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1 Einleitung

1 Einleitung
1.1 Die Bedeutung von Adipositas im globalen Kontext

Nach Angaben der WHO sterben weltweit mindestens 2,8 Millionen Menschen pro Jahr
an den Folgen von Fettsucht und Ubergewicht. Schatzungsweise sind 23 % aller Frauen
und 20 % aller Manner innerhalb Europas adipds, Tendenz steigend. Ubergewicht und
Adipositas sind mit zahlreichen lebensbedrohlichen Erkrankungen wie Diabetes, Krebs
und kardiovaskularen Erkrankungen assoziiert. Schon Hippocrates (456-375 v. Chr.)
erkannte, dass ein unerwarteter Tod bei Ubergewichtigen Personen haufiger als bei
schlanken Personen vorkommt. Adipositas ist auRerdem ein wichtiger Risikofaktor fir
die Entstehung zahlreicher weiterer Erkrankungen wie z.B. des metabolischen
Syndroms (Hyperlipidamie, Typ 2 Diabetes, Insulinresistenz (IR)), der nichtalkoholischen
Fettleber, Autoimmunerkrankungen, Osteoarthritis, Gicht, Atemproblemen, Erkrankung
der Gallenblase, Infertilitit und Schlafapnoe '?. Sie impliziert damit eine massive
Einschrankung fur die Betroffenen durch den Verlust von Lebensqualitat, die sich auch
durch soziale  Ausgrenzung, Bewegungseinschrankung, krankheitsbedingte
Arbeitsunfahigkeit und damit einhergehende vorzeitige Verrentung bemerkbar macht.
Jahrlich entstehen alleine in Deutschland durch Adipositas direkte Kosten in H6he von
29,39 Milliarden Euro und zuséatzliche indirekte Kosten in Hohe von 33,65 Milliarden
Euro °.

Die Ursachen fir die Entstehung von Adipositas sind sehr vielfaltig. Meist beruht sie auf
der |Interaktion mehrerer Faktoren. Dazu gehdéren Umwelteinflisse, genetische
Veranlagungen, spezielle Vorerkrankungen (z.B. Morbus Cushing), bestimmte
Medikationen, psychische Erkrankungen, physische Inaktivitat, energiereiche Erndhrung
oder einer Stérung der circadianen Rhythmik *.

Adipositas ist eine chronische Erkrankung und gehoért zu den hormonell beeinflussten
Ernahrungs- und Stoffwechselkrankheiten. Ubersteigt die Kalorienaufnahme den
Verbrauch deutlich, werden dadurch erhebliche Veranderungen des Fettgewebes
induziert. Die hohe Verflgbarkeit von Energie fuhrt zu einer vermehrten intrazellularen
Einlagerung von Triglyzeriden, die sich letztendlich in Form von Hypertrophie
(Vergrofierung) und Hyperplasie (Vermehrung) der Adipozyten im Fettgewebe
manifestiert. Infolgedessen kommt es insgesamt zu einer deutlichen Volumenzunahme
des Fettgewebes, die in eine krankhafte Fettleibigkeit Ubergehen kann. Der
Body-Mal3-Index (BMI) gilt als Richtlinie zur Einschatzung der Fettansammlung im

Korper. Er berechnet sich aus der Division des Koérpergewichts in Kilogramm [kg] und
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der KorpergroRe zum Quadrat [m?]. Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) gilt ein
Mensch ab einem BMI von 25 als libergewichtig und ab einem BMI von 30 als adipds.

Neben den morphologischen Veranderungen des Fettgewebes, wird bei einer Adipositas
aullerdem ein komplexes immunologisches Netzwerk aktiviert, welches die Entstehung

der damit assoziierten Komplikationen begiinstigt >°.

1.2 Fettgewebe
1.2.1 Vorkommen und Funktion des Fettgewebes

Hoch entwickelte Organismen haben sich in der Evolution vor allem deswegen so
erfolgreich durchgesetzt, weil sie in der Lage sind, Pathogeninfektionen zu bekampfen
und Energie fir Phasen der Nahrungsknappheit zu speichern. Das System der
Pathogenbekampfung und der Energiespeicherung sind hochkonservierte Mechanismen
und reichen von evolutionar alteren Tierarten wie dem Fadenwurm Caenorhabditis
elegans und der Fruchtfliege Drosophila bis hin zu Saugetieren (Mammalia).
Evolutionsbiologisch betrachtet haben das Fettgewebe und das Immunsystem eine
gemeinsame Ahnenstruktur. Der Fettkorper von Drosophila beispielsweise vereint die
Funktionen des Fettgewebes, der Leber und des hamatopoetischen Systems der
Mammalia 2.

