and
positively correlated to LDL cholesterol concentrations, even
after correction for important anthropometric parameters and
inflammation markers. Data describing a correlation between
LDL cholesterol and progranulin are sparse, and there exists
only one single and recent study that also reported on a posi-
tive correlation between serum progranulin and LDL choles-
terol concentrations in younger and healthy individuals [28].
Regarding resistin, data from the literature are contradictory
and dependent on the characteristics of the study population.
Some studies reported on a negative correlation between LDL
cholesterol and resistin in patients suffering from metabolic
syndrome, obesity and type 2 diabetes [29,30] whereas others
found no association [31]. Based on our study, resistin and
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progranulin might be discussed as independent predictors of
LDL cholesterol and, putatively, of cardiovascular risk. Both
adipokines are correlated positively among each other, both in
serum and in CSF, however, with a weak correlation coefficient.
The molecular mechanisms of this type of coregulation are
currently unclear.

The positive correlations of serum resistin and progranulin
concentrations with their respective CSF levels suggest BBB
passage as a major source of these proteins in CSF. Further-
more, we aimed to give a detailed characterization of the BBB
function with respect to the regulation of the respective CSF
concentrations of these adipokines. Whereas the positive cor-
relation between the absolute serum and CSF concentrations
were significant but weak, the correlation between the adipo-
kine’s CSF/serum ratio on one hand and the CSF/serum
albumin or protein ratio on the other hand showed high sig-
nificance and higher regression coefficients. These data argue
for a certain grade of physiological CSF permeability regarding
resistin and progranulin. However, interpretations have to be
carried out with caution as microglial cells and immigrated
monocytes might express resistin and progranulin locally. The
tremendous differences between serum and CSF quantities,
along with discrepancies in progranulin expression between
different brain areas as were reported in an earlier study [32],
rather argue for an important role of autochthonous progra-
nulin and resistin expression in the brain. Thus, it seems

CSF/serum protein ratio x1000

cerebrospinal fluid.

somewhat difficult so far to identify the main source of CSF
progranulin and resistin levels. Future studies in microglial
cells and CSF monocytes as well as in animal models of
autoimmune encephalitis may help to clarify this question.
Based on these observations, we set force to determine
whether CSF concentrations of resistin and progranulin are
determined by specific diseases and by a resulting barrier
dysfunction. Whereas CSF concentrations of resistin were not
different among disease subgroups, CSF progranulin was sig-
nificantly higher in patients suffering from infectious CNS
diseases and this difference was significant against all the other
subgroups. Furthermore, the CSF/serum progranulin ratio was
highest in the infectious disease subgroup and significantly
different from all the remaining subgroups. It is intriguing to
speculate that CSF progranulin might function as a possible
predictor of infection and could be used as a discriminator
against autoimmune inflammation or other mechanisms of
inflammation. However, it may not be specific enough and
could also compete with microbiological tests. Whereas pro-
granulin concentrations and the CSF/serum progranulin ratio
failed to serve as a predictor indicating multiple sclerosis, we
observed higher progranulin levels and a higher CSF/serum
ratio in patients positive for oligoclonal bands. However, larger
and prospective cohorts are necessary to investigate whether a
specific cut-off value for CSF progranulin or CSF/serum
progranulin ratio can be calculated by receiver-operator

22 © 2015 Stichting European Society for Clinical Investigation Journal Foundation



BROSPINAL FLUID

L
O
=
pd
-
-
b
<
oC
O
©)
oc
o
@)
P
<
e
T
@
92)
L

L'LL +Z€E 9seasIp sNoljoaju|
sdnoub esessiqg

¢ 0L X Ones wniss/4S)

uljnuelboud (q)

L000 > V06 F L[¥y9 'SU 6:8L F L8 's'u 805l F 980L stu 6Ll F 20T s18y10
As|ed aniau

L00-0 > 6767 F 9208 ‘su 9'€Z F T¥S 's'u 02¢S F L99 's'u LGL F tle |eluetd/Ayledoinan
L00-0 > L6Vl F €809 'su 89L F £8¥ 's'u Z0L F 299 's'u €8 F L8l uted |el1oej/oydepesy
1000 > L¥ZZ ¥ G¥89 'su L'EL F 09 's'u L0Z F 6Ly 's'u 99 F 89l Asda|idg

L000 > L¥6L FE¥89  'su L'vl F 667 's'u 689 F 018 €00 €6 F 66l aseas|p Je|ndsep
L000 > 689 F L'6EL 'Ss'U L6L F 0Ly 's'u 69z F 9€9 's'u 68 F 68l sIs019|9g a|dnin|n

d d d SNSJIB A

0v0L F 67€9L 722 F 199 TLyL F 89LL Tyl F L€ aseasIp sNonvau|

sdnoub eseasiqg

(Qw/6d) 489 (Qw/Bu) wnieg (Qw/6d) 489 (Qw/6u) wnieg ()

ujjnueiboid unysisay

spueq |euo|20B1|o jo aouasald ay) 1o}

aAllsod aue oym syuained ul saybiy Ajpueoiyiubis aie onzes wnias/4S) uljnuesbold orwyiaebo| ayl pue suoilesiuaduod uljnueiboud 4S9 'spueq |euojoobijo
10 9ouasaud ay} (aAnlebau) 1noyum pue (aAnisod) yum sdnoibgns ui onjes uijnuesfoid wnias/{SH pue suolleduaduod uijnuesboid 459 104 S F son
-|eA uBB|\ :(J |dUukd "UOIIBIABD pJepuels ‘QS (Wa1SAS SNOAJBU |BJIudd ‘SND ‘pPINj} |euldsoiqalad ‘4D ) Med ul papn|oul a1am }wl| UOI}}8P aYl MO|aq
SUOI1BJIUBDUOI UIlSISa 4S) YHM asoy) Buipnjoul s108[qns ||y ;810 ‘sdnoiBgns 8say) ul SUOI1LIUddU0I ullsIsal pue uljnuesboud 4S) 10} pale|ndjed alam
dsS F senjea ues|\ “(1/s[]82 G < pue 1/s[|8d G—0) sdnoJBYNs oM} 03Ul PBPIAIP 81oM susiied pue ‘4S9 Ul PaINSeaW SBM JUNOD (|82 [e10] . 0L X 00T <
'€ apeub I, QL X 0-0C >:g @pesb i, QL X 0-0L > :L 9pesb !sieah g9 > abe uoy . QL X (-8 > pue siedA oy > abe Joj . QL X G-9 > ones :0 apelb :onel
ulwng|e wnias/4S) ayl Aq pauiap st Aoualed/uoiounysAp 4S)-poojq o apelb ay] uo1unisAp 4S)-poojq o 9a169p oyl 01 Bulpi0d2doe UMOYS aJe suollel]
-Uaouo09 ullsIsal 4S) pue uinuesboid 4S8 10} S F san|eA ueslp ) |dued ‘'sdnoubgns Buluiewsas sy} ||e 0} paledwod Usym saseasip SN SNOI0ajUl
yum sjuaned ul 1aybiy Ajuesiiubis si olzes wnias/4S) uljnuesbold siwyiebo| syl 'sdnoiBgns aseasip 10} UMOYS ale (g) SOolled wnias/4S) uijnuelb
-01d :g |aued ‘sdnoiBgns Buowe ajeulwIOSIP 0} 9|e}NS 10U dJe SUOI1BJIUBIUOD UIISISA) {SD) SE |[9M S UOI1eJluadu0d uljnuesfoid wnias pue uilsisal
wnJas ‘1seJluod u| ‘sdnolbqgns aseasip ay} Jo Jaylo Aue o1 paisedwod uaym Jaybiy (L00-0 > 4) Ajuesiiubis pue seseasip SN SNoNoajul yum suailed
ul 1saybiy aJ4e suollesiuaduod uinuesboid 459 ‘sdnoubBgns aseasip 10} paziewwns aie uijnuelBfoldd 459 pue uljnuesBoid wnias ‘uilsisal 4S) ‘UllsIsal
winJas Jo S F San|eA uea|\ 1y [dued "Jallieq 4S)/poo|q Jo uonenBaisAp pue sdnoibgns aseasip 0} uolie|as ul saupjodipe 4S) pue wnias { a|qeL

European Journal of Clinical Investigation Vol 46 23



www.ejci-online.com

M. BERGHOFF ET AL.

(Qw/6d) 489

L00-0 7Ll F 80¢
*GL F vyl

d
600-0 x9-¢Gl + €18
709 F €LE

d
¢00 *€¢L F 9091
1000 > +89LL F GOLL
LT F C6E

d
L-6€ F+ 9 €€

(Jw/Bd) unsisas 49

(qw/Bu) wniag (Qw/6d) 489

uljnueiboud

1000 >

d

¢ OLX onel
uljnuelboid wnias/4SH

L00-0 >

¢00
L00-0 >
L00-0 >

1000 >

¢00:0
1000
¢00:0
1000
€000

*G'9Y + ¢ LE6
6L F ¢-80L

(Tw/Bd)
uljnueiboud 4S9

x06L F OLEL
¢6lL F+ 099

*L0L F ¥18L
*9¢L F 820l
«G¢y + 098

¢6¢ + G/L9

(qw/B6d) ulnueiboid 489
98 F €91

8L F 09l
97 F 9€L
¢S+ 96l
¢ F eVl
86 F 0LL

(Jw/Bu) wniag

unsisay

‘GO0 >dx

(€L = u) a|gejieAe 10N
(ev = u) anllsod

(vLz = u) annebaN
spueq \mCO\UOm.:O

(@

S|199 G <

S|192 G0
71/1uno9 189 4S9
€ 9peln

¢ dpeln

L 9peln

SNSI9N

0 @peln
uonounsAp 4S9-poojg
Q)

s1ay10

As|ed anuau
|eluesa/Ayledoinap

uled |e1oej/ayoepeaH
Asda|idg

aseas|p Je|nasep
S1s049|9s a|di|n|pl

SNSIap

(v)

panunuo) ¥ ajqey

24 © 2015 Stichting European Society for Clinical Investigation Journal Foundation



RESISTIN AND PROGRANULIN IN CEREBROSPINAL FLUID

characteristics to discriminate between specific diseases. The
present data argue for a promising potential of CSF progranulin
in this context. Whereas both CSF progranulin and CSF resistin
concentrations are increasing with the grade of blood—CSF
barrier dysfunction (determined by CSF/serum albumin and
protein ratios), only CSF progranulin seems to have this
potential. CSF progranulin levels are also higher in patients’
subgroups with > 5 cells/pL CSF.

Cerebrospinal fluid progranulin has been discussed as a
potential predictor for multiple sclerosis in one smaller study
with only n = 10 patients suffering from progressive multiple
sclerosis and with only # = 5 inflammatory controls [10],
whereas another study with only 7 inflammatory controls found
no association [23]. Based on the present large and well-charac-
terized cohort, we demonstrate that CSF progranulin is not
associated with multiple sclerosis but might help to discriminate
infectious CNS diseases from other diseases.