In Mammalia unterscheidet man grundséatzlich zwei Formen des Fettgewebes. Das
weille und das braune Fettgewebe. Letzteres ist dabei die weniger verbreitete Form
innerhalb eines Organismus und reguliert besonders bei Neugeborenen die
Kérpertemperatur durch aktive Thermogenese. Das weilte Fettgewebe bildet sich im
Gegensatz dazu an zahlreichen Stellen des Korpers und dient vor allem als
Energiespeicher, indem es Triglyzeride in die Lipidvakuolen der Adipozyten einlagert.
Die Triglyzeride werden bei Bedarf durch Lipasen gespalten. Die dabei freigesetzten
Fettsauren werden Uber den Blutkreislauf zu den Hepatozyten transportiert, um daraus
im Verlauf der B-Oxidation das Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) zu gewinnen, das
wiederum Uber den Citrat-Zyklus und die Atmungskette unter Energiegewinnung zu
Kohlenstoffdioxid (CO,) oxidiert wird.

WeilRes Fett wird an zahlreichen Stellen des Organismus gebildet und anhand seiner
Lokalisation definiert. So unterscheidet man beispielsweise zwischen dem epikardialen
und dem perirenalen Fett. Die zwei grofdten zusammenhangenden Fettgewebe bilden
jedoch das subkutane (sc) und das viszerale (vis) Fett. Sie unterscheiden sich jedoch
nicht nur anhand ihrer Lokalisation, sondern auch in ihren physiologischen
Eigenschaften. Das sc Fettgewebe (auch: Unterhautfettgewebe) macht bis zu 80 % des

Koérperfetts aus, wahrend das vis Fettgewebe (auch Bauchfett) im schlanken Zustand bei

2
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Méannern nur 10-20 % und bei Frauen 5-8 % ausmacht *'°. Das humane vis Fett ist
aquivalent zu dem murinen gonadalen (gon) Fett. Die Masse des vis Fetts korreliert mit
der Entstehung von IR ''. AuRerdem ist eine héhere lipolytische Aktivitat in Adipozyten
des vis Fettgewebes nachgewiesen, wodurch dieses die Plasmakonzentration von freien
Fettsduren stark beeinflusst.

Das sc Fettgewebe kann zusatzlich in zwei weitere Kompartimente unterteilt werden, die
durch die Scarpia fascia voneinander isoliert werden und die sich auch in ihrer Funktion
unterscheiden. So wurde z. B. in sc Fettgewebe, das oberhalb dieser Membranschicht
lokalisiert ist, eine hdhere Konzentration an infiltrierenden Makrophagen nachgewiesen
als im Fettgewebe unterhalb der Scarpia fascia . Zudem wurde eine starke Homologie
des tieferen sc Fettgewebes mit dem vis Fettgewebe nachgewiesen.

Das Fettgewebe besteht zum groéten Teil aus Adipozyten. Neben diesen findet man
aber auch noch eine Vielzahl diverser anderer Zelltypen wie z. B. Makrophagen,
adipozytare Vorlauferzellen, Fibroblasten, Granulozyten und viele mehr, die in ihrer
Gesamtheit die zweite Komponente des Fettgewebes, die sogenannte stroma-vaskulare
Fraktion (SVF) bilden .

1.2.2 Zelluldre Entwicklung von Fettzellen wahrend der Adipogenese

Das Fettgewebe besteht zum gréfiten Teil aus Adipozyten. Sie differenzieren sich aus
adipozytaren Vorlauferzellen, den sogenannten Pra-Adipozyten, deren Ursprung
pluripotente mesenchymale Stammzellen sind *°. Die Adipogenese ist ein komplexer
Mechanismus, bei dem die Zelle zahlreiche Differenzierungsstadien durchlauft 14
(Abbildung 1). Dabei kommt es nicht nur zu enormen phanotypischen Veranderungen.
Auch die physiologischen Eigenschaften der Zellen verandern sich mafgebend
(hinsichtlich Genexpressionsprofil, Teilungsaktivitat etc.). Pra-Adipozyten haben eine
fibroblastenartige Struktur mit langen zellularen Auslaufern und sind sehr teilungsaktiv.
Durch Zell-Zellkontakte exprimieren diese Zellen im friihen Stadium Gene wie a» chain of
collagen 6 (a,Col6), Insulin-like growth-factor 1 (IGF-1) und Lipoprotein Lipase (LPL).
Nach der klonalen Expansion der Zellen kommt es zu einem Wachstumsstopp, der
notwendig flr die Differenzierung zu reifen Adipozyten ist. Voraussetzung fir die weitere
Adipogenese ist aullerdem die Expression bestimmter Wachstumsfaktoren wie
CCAAT-enhancer binding protein (C/EBP) B, C/EBS, peroxisome proliferator activated
receptor (PPAR) vy, und adipocyte determination- and differentiation-dependent factor-1
(ADD1) ™. In Folge dieser bedeutenden Veranderungen auf der Transkriptionsebene

beginnen die Zellen Lipidvakuolen auszubilden, formen einen spahrischen Zellkdrper
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und exprimieren spate Differenzierungsmarker wie C/EBPa, Glukose Transporter-4,

Perilipin sowie lipogene und lipolytische Enzyme.
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Abbildung 1: Entwicklungs- und Genexpressionsprofil wihrend der adipozytiren Differenzierung '

Im Verlauf der adipozytaren Differenzierung nehmen die Lipidvakuolen immer mehr Platz
in Anspruch und dréangen dabei die anderen Zellorganellen und den Zellkern in die
Peripherie. Molekularbiologisch zeichnen sich reife Adipozyten durch die Expression
diverser spater Differenzierungsmarker aus, Uber die Energie-, Glukose und
Fettstoffwechsel reguliert werden '*. Dazu gehdéren unter anderem Leptin '

Adiponektin ', Resistin 8, Visfatin '*?°, Omentin #', Adipsin %

und collagenous repeat
containing sequence of 26 kDa protein (CORS-26)?. Diese vom Fettgewebe
sezernierten Proteine werden auch als Adipokine bezeichnet. Uber die Expression
dieser Signalmoleklle kénnen Adipozyten autokrin, parakrin und endokrin wirken.
Zahlreiche Studien implizieren eine bedeutende Funktion der Adipokinregulation bei
Adipositas, IR und Typ 2 Diabetes innerhalb des metabolischen Syndroms. In diesem
Kontext scheinen vor allem die Adipokine Leptin, Adiponektin und Resistin eine

bedeutende Funktion zu haben 4%,

1.2.3 Signalmolekiile der Fettzellen

Lange Zeit ist man davon ausgegangen, dass es sich bei dem Fettgewebe vorrangig um
einen simplen Energiespeicher handelt. In den letzten Jahrzehnten erkannte man aber
mehr und mehr die endokrine Funktion des Fettgewebes, da es in der Lage ist eine
Vielzahl an bioaktiven Peptiden zu sezernieren. Durch die Sekretion verschiedener

Chemokine, Hormone, freien Fettsauren, Komplementfaktoren, Zytokinen und
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Wachstumsfaktoren ist das Fettgewebe in der Lage, den Metabolismus, aber auch den
Appetit, die Fruchtbarkeit, die Inflammation, das Tumorwachstum und viele weitere
physiologische Prozesse zu beeinflussen '*%. Dabei kdnnen Adipokine sowohl pro- als
auch antiinflammatorisch wirken.

Charakteristisch fur ein bestehendes metabolisches Syndrom und Adipositas ist eine
Fehlregulation der Adipokinsekretion. Die Verschiebung des Adipokinprofils hat
Auswirkungen auf die Insulinsensitivitdt und induziert weitere biochemische
Veranderungen von Stoffwechselprodukten, wodurch letztendlich metabolische
Fehlfunktionen gefdrdert werden. Damit ist das Adipokinsekretionsprofil von grofRer
Bedeutung flir die Pathogenese von Adipositas-assoziierten Krankheiten, die haufig mit
einer Fehlregulation der Adipokinsekretion einhergehen. Adipokine stellen somit eine
Verbindung zwischen Adipositas und den damit assoziierten Komorbiditaten her.