A well-conducted study by Nicholson et al. [21] measured
serum and CSF progranulin concentrations in 345 older indi-
viduals. We could confirm their observed positive correlation
between serum and CSF progranulin concentrations but not the
reported associations with age and gender. Our present data give
a valuable insight into how the correlation between serum and
CSF progranulin levels is regulated by the blood—CSF barrier.

As resistin is also expressed and secreted by monocytes that
may cross the BBB in inflammation, CSF total cell count might
affect CSF resistin levels as it is the case in the present study.
Therefore, CSF resistin concentrations might be interpreted
with caution and we cannot definitively rule out a monocytic
and local release of resistin from immigrated cells. Moreover,
CSF resistin concentrations ranging within the linear range of
the dilution curve of the respective ELISA were only available
in n = 112 patients.

Taken together, serum resistin and (to a lesser extent) serum
progranulin levels are correlated to markers of systemic inflam-
mation and LDL cholesterol. There exists CSF patency for both
adipokines and CSF concentrations increase with increasing
grade of blood—CSF barrier dysfunction. In particular, CSF
progranulin concentrations are significantly regulated by
blood—CSF barrier function under physiological and patho-
physiological conditions such as infection. In contrast to the CSF
concentrations, the serum levels of both adipokines are not cor-
related to any of the neurological disease subgroups. Specific
Reiber quotients and graphs are presented as CSF/serum pro-
granulin and CSF/serum resistin ratios for the first time.

Conclusions

The adipokines resistin and progranulin represent putative
regulators of the fat-brain axis by their ability to cross the BBB
under physiological and pathophysiological conditions.
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Summary

Context Data on quantification and regulation of adipsin in
human cerebrospinal fluid (CSF) are sparse, and the physiologi-
cal role of adipsin as an adipokine crossing the blood—brain bar-
rier (BBB) is uncertain.

Objectives This study quantified adipsin concentrations in
paired serum and CSF samples of patients undergoing neurolog-
ical evaluation and spinal puncture.

Design A total of 270 consecutive patients with specified neuro-
logical diagnosis were included in this study without prior
selection.

Main outcome measures Adipsin serum and CSF concentra-
tions were measured by ELISA. A variety of serum and CSF rou-
tine parameters were measured by standard procedures.
Anthropometric data, medication and patient history were avail-
able.

Results Adipsin concentrations ranged between 467 and
5148 ng/ml in serum and between 4-2 and 133-5 ng/ml in CSF.
Serum adipsin concentrations were correlated positively with
respective CSF concentrations and were approximately 40-fold
higher when compared to CSF. The mean CSF/serum ratio for
adipsin was 27 + 22 x 107>, Serum and CSF adipsin levels
were independent of gender and significantly higher in over-
weight/obese individuals. Serum and CSF adipsin levels corre-
lated significantly with age and were higher in patients suffering
from diabetes mellitus or hypertension. CSF adipsin concentra-
tions showed a significant correlation with markers of inflamma-
tion in CSF, but not with CSF total cell count or the presence of
oligoclonal bands. Patients suffering from infectious diseases had
higher CSF levels of adipsin than multiple sclerosis patients.
Conclusions Adipsin is present in human CSF under patho-
physiological conditions. The positive correlation between serum
and CSF concentrations, the positive correlation between the
CSF/serum ratios for adipsin and total protein and the lack of
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association with CSF cell count argue against an autochthonous
production in the central nervous system. In contrast, the pre-
sent data argue for a significant BBB permeability to adipsin.

(Received 14 April 2015; returned for revision 3 June 2015; finally
revised 10 July 2015; accepted 10 July 2015)

Introduction

Adipokines' exert a pleiotropic role in human physiology,
energy metabolism and endocrine regulation and some of them
appear in human cerebrospinal fluid (CSF).”> The concentration
of these neuro-endocrine active adipokines such as leptin and
adiponectin®® in cerebrospinal fluid is controlled by the blood—
brain barrier (BBB) function. The individual concentration of
these endocrine- and adipose-specific molecules differs signifi-
cantly between plasma/serum and CSF and plays an important
role under physiological and pathophysiological conditions. The
regulation of satiety and appetite or insulin sensitivity>>> by
adipokines are prominent examples. Some mediators such as
neuropeptide Y (NPY) argue for the existence of a brain—fat
axis,” whereas adipokines such as leptin, adiponectin or resistin
provide the molecular basis of a fat-brain axis.> *°

The adipose tissue® does not only represent an endocrine
organ’ but can also be regarded as part of the immune system
9712 due to its expression of classical cytokines (e.g. interleukin-
6), chemokines (e.g. monocyte chemoattractant protein-1),
inflammatory acute phase proteins (e.g. C-reactive protein),
C1q/TNF-related proteins (CTRPs), pattern recognition mole-
cules (e.g. Toll-like receptor-4) and complement components.''
Among the latter, complement factor D, also named adipsin,13
is highly expressed in untreated and in insulin-stimulated
adipocytes and to a lower extent also in monocytes and
macrophages.'*'® Adipsin is one of the most abundant
adipokines and acts as a serine protease. Adipsin is part of the
adipsin—ASP (acylation-stimulating protein) pathway regulating
triglyceride synthesis.'””'® Beyond its metabolic function, adipsin
is secreted by adipocytes into the blood stream * and acts in
the alternative complement activation pathway whereby it com-
pletes the formation of C3 convertase enzyme by cleaving factor

© 2015 John Wiley & Sons Ltd



B bound to C3b yielding C3bBb. Adipsin-deficient mice have a
defective antibacterial host defence.'® Adipsin-deficient animal
models are characterized by fat loss, whereas adipsin deficiency
caused by single point mutations is related to lipodystrophy or
severe and recurrent meningococcal infections in humans.'®**2!

Up to now, there is only one single publication addressing
CSF adipsin levels in humans.* Hietaharju ef al. * investigated
the CSF and serum levels of adipsin in four twins discordant for
multiple sclerosis and reported on higher CSF adipsin concen-
trations in twins suffering from multiple sclerosis (P = 0-039).
In their study, adipsin CSF concentrations were not related to
the respective serum concentrations. As the study cited above *
has limited power using only four probands and as other reports
are currently not available, it was the aim of this study

® To quantify adipsin concentrations by ELISA in paired
serum and CSF samples from a well-characterized cohort of
patients (n = 270) who underwent neurological evaluation
including spinal puncture in a single and tertiary care centre,

* To test for putative correlations of serum/CSF adipsin levels
with anthropometric parameters, routine laboratory parameters
and subgroups of neurological and internal medicine diseases,

* To obtain insight into the regulation of BBB function with
respect to the penetration of adipsin by providing novel and
specific CSF/serum ratios and to correlate them with standard
and routine parameters of the BBB.

Material and methods

Study population

Serum and CSF samples were collected from patients undergo-
ing neurological evaluation at the Department of Neurology,
University Hospital Giessen, Germany. General patient charac-
teristics have been published earlier by our group in a study on
the role of progranulin/resistin in CSF.** Serum was prepared
from whole blood by centrifugation (4 °C, 10 min., 1520 g).
CSF samples were obtained by lumbar puncture. Serum and
CSF samples were immediately stored at—20 °C. All participants
were informed about the aim of the study and gave informed
consent. The study was approved by the local ethical committee
(registration note AZ 287/13). The exclusion criteria were preg-
nancy and age <18 years. Anthropometric and patient-related
data such as age, gender, body mass index (BMI), underlying
diseases and medication were recorded. The occurrence of type
1 or type 2 diabetes mellitus, dyslipidaemia, coronary artery dis-
ease and thyroid disease was documented. Smoking habits and
medication, especially the use of levothyroxine, statins and hor-
monal contraceptives, were also recorded. The final diagnosis
was defined by a board-certified neurologist. Patients were
divided into seven subgroups for evaluation: one infectious dis-
eases of the central nervous system (CNS), two multiple sclero-
sis, three vascular diseases (brain and spinal infarction), four
epilepsy, five headache/facial pain, six neuropathy/cranial nerve
palsy, seven Others (consisting of dementia, psychiatric disor-
(NPH) and patients
undergoing spinal puncture for exclusion of other diseases).

ders, normal pressure hydrocephalus
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According to their CSF/serum albumin ratio, patients were
divided into four subgroups: grade 0: ratio <6-5 x 10 for age
<40 years and <8-0 x 107> for age <60 years; grade 1:
<10-0 x 1077 grade 2: >10-0 x 1077 and grade 3: >20-0 x
1073, According to their CSF cell count, patients were divided
into 2 subgroups: 0-5 cells/ul and >5 cells/pl.

Measurement of CSF and serum parameters

Red and white blood counts, serum total protein, serum albu-
min, serum creatinine, C-reactive protein, serum glucose, AST,
ALT, uric acid, total bilirubine, cholinesterases, glycosylated hae-
moglobin concentration (HbAlc) and lipidological parameters
(triglycerides, cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol)
were measured by standard methods at the Institute of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine, Giessen University Hospi-
tal, Germany. Total cell count, total protein, albumin, glucose,
lactate, ferritin, and immunoglobulins G, A and M were mea-
sured in serum and CSF using standard techniques in the Neu-
rochemical Laboratory of the Department of Neurology. CSF/
serum ratios were calculated for albumin, total protein and
adipsin and plotted using double-logarithmic scales as used in
typical Reibergrams.

Measurement of adipsin in serum and CSF

Serum and CSF levels of adipsin were measured by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) in duplicate using the
DuoSet ELISA development systems (R&D Systems, Wiesbaden,
Germany). The lower detection limit was 31-2 pg/ml.

Statistics

Means were compared by the nonparametric Mann—Whitney
U-test. Post hoc power analysis (G*Power) was applied for calcu-
lation of achieved power for comparison of mean values of dis-
ease subgroups of given size. Correlation analysis was performed
using the Spearman rho test for linear variables, and the non-
parametric Mann—Whitney U-test was applied for comparison of
classified variables. For calculation of mean values + standard
deviation (& SD), correlation analysis and regression analysis, a
statistical software package (SPSS 22.0), IBM (Armonk, New
York, USA) was used. A P-value below 0-05 (two tailed) was
considered as statistically significant.

Results

Characteristics of the study population

The baseline characteristics of this study population have been
used earlier for investigations on resistin and progranulin in
CSF.22 Briefly, n = 270 individuals (110 men, 160 women) were
included in the study. The mean age was 50-6 £ 17-5 years.
Table 1 summarizes the detailed characteristics of the entire
study population with respect to adipsin and anthropometric as
well as laboratory parameters in serum and CSF. Adipsin
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concentrations could successfully be measured in all 270 pro-
bands by ELISA in duplicate. Adipsin concentrations ranged
between 467 and 5148 ng/ml in serum (mean: 1385 £ 641 ng/
133-5 ng/ml
34-4 £ 25-3 ng/ml). Serum adipsin concentrations were approx-

ml) and between 4-2 and in CSF (mean:
imately 40-fold higher in serum when compared to CSF and the
mean CSF/serum ratio was 27 + 22 x 107>

Table 2 summarizes in detail the statistical distribution of
adipsin concentrations in serum (a) and CSF (b). Adipsin levels
in serum and CSF were independent of gender and significantly
higher in overweight/obese individuals. Serum and CSF adipsin
levels were significantly and positively correlated with age, even
after correction for gender and BMI.