Eines der ersten beschriebenen Adipokine ist das Peptidhormon Leptin. Es stellt ein
eindrucksvolles Exempel fUr die Bedeutung der regulatorischen Funktion von Adipokinen
dar. Das 1994 entdeckte Serumprotein ist ein entscheidender Faktor im
Energiemetabolismus ?’. Die Leptinsekretion von Adipozyten ist nahezu proportional zu
deren Triglyzeridspeicherung, wodurch es ein Signalmolekll fur die Quantitat der
Energiespeicherung darstellt . Es beeinflusst die Nahrungsaufnahme und den
Energieverbrauch und ist zudem auch an Prozessen wie Hamatopoese, Angiogenese,
Wundheilung und Inflammation beteiligt 2°. M&use, die aufgrund eines Genknockouts
nicht mehr in der Lage sind, Leptin zu synthetisieren, sind adipds und entwickeln einen
Diabetes mellitus Typ 2 *°. Schon eine reduzierte Leptinkonzentration im Serum ist mit

Adipositas assoziiert 332,

Neben Leptin beeinflussen auch die beiden weiteren
Adipokine Adiponektin und Resistin das metabolische Profil von Adipositaspatienten
malfigebend. Sie gelten als antagonistische Proteine. Wahrend Adiponektin eher als
antiinflammatorisch verstanden wird, ist Resistin ein Peptid, das eher mit einer
proinflammatorischen Wirkung assoziiert ist. Auch hinsichtlich ihrer Wirkung auf die
Insulinsensitiviat ist der Einfluss der beiden Proteine recht gegensatzlich. Wahrend
Adiponektin sich eher positiv auf die Insulinsensitiviat auswirkt, korreliert Resistin mit der
Entstehung einer IR. Zahlreiche Studien implizieren eine wichtige Rolle der beiden
Adipokine und ihrer Interaktion innerhalb der Entstehung von Adipositas und des
metabolischen Syndroms ***°. Deswegen wird im Folgenden insbesondere auf diese

beiden Adipokine eingegangen.
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1.2.3.1 Adiponektin

Als eines der bekanntesten Adipokine wurde Adiponektin erstmals 1995 als adipocyte
complement-related protein of 30 kDa (Acrp30) beschrieben. Die Expression dieses
Polypeptids ist spezifisch fir humane sowie murine Adipozyten und wird wahrend der
adipozytaren Differenzierung induziert “>*'. Uber die Adiponektinsekretion kommuniziert
das Fettgewebe mit zahlreichen Organen, die dessen Rezeptoren Adiponectin
receptor 1 (AdipoR1) und 2 (AdipoR2) exprimieren. So wirkt Adiponektin beispielsweise
regulatorisch auf den Hypothalamus und kann so die Nahrungsaufnahme
beeinflussen *>. In diversen Krankheitsbildern hat die Adiponektinexpression im
Wesentlichen eine antiinflammatorische Funktion. Es inhibiert beispielsweise die
Apoptose von Podozyten und schiitzt damit die Nierenfunktion bei Diabetes **. In
chronischen Entzindungskrankheiten wie Multipler Sklerose und Psoriasis ist die
Serumkonzentration von Adiponektin  erniedrigt, was ebenfalls eine basal
entziindungshemmende Funktion von Adiponektin impliziert 444°.

Zahlreiche Gewebe exprimieren Adiponektinrezeptoren und kénnen deshalb durch das
Adipokin stimuliert werden. Dazu geho6ren unter anderem das Leber-, Herz- und
Muskelgewebe. Adiponektin ist damit ein wichtiges Element im Crosstalk zwischen
Fettgewebe und anderen Organen. Auch Uber diverse andere Mechanismen beeinflusst
das Peptidhormon die Energie-Homoostase im Organismus und reguliert dafiir den
Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel. Adiponektin wird Insulin-abhangig sezerniert und

40,46,47

erhoht die Insulinsensitivitat von Adipozyten In vivo inhibiert es die

Glukoneogenese in Hepatozyten und steigert den Energieverbrauch in Muskelzellen “°.