Correlation analysis of serum and CSF adipsin
concentrations with numerical and classified variables

Serum adipsin (Table 3a) was significantly and positively corre-
lated with a number of serum and CSF parameters. Among
these positive correlations, the correlation with S-creatinine/urea
and with S-glucose/HbAlc was most impressive. Moreover, we
registered elevated levels of serum adipsin in the presence of dia-
betes mellitus (type 1 and type 2) and hypertension. CSF adipsin
showed several significant correlations with CSF parameters
(Table 3b). Among these positive correlations, the correlation
with CSF inflammation markers such as total protein and albu-
min (markers for BBB permeability) as well as ferritin, lactate,
IgG, IgA and IgM was most striking. Of note, partial correlation
analysis showed that some of the correlations found for serum
and CSF adipsin were dependent on age and on BMI (Table 3a,
b).

In order to characterize the positive correlations of serum
and CSF adipsin levels with diabetes mellitus and hyperten-
sion, subgroup analysis was performed (Table 3c). Patients
suffering from diabetes mellitus or hypertension had signifi-
cantly higher mean serum and CSF values when compared to
patients without these diseases. This subgroup analysis con-
firms the results of the correlation analysis. The positive cor-
relation of adipsin with HbAlc and serum glucose fits well
with higher mean values in diabetes mellitus, and the associa-
tion with renal markers of filtration might be caused by
hypertension- and/or diabetes-induced nephropathy. Of note,
the observed elevated serum adipsin levels in diabetes and in
hypertension also correspond to both higher age and BMI in
these subgroups.

Correlation and regression analysis of adipsin in serum
and CSF

The serum concentration of adipsin is significantly (P < 0-001)
and positively (r =+ 0-32) correlated with the respective CSF
concentration of adipsin (Fig. la). This correlation argues
against a predominant autochthonous expression of adipsin in
the central nervous system. Fig. 1b depicts the positive correla-
tion of BMI and serum adipsin levels. The positive correlation
of age with serum adipsin concentrations is shown in Fig. lc.

Table 1. Characteristics of the study population (n = 270 individuals)

Study population (n = 270)
Age (years)
Males 1 (%)
Females n (%)
Anthropometric parameters
Mean BMI* (kg/m?)
BMI < 25,0 kg/m? n (%)
BMI >25,0 kg/m? n (%)
Carbohydrate Metabolism
Plasma glucose (mg/dl)
HbAlIc (%)
Diabetes mellitus n (%)
Lipoprotein Metabolism
Total cholesterol (mg/dl)
LDL cholesterol (mg/dl)
HDL cholesterol (mg/dl)
Triglycerides (mg/dl)

50-6 + 17-5 [18-90]
110 (40-7)
160 (59-3)

130 (48:1)
133 (49-3)

113 + 38 [64-289]
6:0 & 09 [5:2-10-4]
31 (115)

202 + 43 [105-333]
130 + 42 [40-232]
55 + 15 [22-93]
140 + 86 [29-605]

Inflammation
CRP (mg/l)
Leucocytes (giga/l)
Red blood count
Platelets (giga/l)
Haemoglobin (g/1)
Serum parameters
Total protein (g/1)
Total albumin (g/1)
Creatinine (mg/dl)
Cerebrospinal fluid parameters
Cell count (ul)
Total protein (g/1)
Albumin (g/1)
Lactate (mmol/l)
I¢G (g/)
Adipsin
Adipsin in serum [ng/ml] (n = 270)
Adipsin in cerebrospinal fluid
[ng/ml] (n = 270)

6:5 + 165 [0-5-149-0]
7.7 4 27 [3-3-19-9]

260 & 79 [83-724]
143 + 16 [96-198]

74 £ 6 [55-98]
419 + 4.8 [17-8-53-2]
0-98 + 0-22 [0-40-2-30]

9 + 37 [0-352]
0-520 + 0-281 [0-176-2-700]
0-277 + 0-158 [0-093—1-500]
1-87 = 0-36 [1-25-3-47]
0-0461 =+ 0-0545 [0-0118-0-4140]

1385 + 641 [467-5148]
344 + 25.3 [4-2-1335]

CSF/serum adipsin ratio 27 + 22 [4-159]
(x107%) (n = 270)

Neurological diseases/Clinical subgroups
Infectious CNS disease n (%) 13 (4-8)
Multiple sclerosis n (%) 42 (156)
Vascular disease n (%) 22 (8:1)
Epilepsy n (%) 26 (9:6)
Headache/facial pain n (%) 26 (9:6)
Neuropathy/cranial 49 (18-1)

nerve palsy n (%)
Otherst n (%) 92 (34-1)

Anthropometric and laboratory parameters in serum and CSF (cere-
brospinal fluid) are shown. General patient characteristics have been
published earlier by our group in a study on the role of progranulin/re-
sistin in CSF.22 Mean values + standard deviation (SD) and range are
given for linear variables. For classified variables, absolute numbers and
percentages are shown. BMI, body mass index; CSF, cerebrospinal fluid;
CNS, central nervous system; CRP, C-reactive protein; HbAlc, glycosy-
lated haemoglobin Alc; IgG, immunoglobulin G; LDL, low-density
lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein.

*BMI was not available in 2-6% of patients.

tConsisting of dementia, (9) psychiatric disorders, (12) normal pressure
hydrocephalus (9) and patients undergoing spinal puncture for exclusion
of other diseases (60).

© 2015 John Wiley & Sons Ltd
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Table 2. Distribution of serum and CSF adipsin concentrations

Minimum Maximum Mean  SD
(a) Serum adipsin [ng/ml]
Total population 467 5148 1385 642
(n = 270)
Gender
m (n=110) 467 3521 1345 545
f (n = 160) 496 5148 1413 700
BMI
< 25 kg/m? 467 3084 1258* 503
(n = 130)
>25 kg/m? 508 5148 1497* 727
(n=133)
Age 50-6 & 17-5 years  Positive
correlation:
r = +0-34;
P < 0-001
(b) CSF adipsin [ng/ml]
Total population  4-2 1335 34-4 253
(n =270)
Gender
m (n = 110) 7-0 133-5 34.9 252
f (n = 160) 42 122-3 34-0 25-4
BMI
< 25 kg/m? 54 109-7 31-8** 235
(n = 130)
>25 kg/m? 4.2 1335 37.0%* 264
(n =133)
Age 50:6 & 17-5 years  Positive
correlation:
r=+0-32;
P < 0-001

Serum concentrations of adipsin (a) and CSF concentrations of adipsin
(b) are shown. Mean serum concentrations of adipsin are approximately
40-fold higher than the respective CSF concentrations. Serum and CSF
adipsin concentrations are significantly higher in overweight/obese indi-
viduals when compared to lean subjects. Both serum and CSF adipsin
levels were significantly correlated with age (Spearman rho test), even
after correction for gender and BMI (partial correlation analysis). BMI,
body mass index; M, male; f, female; CSF, cerebrospinal fluid; r, correla-
tion coefficient; SD, standard deviation. *P = 0-002 for BMI < 25 vs
BMI >25 kg/m®; **P = 0-016 for BMI < 25 vs BMI >25 kg/m”.

Similar to classical Reibergrams, we plotted the CSF/serum
ratios for adipsin against those for albumin and total protein
using a logarithmic scale. As the CSF/serum ratios for albumin
were only available in 41 subjects, we calculated the CSF/serum
ratio for total protein and found in n = 141 subjects a highly
significant (P = 0-01) and positive (r = + 0-22) correlation of
the CSF/serum ratio for total protein with the CSF/serum ratio
for adipsin. Taken together, an increased CSF patency for total
protein (BBB dysfunction) is correlated with an increased CSF
patency for adipsin.

Subgroup analysis of serum and CSF adipsin
concentrations in different neurological disease groups

Serum and CSF adipsin concentrations (Table 4a and b) were

highest in patients of the infectious disease subgroup. CSF
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levels were lowest in the multiple sclerosis subgroup. Concern-
ing serum adipsin, the differences between the infectious dis-
ease subgroup on the one hand and multiple sclerosis or
epilepsy on the other hand were not significant after Bonfer-
roni correction. Due to comparison of seven subgroups, differ-
ences were considered as statistically significant at P < 0-007.
Concerning CSF adipsin, differences between the infectious dis-
ease subgroup on the one hand and patients with multiple scle-
rosis and headache/facial pain on the other hand were
statistically significant. Moreover, multiple sclerosis patients had
significantly lower CSF adipsin levels than patients with vascu-
lar disease. Despite the limited sample size of the compared
subgroups (Table 1), sufficient power was achieved for the
comparison of mean CSF adipsin concentrations (>89%).
Although conclusions and interpretations must be made with
caution, the application of Bonferroni correction for multiple
subgroups and post hoc power analysis, respectively, reduce the
chance of false-positive results and help to detect underpower-
ing. As patients were significantly older in the infectious disease
subgroup when compared to the headache/facial pain patients
and also in the vascular disease subgroup when compared to
the multiple sclerosis patients, higher age might account for at
least part of the elevated CSF adipsin levels in the respective
subgroups.

Subgroup analysis of CSF adipsin concentrations with
respect to classical markers of BBB dysfunction, CSF cell
count and oligoclonal bands

Mean values = SD of CSF adipsin concentrations were mea-
sured in patients and related to varying degrees of BBB dysfunc-
tion (Table 4c). Interestingly, there is a stepwise increase in CSF
adipsin mean values in patients with increasing grades of a dis-
turbed blood—CSF barrier function. Moreover, patients were
divided into two subgroups with respect to CSF total cell count
(0-5 cells/pl and >5 cells/pl), and subgroup analysis was per-
formed for mean CSF adipsin concentrations (Table 4c). Adipsin
levels were not significantly different in these two subgroups.
When patients were divided into two subgroups with or without
the presence of oligoclonal bands, both CSF adipsin concentra-
tions and the logarithmic CSF/serum ratios for adipsin were not
different (Table 4d).

Discussion

To our knowledge, this is the first study systematically investi-
gating the concentrations of adipsin in paired serum and CSF
samples in a larger cohort of patients. The present study pro-
vides data on the distribution of adipsin concentrations in rela-
tion to the respective serum concentrations in a large and
neurologically well-characterized study population. These data
might serve as a basis for the future development and establish-
ment of normal ranges and give a valuable insight into how the
correlation between serum and CSF adipsin levels is regulated by
the BBB. Our data clearly argue against an autochthonous pro-
duction of adipsin in the central nervous system. First, adipsin
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Table 3. Correlation analysis of serum (a) and CSF (b) adipsin concentrations with numerical parameters in serum and CSF. Mean values + SD are
shown for serum and CSF adipsin concentrations, age, serum creatinine, CRP and BMI in patients with/without diabetes mellitus and hypertension (c)

Adjusted for age +

(a) Correlation analysis of serum adipsin concentrations Adjusted for age Adjusted for BMI BMI

Parameter P r P r P r P r
S-creatinine <0-001 +0-28 <0-001 +0-28 <0-001 +0-32 <0-001 +0-28
S-urea <0-001 +0-23 0-04 +0-13 n.s. n.s.

S-uric acid 0-04 +0-18 n.s. 0-007 +0-26 0-04 +0-2
S-albumin 0-04 —0-13 n.s. 0-03 —0-15 n.s.

S-haemoglobin 0-03 —0-14 0-005 —0-17 0-005 —0-2 0-004 —0-2
S-CRP <0-001 +0-22 n.s. n.s. n.s.

S-1gG 0-002 +0-19 0-02 +0-14 n.s. n.s.

S-triglycerides 0-04 +0-18 n.s. n.s. n.s.

S-glucose 0-02 +0-2 n.s. 0-02 +0-24 0-04 +0-2
S-HbAlc 0-006 +0-27 n.s. 0-006 +0-31 0-04 +0-24
CSE-protein 0-002 +0-19 n.s. n.s. n.s.

CSF-albumin 0-001 +0-2 n.s. n.s. n.s.

CSF-1gG <0-001 +0-23 0-049 +0-12 0-006 +0-19 0-013 +0-17
CSF-IgA 0-002 +0-34 n.s. n.s. n.s.

CSF/serum adipsin ratio <0-001 —0-26 <0-001 —0-27 0-001 —0-23 0-001 —0-27
BMI 0-002 +0-21 0-024 +0-16 — — — —

Adjusted for age

(b) Correlation analysis of CSF adipsin concentrations Adjusted for age Adjusted for BMI +BMI
Parameter P r P r P r P r
CSF-protein <0-001 +0-38 <0-001 +0-33 <0-001 +0-37 <0-001 +0-33
CSF-ferritin 0-012 +0-45 n.s. n.s. n.s.
CSF-lactate <0-001 +0-28 0-01 +0-16 <0-001 +0-28 0-002 +0-21
CSF-albumin <0-001 +0-38 <0-001 +0-31 <0-001 +0-36 <0-001 +0-31
CSF-IgG <0-001 +0-36 0-003 +0-18 <0-001 +0-26 <0-001 +0-25
CSF-IgA <0-001 +0-56 <0-001 +0-48 <0-001 +0-45 0-005 +0-36
CSF-IgM 0-034 +0-24 0-03 +0-26 0-004 +0-37 0-009 +0-34
S-albumin 0-007 —0-16 0-03 —0-14 0-012 —0-17 n.s.
S-IgM 0-01 —0-3 0-04 —0-24 0-02 —0-3 n.s.
S-creatinine 0-03 +0-14 n.s. 0-044 +0-14 n.s.
S-urea 0-03 +0-14 n.s. n.s. n.s.
S-triglycerides 0-002 +0-27 0-041 +0-18 n.s. n.s.
S-HDL 0-007 —0-34 n.s. n.s. n.s.
S-glucose 0-012 +0-21 n.s. n.s. n.s.
S-HbAlc 0-012 +0-25 n.s. n.s. n.s.
CSF/serum adipsin ratio <0-001 +0-79 <0-001 +0-8 <0-001 +0-76 <0-001 +0-77
BMI n.s. n.s. - - - -
(c) Serum and CSF adipsin levels in patient subgroups
Serum adipsin (ng/ml) CSF adipsin (ng/ml) Age Crea BMI
Diabetes mellitus: yes 1690 + 835* 39:6 £+ 24-8% 62:5 + 11-4% 1-09 + 0-39 11-2 + 254 309 £+ 6:0F
P =001 P < 0:001 P < 0-001
Diabetes mellitus: no 1343 + 597 33.9 + 253 49-2 £ 175 0-96 + 0-18 59 £ 15-0 260 + 4-6
Hypertension: yes 1613 £+ 706** 41-5 £ 28-2** 61-8 £ 13-0%* 1-:04 £ 0-28** 6-8 £ 15-5 28:6 £ 4-9%*
P < 0-001 P < 0-001 P < 0-001 P < 0-001 P < 0-001
Hypertension: no 1213 + 521 294 £ 215 42-5 £ 156 0-93 £ 0-15 63 + 174 25-1 £+ 4.7

CRP, C-reactive protein; CSF, cerebrospinal fluid; HDL, high-density lipoprotein; Ig, immunoglobulin;

n.s. = not significant; r, regression coefficient for

numerical parameters (Spearman rho test; partial correlation analysis); S, serum; mean values in Panel C were compared by the Mann—Whitney U-test;
*ps subgroup without diabetes mellitus; **vs subgroup without hypertension.

© 2015 John Wiley & Sons Ltd
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Fig. 1 Regression analysis of serum adipsin concentrations with CSF adipsin concentrations (a), BMI (b) and age (c). Scattered plots of n = 270 (a, c)
or n = 212 (b) probands, respectively, are shown and regression coefficients were calculated. BMI, body mass index.

levels were not elevated in subgroups of patients with elevated
CSF total cell count. Second, CSF adipsin levels are significantly
and positively correlated with the respective serum concentra-
tions. Third, CSF adipsin levels stepwisely increased with
increasing grade of BBB dysfunction, measured by CSF/serum
albumin or total protein ratio. Fourth, the CSF/serum adipsin
ratio correlates positively with the CSF/serum protein ratio.

As adipsin is also expressed and secreted by monocytes, CSF
total cell count might affect CSF adipsin levels. Therefore, CSF
adipsin concentrations might be interpreted with caution and
we cannot definitively rule out a monocytic and local release of
adipsin from CSF cells. However, as mentioned above, the adip-
sin concentrations were not different in the large two subgroups
of patients with or without significant numbers of total CSF
cells.

As we could clearly demonstrate BBB permeability to adipsin,
we postulated that CSF adipsin might function as predictor of
neurologic diseases. Interestingly, CSF adipsin concentrations

© 2015 John Wiley & Sons Ltd
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were significantly higher in patients with infectious diseases
when compared to patients suffering from multiple sclerosis. In
a small study on four twins discordant for multiple sclerosis,”*
CSF adipsin levels were elevated in multiple sclerosis. Among
the pathophysiological subgroups investigated in the present
study, the group of multiple sclerosis patients had the lowest
levels of CSF adipsin concentrations. Furthermore, subgroups of
patients with or without the presence of oligoclonal bands had
identical CSF adipsin levels. As CSF cannot be easily obtained
from completely healthy individuals from an ethical point of
view, the comparison between neurologically affected and
healthy individuals remains difficult and represents a clear limi-
tation of the present study. Due to the high number of sub-
groups (n=7),
subgroups concerning serum adipsin levels and adipsin CSF/

differences between neurological disease
serum ratios did not remain significant after Bonferroni correc-
tion. However, due to the lack of data on precise adipsin con-

centrations in these neurological disease subgroups, presentation
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Table 4. Serum and CSF adipsin concentrations in relation to disease subgroups and dysregulation of BBB

Adipsin
(a) Serum ng/ml CSF ng/ml
Disease groups
Infectious disease 1602 £ 565 51-8 + 32-0
Versus P P
Multiple sclerosis 1188 £ 721 n.s. 19-2 £ 20-4 0-006*
Vascular disease 1351 =+ 483 n.s. 482 £ 323 0-002**
Epilepsy 1172 £ 297 n.s. 33-2 &£ 276 n.s.
Headache/facial pain 1241 + 375 n.s. 251 + 176 0-002*
Neuropathy/cranial nerve palsy 1596 + 814 n.s. 38:0 + 23-0 n.s.
Others 1441 £+ 633 n.s. 32-0 £ 246 n.s.
(b) Adipsin CSF/serum ratio x 10> Age years
Disease groups
Infectious disease 36 + 28 52:4 £ 176
versus P P
Multiple Sclerosis 30 + 30 n.s. 409 + 132 n.s.
Vascular disease 38 £+ 26 n.s. 552 £ 152 0-001**
Epilepsy 29 £ 22 n.s. 48-0 £ 171 n.s.
Headache/facial pain 21 £ 14 n.s. 369 + 133 0-002*
Neuropathy/cranial nerve palsy 27 £ 20 n.s. 59-7 & 16:0 n.s.
Others 24 + 18 n.s. 53-5 £ 175 ns.
(c) CSF Adipsin ng/ml
BBB dysfunction
Grade 0 (n = 214) 30-5 + 22:4
versus P
Grade 1 (n = 22) 44-0 £ 317 n.s.
Grade 2 (n = 32) 51-3 £ 291 <0-001*
Grade 3 (n = 2) 712 £ 12 n.s.
CSF cell count/pl
0-5 cells (n = 233) 33.7 £ 25-0
versus P
> 5 cells (n = 37) 38-8 + 265 n.s.
(d) CSF adipsin pg/ml CSF/serum adipsin ratio x10~>
Presence of oligoclonal bands
negative (n = 214) 34-3 + 254 27 £ 21
versus P P
positive (n = 43) 354 4+ 251 n.s. 30 £+ 25 n.s.

not available (n = 13) — _

(a) Mean values £ SD of serum adipsin and CSF adipsin concentrations are summarized for disease subgroups. CSF adipsin concentrations are highest
in patients with infectious CNS diseases and lowest in patients with multiple sclerosis. Due to Bonferroni correction, P-values below 0-007 (for n =7
subgroups) were considered as statistically significant. BBB, blood-brain barrier; CSF, cerebrospinal fluid; * vs infectious disease group; ** vs multiple
sclerosis group; n.s., not significant.

(b) Adipsin CSF/serum ratios (b) are shown for disease subgroups. The adipsin CSF/serum ratio was calculated and is shown for disease subgroups.
Due to Bonferroni correction, P-values below 0-007 were considered as statistically significant. n.s., not significant.

(c) Mean values + SD for CSF adipsin concentrations are shown according to the degree of BBB dysfunction. Mean CSF adipsin concentrations are step-
wisely increasing with severity of blood—CSF dysfunction. The grade of blood—CSF dysfunction/patency is defined by the CSF/serum albumin ratio: grade 0:
ratio <65 x 10 for age < 40 years and <8-0 x 10 for age <60 years; grade 1: <10-0 x 10 7 grade 2: <10-0 x 10 7; and grade 3: >20-0 x 10>, Total
cell count was measured in CSF and patients were divided into two subgroups (0-5 cells/ul and >5 cells/ul). Due to Bonferroni correction, P-values below
0-012 for differences between BBB dysfunction subgroups and below 0-025 for subgroups defined by CSF cell count were considered as statistically signifi-
cant. BBB, blood-brain barrier; CNS, central nervous system; CSF, cerebrospinal fluid; SD, standard deviation. * vs grade 0; n.s., not significant.

(d) Mean values £ SD for CSF adipsin concentrations and CSF/serum adipsin ratio in subgroups with (positive) and without (negative) the presence of oligo-
clonal bands. Due to Bonferroni correction, P-values below 0-025 were considered as statistically significant. CSF, cerebrospinal fluid; n.s., not significant.

© 2015 John Wiley & Sons Ltd
Clinical Endocrinology (2016), 84, 194-202



of the data might be useful for future studies and comparisons
as well as future improvement of ELISA-based interpretations.

Adipsin seems to be correlated to local and systemic infection
or inflammation. Both serum and CSF adipsin concentrations
showed significant and positive correlations with inflammation-
related parameters such as immunoglobulins, CRP, ferritin or
lactate. Some of these correlations were dependent on age and
BMI. The physiologic relevance of this phenomenon is currently
unclear. Most interestingly, a recent study by Cresci et al. *
reported an essential role of adipsin in the ability of the liver to
recover from toxic injury. Together with the accepted role of
complement factors in immune protection against invading
pathogens and in cell survival and regeneration, adipsin might
exert a protective and physiological role in brain and neuron tis-
sue recovery after injury and infection.

Future studies have to investigate by receiver operator charac-
teristics (ROC analysis) whether adipsin has the potential to pre-
dict specific neurological diseases or clinical outcome. The
present study opens a new window for a physiologic role of BBB
crossing adipokines in human disease.

Serum adipsin concentrations were dependent on BMI, age,
presence of hypertension or diabetes, serum glucose and HbAlc
concentrations. Amato et al. ** measured a variety of adipokines
in sera of 91 patients with type 2 diabetes and found no correla-
tion of adipsin levels with visceral adiposity index, BMI, waist—
hip ratio or with adipose tissue dysfunction in general. Using a
different assay, the cited work found mean serum concentrations
of 670 + 330 ng/ml, similar in both genders (mean levels were
generally lower as in the present study). Differences in study
design and patient selection as well as a different ELISA used
might account for this discrepancy. In the present large and
well-characterized study cohort of 270 patients, a significant and
positive correlation with anthropometric parameters was demon-
strated. The subgroups of patients with diabetes mellitus or
hypertension had significantly higher serum and CSF adipsin
levels, and concentrations were even related to diabetes-specific
parameters such as HbAlc and serum glucose. Increased serum
adipsin levels in diabetes and hypertension patients were associ-
ated with higher age and BMI in the present study. Due to their
positive correlations with serum adipsin mentioned above, eleva-
tion of these parameters might therefore account for part of the
higher adipsin levels observed in diabetes and hypertension sub-
groups. Our anthropometric data on BMI and diabetes are in
accordance with a recent study * reporting a positive correla-
tion of serum adipsin levels with BMI and a higher HOMA
index (homeostasis model assessment, indicating insulin resis-
tance).

Of note, both serum and CSF adipsin concentrations were
positively and significantly correlated with serum creatinine
levels in the present study, as has been described for serum adip-
sin earlier.”® As adipsin is known to be filtered through the
glomerular membrane and its circulating concentrations are

: . .27, 28
strongly increased in renal dysfunction,

there might be a
relationship between regulation of serum and, consecutively,
CSF adipsin levels and renal insufficiency. However, given the

small number of individuals with elevated serum creatinine

© 2015 John Wiley & Sons Ltd
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levels (>1-2 mg/dl; n = 22) being enrolled in the study, we can
only speculate about a possible causal relation.

Conclusions

Adipsin is present in human CSF under pathophysiological con-
ditions. The positive correlation between serum and CSF con-
centrations, the positive correlation between the CSF/serum
ratios for adipsin and total protein and the lack of association
with CSF cell count argue against an autochthonous production
in the central nervous system. In contrast, the present data argue
for a significant BBB permeability to adipsin. The present study
opens a new window for a physiologic role of BBB crossing
adipokines in human disease.

Acknowledgements

The work of Kathrin Hardes is highly appreciated.

Disclosure

The authors have nothing to disclose.

References

1 Kershaw, E.E. & Flier, J.S. (2004) Adipose tissue as an endocrine
organ. Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 89,
2548-2556.

2 Banks, W.A. (2008) The blood-brain barrier as a cause of obe-
sity. Current Pharmaceutical Design, 14, 1606—-1614.

3 Unger, R.H. (2000) Leptin physiology: a second look. Regulatory
peptides, 92, 87-95.

4 Hietaharju, A., Kuusisto, H., Nieminen, R. et al. (2010) Elevated
cerebrospinal fluid adiponectin and adipsin levels in patients
with multiple sclerosis: a Finnish co-twin study. European journal
of neurology: the official journal of the European Federation of
Neurological Societies, 17, 332-334.

5 Park, S., Hong, S.M., Sung, S.R. ef al. (2008) Long-term effects
of central leptin and resistin on body weight, insulin resistance,
and beta-cell function and mass by the modulation of hypothala-
mic leptin and insulin signaling. Endocrinology, 149, 445-454.

6 Havel, P.J. (2001) Peripheral signals conveying metabolic infor-
mation to the brain: short-term and long-term regulation of
food intake and energy homeostasis. Experimental biology and
medicine, 226, 963-977.

7 Yuzuriha, H., Inui, A., Goto, K. et al. (2003) Intracerebroventric-
ular administration of NPY stimulates resistin gene expression in
mice. International journal of molecular medicine, 11, 675—676.

8 Fantuzzi, G. (2005) Adipose tissue, adipokines, and inflammation.
The Journal of allergy and clinical immunology, 115, 911-919.

9 Trayhurn, P. & Wood, LS. (2004) Adipokines: inflammation and
the pleiotropic role of white adipose tissue. The British journal of
nutrition, 92, 347-355.

10 Trayhurn, P. (2005) Adipose tissue in obesity—an inflammatory
issue. Endocrinology, 146, 1003-1005.

11 Schaffler, A., Scholmerich, J. & Salzberger, B. (2007) Adipose tis-
sue as an immunological organ: Toll-like receptors, Clq/TNFs
and CTRPs. Trends in Immunology, 28, 393—-399.



202 A. Schmid et al.

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Schaffler, A. & Scholmerich, J. (2010) Innate immunity and adi-
pose tissue biology. Trends in Immunology 31, 228-235.
Fruhbeck, G. (2004) The adipose tissue as a source of vasoactive
factors. Current medicinal chemistry. Current medicinal chem-
istry. Cardiovascular and hematological agents, 2, 197-208.

White, R.T., Damm, D., Hancock, N. ef al. (1992) Human adip-
sin is identical to complement factor D and is expressed at high
levels in adipose tissue. The Journal of biological chemistry, 267,
9210-9213.

Rosen, B.S., Cook, K.S., Yaglom, J. et al. (1989) Adipsin and
complement factor D activity: an immune-related defect in obe-
sity. Science, 244, 1483-1487.

Kitagawa, K., Rosen, B.S., Spiegelman, B.M. et al. (1989) Insulin
stimulates the acute release of adipsin from 3T3-L1 adipocytes.
Biochimica et Biophysica Acta, 1014, 83-89.

Cianflone, K., Maslowska, M. & Sniderman, A. (1995) The acyla-
tion stimulating protein-adipsin system. International journal of
obesity and related metabolic disorders: journal of the International
Association for the Study of Obesity, 19(Suppl 1), $S34-S38.
Cianflone, K., Xia, Z. & Chen, L.Y. (2003) Critical review of acy-
lation-stimulating protein physiology in humans and rodents.
Biochimica et Biophysica Acta, 1609, 127-143.

Xu, Y., Ma, M., Ippolito, G.C. et al. (2001) Complement acti-
vation in factor D-deficient mice. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 98,
14577-14582.

Sprong, T., Roos, D., Weemaes, C. et al. (2006) Deficient alter-
native complement pathway activation due to factor D deficiency

21

22

23

24

25

26

27

28

by 2 novel mutations in the complement factor D gene in a fam-
ily with meningococcal infections. Blood, 107, 4865—-4870.
Esterbauer, H., Krempler, F., Oberkofler, H. ef al. (1999) The
complement system: a pathway linking host defence and adipocyte
biology. European Journal of Clinical Investigation, 29, 653—656.
Berghoff, M., Hochberg, A., Schmid, A. et al. (2015) Quantifica-
tion and regulation of the adipokines resistin and progranulin in
human cerebrospinal fluid (CSF). submitted and under review
Cresci, G.A., Allende, D., McMullen, M.R. et al. (2015) Alterna-
tive complement pathway component Factor D contributes to
efficient clearance of tissue debris following acute CCl(4)-
induced injury. Molecular immunology, 64, 9—17.

Amato, M.C., Pizzolanti, G., Torregrossa, V. et al. (2014) Vis-
ceral adiposity index (VAI) is predictive of an altered adipokine
profile in patients with type 2 diabetes. PLoS One, 9, €91969.
Derosa, G., Fogari, E., D’Angelo, A. et al. (2013) Adipocytokine
levels in obese and non-obese subjects: an observational study.
Inflammation, 36, 914-920.

Nassberger, L., Sturfelt, G. & Thysell, H. (1992) Serum levels of
the soluble interleukin-2 receptor are dependent on the kidney
function. American journal of nephrology, 12, 401-405.

Volanakis, J.E., Barnum, S.R., Giddens, M. et al. (1985) Renal
filtration and catabolism of complement protein D. The New
England journal of medicine, 312, 395-399.

Inagi, R., Miyata, T., Hong, K. et al. (1993) Decreased activity of
complement-mediated immune complex clearance in hemodialy-
sis patients. Clinical immunology and immunopathology, 68,
333-339.

© 2015 John Wiley & Sons Ltd
Clinical Endocrinology (2016), 84, 194-202



DOI: 10.1111/eci.12709

ORIGINAL ARTICLE

CTRP-3 is permeable to the blood-brain barrier and is
not regulated by glucose or lipids in vivo

Andreas Schmid”, Martin Berghoff', Alexandra Hochberg”, Andreas Schéffler” and Thomas Karrasch”

“Department of Internal Medicine Ill, "Department of Neurology, University Hospital Giessen, Giessen, Germany

ABSTRACT

Background C1g/TNF-related protein-3 (CTRP-3) represents a novel anti-inflammatory and antidiabetic adipo-
kine secreted by adipose tissue. The physiological and postprandial regulation of CTRP-3 remains obscure and it
is not known whether CTRP-3 is permeable to the brain. The postprandial regulation of CTRP-3 during an oral
glucose tolerance test (n = 100) and an oral lipid tolerance test (n = 100) in humans was investigated. More-
over, CTRP-3 concentrations were measured in paired serum and cerebrospinal fluid (CSF) samples of patients
(n = 270) undergoing neurological evaluation. The expression of CTRP-3 mRNA was investigated in adipocytes
upon stimulation with glucose, sex hormones and a broad panel of fatty acids.

Materials and methods Serum and CSF CTRP-3 concentrations were measured by ELISA. 3T3-L1 adipocytes
were used for stimulation experiments. CTRP-3 mRNA expression was quantified by using real-time PCR
analysis.

Results CTRP-3 is present in human cerebrospinal fluid with a mean CSF/serum ratio of 110 + 64 x 107
CTRP-3 is not regulated postprandially by carbohydrates or lipids in the healthy state. Females have slightly
higher levels of CTRP-3 when compared to males. A significant and positive correlation of CTRP-3 to LDL
cholesterol serum levels is reproducible in several cohorts and deserves further mechanistic investigation.
Whereas glucose concentrations do not influence CTRP-3 mRNA expression in 3T3-L1 adipocytes in vitro, fatty
acids differentially modulate CTRP-3 expression.

Conclusions The novel adipokine CTRP-3 is detectable in human cerebrospinal fluid (proof of principle). Due to
its blood-brain barrier permeability, CTRP-3 represents a novel putative candidate for a physiological regulator

molecule affecting central nervous functions.

Eur J Clin Invest 2017; 47 (3): 203-212

Keywords Adipocyte, adipokine, blood—brain barrier, cerebrospinal fluid, CTRP-3, lipid tolerance test.

Introduction

CTRP-3 belongs to the expanding C1q/TNF-related

protein (CTRP) superfamily with 15 family members up to
now [1,2]. CTRPs are pleiotropic and secreted mediators
involved in whole body energy metabolism, interorgan sig-
nalling, inflammation, immune regulation and many other
endocrine, paracrine and autocrine functions. Each of these
proteins shows a distinct expression profile but specific
receptors remain to be discovered. Several CTRPs such as
CTRP-3 [3-7] and CTRP-5 [7,8] are involved in
metabolism, immune regulation, inflammation and adipocyte
biology. CTRP-3 (C1q/TNF-related protein-3) is secreted by
mature adipocytes and therefore represents a novel
adipokine.

CTRP-3 improves adipocyte insulin sensitivity by decreas-
ing inflammation and by increasing insulin signalling [9].
CTRP-3 regulates adipocytic adipokine expression and
secretion [10]. Importantly, CTRP-3 lowers glucose levels in
rodents by decreasing gluconeogenesis and hepatic glucose
output [5]. These glucose-lowering effects are mediated by
increased hepatic Akt signalling and by reduced gluconeo-
genetic enzyme expression. In vitro experiments and in vivo
studies in wild-type mice showed that recombinant CTRP-3
acts anti-inflammatorily in adipocytes and monocytes by
antagonizing the pro-inflammatory effects of
lipopolysaccharide (LPS), fatty acids and toll-like receptor
ligands [6,11-13]. In contrast, experimental animals with
overexpression or lack of CTRP-3 expression respond to LPS
in a similar way [14].

European Journal of Clinical Investigation Vol 47 203
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In the human system, data on the regulation of CTRP-3 are
contradictory and scarce. CTRP-3 serum concentrations were
reported to decline with weight loss [15] and to show a
negative correlation with glucose levels [16]. However, higher
CTRP-3 levels were found in patients suffering from type 2
diabetes mellitus [17]. In contrast, Deng ef al. [18] reported a
negative correlation between CTRP-3 levels and insulin
resistance and a Chinese study described lower levels of
CTRP-3 in obesity and type 2 diabetes [19]. A cross-sectional
study by Wolf et al. [20] reported lower CTRP-3 concentra-
tions in obese individuals. As glucagon-like peptide-1 (GLP-
1) receptor agonists increase the expression of CTRP-3 in
adipocytes [21,22] in vitro, a possible effect of orally admin-
istered glucose or lipids on serum CTRP-3 levels would be of
interest. Data on the physiological and postprandial regula-
tion of serum CTRP-3 in healthy individuals are not avail-
able, and it is not known whether CTRP-3 is able to
penetrate the blood-brain barrier and can be measured in
cerebrospinal fluid (CSF). The latter would be a prerequisite
for a putative role of CTRP-3 as an adipocyte-derived
mediator of central nervous processes such as the hypotha-
lamic control of appetite and satiety.

Thus, the aim of this study was

— to investigate the physiological and postprandial regula-

tion of CTRP-3 in two cohorts (each with n = 100 healthy
individuals) after an oral lipid tolerance test (OLTT) and
after an oral glucose tolerance test (OGTT)
— to prove and to quantify the presence of CTRP-3 in
human cerebrospinal fluid in an additional cohort of
n = 270 patients undergoing neurological evaluation

— to investigate the impact of sex hormones, glucose and
fatty acids on the expression of CTRP-3 mRNA in adi-
pocytes in vitro.

Material and methods
Study cohorts

Study cohort 1: Oral glucose tolerance test. This study cohort
consisted of n = 100 participants, 64 females and 36 males.
Fifty-one of them were normal weight and 49 overweight
individuals [all of them were insulin-sensitive as assessed by a
normal homoeostatic model assessment (HOMA) index]. Par-
ticipants underwent an oral standard glucose tolerance test
using 75 g glucose after an overnight fast of 12 h. Venous blood
samples were drawn at 0 h (fasting), 1 h and 2 h. This study
cohort was characterized and published earlier in detail for
common anthropometric and laboratory parameters [23-25] as
well as for the regulation of several adipokines. The study was
approved by the local ethical committee and was conducted at
the University of Regensburg, Germany. Detailed and further

information concerning the study procedure can be referred
from the literature [23-25].

Study cohort 2: Oral lipid tolerance test. This study cohort
was characterized and published earlier for common anthro-
pometric and laboratory parameters as well as for lipid-
induced postprandial regulation of several adipokines [24-27]
and bile acids [28]. Hundred healthy volunteers (58 females
and 42 males, 66 with normal weight and 34 overweight/obese)
gave their informed consent to the study, and participants were
examined at the University Hospital of Regensburg. The study
was approved by the local ethical committee. Detailed infor-
mation concerning the study procedure can be referred from
the literature [24-27]. Briefly, age, BMI, hip circumference,
waist circumference, waist/hip ratio, triceps skinfold thickness
and blood pressure were recorded. Patients” history regarding
type 2 diabetes and cardiovascular diseases as well as smoking
habits or hormonal contraception was documented. Exclusion
criteria were a positive history of chronic illness, acute or
chronic infection within 10 days prior to the OLTT,

age < 18 years or > 55 years and any kind of medication (ex-
cept oral contraceptives). Pregnant and menstruating women
were not admitted to the study. OLTT was conducted after an
overnight fast of 12 h. During OLTT, the participants had to
rest and not to eat or smoke. Venous blood samples were
drawn at 0 h (fasting), 2 h, 4 h and 6 h. The OLTT solution was
free of proteins and carbohydrates (160 mL; 7581 kcal; 75 g
vegetable fat as triglycerides, 9-2 g fatty acids as pure vegetable
oils).

Study cohort 3: Cerebrospinal fluid samples. Paired serum
and cerebrospinal fluid (CSF) samples of n = 270 consecutive
patients (110 males, 160 females; mean age 50-6 + 17-5 years)
undergoing neurological evaluation at the Department of
Neurology, University Hospital Giessen, Germany, were col-
lected without prior selection. General patient characteristics
have been published earlier by our group in two studies on the
role of progranulin, resistin and adipsin in CSF [29,30]. All
participants were informed about the aim of the study and gave
informed consent. The study was approved by the local ethical
committee. The exclusion criteria were pregnancy and

age < 18 years. Anthropometric and patient-related data as
well as underlying diseases and medication were recorded. The
occurrence of type 1 or type 2 diabetes mellitus, dyslipidemia,
coronary artery disease, thyroid disease and smoking habits
was documented. Patients were divided into seven subgroups
for evaluation: 1 infectious diseases of the central nervous
system (CNS; n = 13), 2 multiple sclerosis (n = 42), 3 vascular
diseases (brain and spinal infarction; n = 22), 4 epilepsy

(n = 26), 5 headache/facial pain (1 = 26), 6 neuropathy/cranial
nerve palsy (n = 49) and 7 others (consisting of dementia,
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psychiatric disorders, normal pressure hydrocephalus and
patients undergoing spinal puncture for exclusion of other
diseases; n = 92). Detailed and further information concerning
the study procedure can be referred from the literature [29,30].
Reporting of this study conforms to STROBE statement along
with references to STROBE statement and the broader EQUA-
TOR guidelines (Simera et al. January 2010 issue of EJCI).

Quantification of CTRP-3 protein levels in serum and
in cerebrospinal fluid

CTRP-3 concentrations in serum and in CSF samples were
measured in duplicates by ELISA techniques (DuoSet ELISA
development systems; R&D Systems, Wiesbaden, Germany)
and are expressed as means + doubled standard error of the
mean (2 x SEM). The detection range of the applied ELISA kit
was 78:1-5000 pg/mL.

Quantification of CTRP-3 mRNA expression in murine
3T3-L1 adipocytes in vitro

3T3-L1 preadipocytes [31] were cultured at 37 °C and 5% CO,
in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium; Biochrom AG,
Berlin, Germany) supplemented with 10% newborn calf serum
(NCS; Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany) and 1% peni-
cillin/streptomycin (PAN, Aidenbach, Germany). Cells were
differentiated into adipocytes at confluence by DMEM /F12/
glutamate medium (Lonza, Basel, Switzerland) supplemented
with 20 pM 3-isobutyl-methyl-xanthine (Serva, Heidelberg,
Germany), 1 pM corticosterone, 100 nM insulin, 200 pM
ascorbate, 2 pug/mL transferrin, 5% NCS, 1 pM biotin, 17 pM
pantothenate, 1% penicillin/streptomycin (all from Sigma-
Aldrich) and 300 pg/mL Pedersen fetuin (MP Biomedicals,
Illkirch, France) [32,33] for 9 days using a slightly modified
protocol as reported in the literature [31,34-37]. Phenotype was
controlled by light microscopy (appearance of extensive accu-
mulation of lipid droplets). Mature adipocytes at day 9 of dif-
ferentiation were used for stimulation experiments. Cells were
washed with PBS and incubated under serum-free culture
conditions. Fatty acids were purchased from Sigma-Aldrich
and dissolved (200 mM) in ethanol at 70 °C and then com-
plexed 1 : 10 with 10% bovine serum albumin at 55 °C (20 mM)
for 10 min. The formation of albumin complexes is important
for reducing possible cell toxicity of fatty acids. The C11 satu-
rated fatty acid undecanoic acid (100 pM), the C12 saturated fatty
acid lauric acid (100 pM), the C14 saturated fatty acid myristic
acid (100 pM), the C16, C17 and C18 saturated fatty acids palmitic
acid [C16] (100 pM), margaric acid [C17] (100 pM) and stearic
acid [C18] (100 pM), the C16 and C18 mono-unsaturated fatty
acids palmitoleic acid [C16:1, cis-9] (10 uM) and oleic acid
[C18:1, cis-9] (10 pM), the C18 poly-unsaturated fatty acid linoleic
acid [18:2, n-6] (10 pM), the C20:4-(n-6) fatty acid arachidonic
acid (10 pM), the C20:5-(n-3) fatty acid eicosapentaenoic acid

(10 pM) and the C22:6-(n-3) fatty acid docosahexaenoic acid (10
uM) were used for stimulation experiments (1 = 4-6 wells each;
18 h of incubation). These fatty acid concentrations were shown
to be nontoxic to 3T3-L1 cells or monocytes in vitro [38,39].
However, to exclude any unexpected cytotoxic effects, LDH
(lactate dehydrogenase) concentration was measured in the
supernatants (Cytotoxicity Detection Kit; Roche, Mannheim,
Germany). In further stimulation experiments, mature 3T3-L1
adipocytes were treated with estradiol and testosterone (Sigma-
Aldrich) for 18 h (0-5 and 2 uM, n = 6 wells each) or were
incubated overnight in serum-free DMEM/F12 (containing
17-5 mM glucose; Lonza) vs. DMEM (25-0 mM glucose; Bio-
chrom AG). Expression of CTRP-3 mRNA was quantified by
reverse transcription followed by real-time PCR (RT-PCR) of
the corresponding cDNA. Oligonucleotides 5'-GGGGTTCT
TTATGGAGCATT-3' and 5-AAATGCATCCTTTGAGGT-3
were used as PCR primers for CTRP-3 cDNA amplification.
CTRP-3 transcription levels were normalized to gene expres-
sion of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH;
primers: 5-TGTCCGTCGTGGATCTGAC-3" and 5-AGGGAG
ATGCTCAGTAGTGTTGG-3'; all oligonucleotides were
purchased from Metabion, Martinsried, Germany). In the
figures, normalized mRNA levels of CTRP-3 are displayed as
arbitrary units (AU) in reference to the control group.

Statistical analysis

For calculating mean values + standard deviation (£SD) or +
standard error of the mean (+SEM), a statistical software
package (spss 22.0, IBM, Armonk, NY, USA) was used. Means
were compared by the nonparametric Mann-Whitney U-test
for two independent samples and the Kruskal-Wallis H-test for
k independent samples. Correlation analysis was performed by
using the Spearman’s rho test for linear variables. For correc-
tion of other parameters, partial correlation analysis was cal-
culated. A P-value below 0-05 (two tailed) was considered as
statistically significant. In Figs 1 and 2, the box plots show the
median (thick line), the upper and lower quartiles (box), the
range (whiskers) and extreme values (circles). In Fig. 4, the bars
represent the mean values and the whiskers give the doubled
standard error of the mean (2 x SEM). For multiple subgroup
analysis, the Bonferroni correction was applied.

Results

Regulation of CTRP-3 during OGTT

CTRP-3 levels were measurable in 99 of 100 study subjects. At
baseline (0 h, fasting), mean + SEM serum CTRP-3 concentra-
tions were 81-5 & 2-2 ng/mL, ranging between 47-6 and

1521 ng/mL. During OGTT, mean serum CTRP-3 concentra-
tions did not change significantly (Fig. 1a). There was a sig-
nificant (P = 0-016) and positive correlation (r = +0-24) between

European Journal of Clinical Investigation Vol 47 205
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fasting LDL concentrations and fasting CTRP-3 concentrations
(Fig. 1b), as demonstrated by bivariate correlation analysis. In
contrast, no significant correlations were found between CTRP-
3 and age, BMI, systolic/diastolic blood pressure, skinfold
thickness, waist circumference, hip circumference, CRP, insu-
lin, HDL cholesterol, triglycerides, total cholesterol and HOMA
index. Females had significantly higher CTRP-3 serum con-
centrations at baseline (85-5 + 2:9 ng/mL vs. 74-1 + 2.7 ng/
mL; P = 0-014; Fig. 1c) and at 2 h during OGTT (83-1 + 2.4 ng/
mL vs. 726 &+ 2.7 ng/mL; P = 0-014). The positive correlation
between LDL cholesterol and CTRP-3 remained significant

(P = 0-019) even after correction for gender by using partial
correlation analysis.

Regulation of CTRP-3 during OLTT

Fasting mean + SEM CTRP-3 concentrations at baseline were
83-3 £ 2-4 ng/mL and ranged between 35-9 and 212-5 ng/mL
at 0 h. During 6 h of OLTT, the CTRP-3 concentrations
remained unchanged (Fig. 2a). We detected a significant

(P = 0-004) and positive (r = +0-29) correlation between LDL
cholesterol concentrations and CTRP-3 concentrations at 6 h

during OLTT (Fig. 2b). This correlation remained significant
after correction for gender (P = 0-005) by using partial corre-
lation analysis. In contrast, no significant correlations were
found between CTRP-3 and age, BMI, systolic/diastolic blood
pressure, BMI, waist circumference, hip circumference, CRP,
insulin, HDL cholesterol and triglycerides. CTRP-3 levels were
not associated with a positive family history of diabetes melli-
tus, coronary artery disease or with a personal history of oral
contraceptive use or smoking. Females had significantly higher
CTRP-3 serum concentrations at baseline (879 + 3-5 ng/mL
vs. 76-8 + 2.5 ng/mL; P = 0-027; Fig. 2¢), and this gender-
specific difference was even more significant after 6 h during
OLTT (89-8 £ 3-4 ng/mL vs. 75-1 £+ 2-4 ng/mL; P = 0-001).

Presence and quantification of CTRP-3 in human
cerebrospinal fluid

CTRP-3 was successfully measured by ELISA in all of the 270
paired serum-CSF samples. CTRP-3 was measurable in serum
within a broad range of 33-2-287-3 ng/mL. Importantly, CTRP-
3 is detectable in human CSF (Table 1B) over a broad range of
1.9-41-6 ng/mL with no significant differences between gender
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or BMI subgroups. In contrast, serum CTRP-3 (Table 1A) con-
centrations were significantly higher in females when com-
pared to males (P = 0-001). These findings in CSF and serum
were consistent even after correction for age, BMI, nicotine
consumption and use of hormonal contraceptives. This is the
very first study demonstrating the presence of CTRP-3 in
human CSF. CSF concentrations account for ~10% of the
respective serum concentrations indicating a mean CSF/serum
ratio of 110 + 64 x 10 > (range: 22-545 x 10 ). As depicted in
Fig. 3 by scatterplot, there is a significant (P = 0-015) and pos-
itive (r = +0-15) correlation between serum and CSF CTRP-3
levels. These observations strongly argue for a blood-brain
barrier (BBB) permeability of CTRP-3 and against an auto-
chthonous production of CTRP-3 within the cerebrospinal fluid
compartment.

CTRP-3 serum and CSF concentrations among
disease subgroups

Mean serum CTRP-3 concentrations (Table 2A) and mean
CSF/serum ratios for CTRP-3 (Table 2B) were not different
between disease subgroups. In contrast, patients suffering

from infectious diseases had significantly lower (P = 0-016)
CTRP-3 levels in CSF when compared to the headache/facial
pain subgroup (Table 2A). Accordingly, significant and neg-
ative correlations of serum CTRP-3 concentrations with CRP
levels (r = —0-20, P = 0-001) and leucocyte concentrations

(r = —0-21, P = 0-001) were observed in the study cohort 3.
Similarly, CTRP-3 levels in CSF were significantly lower in
the epilepsy subgroup and in the neuropathy/cranial nerve
palsy group when compared to the headache/facial pain
group (Table 2A). However, as subgroup analysis was per-
formed with up to seven subgroups, the Bonferroni correc-
tion must be applied, and after this, the differences cited
above remained no longer significant or only marginally
significant.

CTRP-3 CSF concentrations and CSF/serum ratios in
relation to dysfunction of the blood-brain barrier
As depicted in Table 2C, mean CSF CTRP-3 concentrations
were not different in patients with varying degrees of BBB
dysfunction, as measured by CSF/serum albumin ratio or CSF
cell count. Neither CTRP-3 concentrations in CSF nor CTRP-3
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Table 1 Distribution of (A) serum and (B) cerebrospinal fluid
CTRP-3 concentrations (ng/mL) are summarized and related to
gender and body mass index (BMI)

Minimum Maximum Mean SD

(A)
Total population (n = 270) 33-2 287-3 1058 36-4
Gender
m (n = 110) 48-6 248-8 97-1* 296
f (n=160) 33:2 287-3 111.9* 393
BMIT
< 25 kg/m? (n = 130) 399 287-3 1059 391
> 25 kg/m? (n = 133) 33:2 248-8 1053 332
(B)
Total population (n = 270) 1-9 416 106 51
Gender
m (n=110) 2.4 41-6 10-4 5.0
f (n = 160) 19 39-4 10-8 5.1
BMIT
< 25 kg/m? (n = 130) 2.9 394 10-9 4.9
> 25 kg/m? (n = 133) 2.4 416 10-4 52
CTRP-3, C1q/TNF-related protein-3.
*P=0-001 (males vs. females).
TBMI was not available in 2-6% of patients.
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Figure 3 Correlation of serum and cerebrospinal fluid CTRP-3
levels by scatterplot. CTRP-3 concentrations were measured by
ELISA (ng/mL) in paired serum and CSF samples.

CSF/serum ratios were different between subgroups with or
without the presence of oligoclonal bands (Table 2D).

Concentrations of CTRP-3 in serum and CSF
according to concomitant diseases

Serum CTRP-3 concentrations were not different between
patients with/without diabetes mellitus, hypertension or
coronary artery disease (Table 3). In contrast, CTRP-3 concen-
trations in CSF were significantly lower in patients suffering
from diabetes mellitus (P = 0-011) or from hypertension

(P = 0-005). These significant discrepancies in CSF CTRP-3
were depending on age in diabetes and hypertension patients
and further on BMI in diabetes patients.

Effect of glucose on adipocyte CTRP-3 mRNA
expression

The effects of high to supra-physiological glucose concentra-
tions on adipocyte CTRP-3 mRNA expression are shown in
Fig. 4a. Relative CTRP-3 mRNA expression was not different in
adipocytes grown under high (17-5 mM) and supra-physiolo-
gical (25-0 mM) glucose concentrations.

Effect of fatty acids on adipocyte CTRP-3 mRNA
expression

Among the nutritional fatty acids tested (Fig. 4b), oleic acid
(P = 0-038) and linoleic acid (P = 0-002) upregulated CTRP-3
expression, whereas palmitic acid and stearic acid had no
effect. Interestingly, the saturated fatty acid lauric acid, the
main lipid moiety of lipopolysaccharide, significantly upregu-
lated (P = 0-002) CTRP-3 expression (Fig. 4b).

Among the other fatty acids tested (Fig. 4c), undecanoic acid,
myristic acid (P = 0-041 each) and margaric acid (P = 0-004)
were able to reduce CTRP-3 mRNA expression.

As shown in Fig. 4d, arachidonic acid (P = 0-041) and eicos-
apentaenoic acid (P = 0-015) significantly reduced CTRP-3
expression, whereas palmitoleic acid and docosahexaenoic acid
had no effect.

Effect of sex hormones on adipocyte CTRP-3 mRNA
expression

In vitro stimulation of 3T3-L1 adipocytes with the sex hormones
estradiol and testosterone (0-5 and 2 pM each) did not signifi-
cantly affect CTRP-3 mRNA levels (P = 0-82 for estradiol and
P = 0-94 for testosterone; each n = 6; data not shown).

Discussion

CTRP-3 serum concentrations are significantly higher in females
when compared to males in all of the three cohorts investigated
in the present study. Moreover, CTRP-3 concentrations were

found to correlate positively with LDL cholesterol levels in the

208 © 2016 Stichting European Society for Clinical Investigation Journal Foundation



CTRP-3 IS PERMEABLE TO THE BRAIN

Table 2 Serum and cerebrospinal fluid (CSF) CTRP-3 concen-
trations (ng/mL) in relation to disease subgroups and dysreg-
ulation of BBB

A
CTRP-3

Serum (ng/mL) P CSF (ng/mL) P

Disease groups

Infectious disease 94.6 + 366 n.s. 85 +5.1*
versus
Multiple sclerosis 105-4 + 339 n.s. 107 + 41
Vascular disease 106-2 + 30-2 n.s. 107 £ 35
Epilepsy 992 + 29-2 n.s. 108 + 67"
Headache/facial pain 1132 + 43-1 n.s. 139 + 7.4%%#
Neuropathyj/cranial 110-0 + 43-2 ns. 97 + 3.9*
nerve palsy

Others 105-1 + 349 n.s. 10-3 + 438
B
Parameter CTRP-3

CSF/serum

ratio x 10°
Disease groups
Infectious disease 93 + 59 n.s.
versus
Multiple sclerosis 109 + 49 n.s.
Vascular disease 106 + 42 n.s.
Epilepsy 119 + 94 n.s.
Headache/facial pain 129 + 66 n.s.
Neuropathy/cranial 98 + 51 n.s.

nerve palsy

Others 111 + 68 n.s.
(]

CSF

CTRP-3 (ng/mL)
BBB dysfunction

Grade 0 10-8 + 51 n.s.
versus

Grade 1 94 £ 4.2 n.s.
Grade 2 96 + 54 n.s.
Grade 3 125 + 8:2 n.s.
CSF cell count/pL

0-5 cells 10-6 + 4.7 n.s.
> 5 cells 104 +£ 71 n.s.

Table 2 Continued

CSF CSF/serum
CTRP-3 (ng/mL) CTRP-3
ratio x10 3
Presence of oligoclonal bands
Negative (n = 214) 107 + 5-3 ns. 112 + 67 n.s.
Positive (n = 43) 10-0 + 4.0 n.s. 103 £+ 52 n.s.

Not available (n = 13)

n.s., not significant; BBB, blood-brain barrier; CSF, cerebrospinal fluid; CNS,
central nervous system; SD, standard deviation.

CTRP-3 levels were measured by ELISA. (A) Mean values + SD of serum
CTRP-3 and CSF CTRP-3 concentrations are summarized for disease sub-
groups. (B) CTRP-3 CSF/serum ratios are shown for disease subgroups. The
CTRP-3 CSF/serum ratio was calculated and is shown for disease subgroups.
(C) Mean values + SD for CTRP-3 concentrations in CSF are shown accord-
ing to the degree of BBB dysfunction. The grade of blood-CSF dysfunction/
patency is defined by the CSF/serum albumin ratio: grade 0: ratio < 6-5 x
10-3 for age < 40 years and < 8:0 x 10—3 for age < 60 years; grade 1:

< 10-0 x 10—3; grade 2: < 10-0 x 10—3; grade 3: > 20-0 x 10—3. Total cell
count was measured in CSF, and patients were divided into two subgroups (0
-5 cells/uL and > 5 cells/uL). (D) Mean values + SD for CTRP-3 concentra-
tions in CSF and for CSF/serum CTRP-3 ratios in subgroups with (positive)
and without (negative) the presence of oligoclonal bands.

*P = 0-016; 'P = 0-027; *P = 0-006

Table 3 CTRP-3 concentrations measured in serum and CSF
according to patient subgroups

Serum CTRP-3 CSF CTRP-3

(ng/mL) (ng/mL)
Diabetes mellitus: yes 97-0 + 350 8-4 + 3-3*
Diabetes mellitus: no 106-8 + 36-0 109 + 5.2*
Hypertension: yes 106-3 + 374 95 + 417
Hypertension: no 105-1 + 35.0 113 + 56"
CAD: yes 975 + 24.7 96 + 40
CAD: no 1059 + 363 10-6 + 51

Mean values + SD are shown for serum and CSF CTRP-3 concentrations in
patients with/without diabetes mellitus, hypertension and coronary artery
disease (CAD).

*P=0-011; "P = 0-005.

present cohorts. Both observations support data from a study
conducted in 453 nondiabetic Korean subjects [15]. The repro-
ducibility of the significant positive correlation between CTRP-3
and LDL cholesterol deserves further mechanistic investigation.
In contrast, our study did not find a positive correlation between
CTRP-3 and HDL cholesterol described by studies in patients
suffering from coronary artery disease [16], obesity or type 2
diabetes mellitus [17,19]. These differences might be caused by
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Figure 4 Regulation of CTRP-3 mRNA expression in murine 3T3-L1 adipocytes in vitro. (a) Effect of glucose on adipocyte CTRP-3
mRNA expression. 3T3-L1 adipocytes were incubated with high (HG: 17-5 mM; line 1) or with supra-physiological glucose
concentrations (SPG: 25-:0 mM; line 2) concentrations for 18 h. GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. (b) Effect of
nutritional and saturated fatty acids on adipocyte CTRP-3 mRNA expression. 3T3-L1 adipocytes were stimulated with 100 uM
palmitic acid (PA, line 2), 100 uM stearic acid (SA, line 3), 100 uM lauric acid (LaA, line 4), 10 uM oleic acid (OA, line 5) and 10 uM
linoleic acid (LiA, line 6) for 18 h; control/vehicle = line 1. *P = 0.002 vs. control; "P = 0-038 vs. control. (c) Effect of other saturated
fatty acids on adipocyte CTRP-3 mRNA expression. 3T3-L1 adipocytes were stimulated with 100 uM undecanoic acid (UdA, line 2),
100 pM margaric acid (MaA, line 3) and 100 uM myristic acid (MyA, line 4) for 18 h; control/vehicle = line 1. *P = 0-041 vs. control;
‘P = 0-004 vs. control. (d) Effect of unsaturated fatty acids on adipocyte CTRP-3 mRNA expression. 3T3-L1 adipocytes were
stimulated with 10 uM palmitoleic acid (POA, line 2), 10 uM eicosapentaenoic acid (EPA, line 3), 10 uM arachidonic acid (ArA, line 4)

and 10 pM docosahexaenoic acid (DHA, line 5) for 18 h; control/vehicle = line 1. *P = 0-015 vs. control; ‘P = 0-041 vs. control.

ethnical differences or by patient preselection. The absence of a
correlation between CTRP-3 and HDL cholesterol in the present
study was also independent of BMI, glucose concentrations and
HbA1c levels. Thus, our findings indicate that there is no cor-
relation between CTRP-3 and HDL cholesterol in the healthy
and nondiabetic state.

In contrast to studies in obese or type 2 diabetic patients, our
study in healthy individuals found that oral glucose uptake
during OGTT did not impact on serum CTRP-3 concentrations:
In the healthy and nondiabetic state, oral glucose uptake seems
not to influence serum CTRP-3 concentrations under physio-
logical conditions. Similarly, oral uptake of large quantities of
triglycerides and fatty acids does not regulate postprandial
serum CTRP-3 concentrations in healthy and younger adults.
The expected and observed increase in serum triglycerides
during OLTT (data not shown) is not correlated to serum
CTRP-3 levels. Taken together, the carbohydrate and lipid

contents of a meal are not main regulators of postprandial
serum CTRP-3 levels under physiological conditions because
these remain stable and completely unaffected during OLTT
and OGTT. In contrast, other adipokines such as visfatin are
clearly regulated by an oral uptake of glucose or lipids [23,26].
As oral uptake of glucose was without any effect on CTRP-3
concentrations, it was interesting to study the effect of glucose
on adipocyte CTRP-3 mRNA expression in vitro. In accordance
with our in vivo data in humans, elevated glucose concentra-
tions did not affect CTRP-3 mRNA expression in vitro. Among
the fatty acids tested, the most abundant nutritional and satu-
rated fatty acids such as palmitic and stearic acid had no effect
on CTRP-3 mRNA expression, whereas the nutritional mono-
unsaturated fatty acids such as oleic acid and linoleic acid
upregulated CTRP-3 expression. Most interestingly, lauric acid
was shown to increase CTRP-3 expression even though lauric
acid represents the main lipid moiety in lipopolysaccharide
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(LPS) and LPS inhibits CTRP-3 expression in adipocytes [4].
Taken together, fatty acids differentially modulate CTRP-3
mRNA expression in adipocytes with stimulatory, inhibitory
and neutral effects.

The main result of the present study is the detection of stable
and reproducible concentrations of CTRP-3 in CSF. To our
knowledge, this is the first study providing the proof of prin-
ciple that CTRP-3 is present in CSF. These results represent a
basis for the future establishment of normal values for CSF
CTRP-3 concentrations. Similar to serum CTRP-3 concentra-
tions, CSF CTRP-3 concentrations are detectable over a broad
range and account to ~10% of the respective serum concentra-
tions as shown by calculating the respective CSF/serum ratios.
Due to the significant and positive correlation between serum
CTRP-3 levels and CSF concentrations on the one hand and due
to the lack of higher CSF CTRP-3 concentrations in patients
with an increased CSF cell count on the other hand, our study
strongly argues for a BBB permeability of CTRP-3 and against
an autochthonous production of CTRP-3 within the cere-
brospinal fluid compartment.

There is no clear association of CTRP-3 levels in CSF with
disease subgroups, BBB dysfunction or presence of oligoclonal
bands. The pathophysiological role of higher CSF CTRP-3
concentrations in patients suffering from diabetes or hyper-
tension remains unclear and the reproducibility of these
observations needs to be verified in further studies. Possibly, an
increased permeability of the BBB to CTRP-3 in patients suf-
fering from these diseases might be the underlying cause.

Conclusions

CTRP-3 is a novel adipokine that is present in human cere-
brospinal fluid with a mean CSF/serum ratio of

110 + 64 x 10> Due to its BBB permeability, its low but stable
CSF concentrations and its linear correlation to the respective
serum levels, CTRP-3 represents in principle a novel and puta-
tive candidate for a physiological regulator molecule affecting
central nervous functions. However, at this stage, an association
of CTRP-3 and BMI was not detected. Further studies will be
needed to address this issue. However, CTRP-3 is not regulated
postprandially by the carbohydrate or lipid fractions of orally
administered test meals in the healthy state. Females have
slightly higher levels of CTRP-3 when compared to males. The
significant and positive correlation of CTRP-3 to LDL choles-
terol levels is reproducible in several cohorts and deserves fur-
ther mechanistic investigation. Whereas glucose concentrations
do not influence CTRP-3 expression in adipocytes in vitro, fatty
acids differentially modulate CTRP-3 expression. In contrast to
the effectless saturated fatty acids, the mono-unsaturated fatty
acids upregulate CTRP-3 mRNA expression, whereas lauric
acid downregulates CTRP-3.
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