41,48 Eine

In Leber- und Muskelzellen stimuliert es die Oxidation von Fettsauren
Dysregulation von Adiponektin hat groflen Einfluss auf die Entstehung des
metabolischen Syndroms *®. Die Konzentration von zirkulierendem Adiponektin korreliert
sowohl bei Mausen als auch bei Menschen negativ mit Adipositas und Typ Il
Diabetes ¥#'“84° |n dem Kontext von Diabetes und IR hat Adiponektin eine bedeutende
regulatorische Funktion. So konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass das
Polypeptid die Glukoseaufnahme von Skelettmuskelzellen induzieren kann, indem es die

Translokation des Glukosetransporters 4 (GLUT4) reguliert *°.

1.2.3.2 Resistin

In den Jahren 2000-2001 wurde Resistin nahezu gleichzeitig von drei verschiedenen

Arbeitsgruppen beschrieben, weshalb das Protein heute unter drei verschiedenen



1 Einleitung

Namen bekannt ist, von denen sich allerdings die Bezeichung als ,Resistin® (fiir:
resistent gegen Insulin) weitgehend durchgesetzt hat.

Resistin wurde von Holocomb et al.®' als Mitglied der Proteinfamilie found in
inflammatory zone (FIZZ) beschrieben. Sie benannten das spezifisch vom weil3en
Fettgewebe exprimierte Protein FIZZ3, da es hohe Sequenzhomologien zu FIZZ1
aufweist. Das die Proteinfamilie begrindende FIZZ1 wurde erstmals im Rahmen einer
allergischen Lungenentzindung beschrieben, wo es von bronchialen und alveolaren
Epithelzellen vermehrt exprimiert wird .

Kim et al. °® definierten Resistin 2001 als Adipose Tissue-Specific Secretory Factor
(ADSF). Sie beschrieben, dass das Protein ausschlieRlich vom Fettgewebe exprimiert
wird und wahrend der adipozytaren Differenzierung von 3T3-L1 Adipozyten induziert
wird, gleichzeitig aber auch diese inhibiert. Diese negative Ruckkopplung deutet damit
auf eine regulatorische Funktion von Resistin innerhalb der Homoostase des
Fettgewebes hin. Die Insulin-abhangige Induktion von Resistin impliziert aul3erdem
einen Zusammenhang dieser beiden Proteine *%. Steppan et al. >* charakterisierten
Resistin zum ersten Mal als verknlpfendes Element zwischen Adipositas und Diabetes.
Murines Resistin ist sowohl bei einer genetisch- als auch bei einer Diat-induzierten
Adipositas im Serum erhéht °***. Die intraperitoneale (i.p.) Injektion von Resistin
beeintrachtigte zudem die Glukosetoleranz in C57BI/6J Mausen und bei 3T3-L1
Adipozyten induzierte die Inhibiton von Resistin die Insulin-abhangige
Glukoseaufnahme. Auch im humanen System wurde eine positive Korrelation zwischen
der Resistin-Expression und dem Kérpergewicht beschrieben %

Neben den IR-férdernden Eigenschaften von Resistin induziert es NF-kB-vermittelt die
Expression proinflammatorischer Zytokine, wie monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1), Tumornekrosefaktor a (TNFa) und Interleukin 6 (IL-6) ***°” und wird deshalb

Uberwiegend als entziindungsférderndes Zytokin verstanden.

1.2.4 Energie-Aufnahme und -Speicherung bei Adipozyten

Eine wesentliche Aufgabe von Adipozyten ist die Speicherung von Energie. Dafur
synthetisieren sie aus Glukose Fettsduren. Glukose enthalt zahlreiche Hydroxygruppen,
wodurch es hydrophil ist und die Lipiddoppelschicht einer Zellmembran im Allgemeinen
nur sehr schwer passieren kann. Aus diesem Grund besitzen Zellen transmembrane
Glukosetransporter (GLUT), die zirkulierende Glukose in die Zellen transportieren.
Bislang wurden 14 verschiedene humane Glukosetransporter beschrieben **°. Sie

unterscheiden sich vor allem in ihren biochemischen Eigenschaften und in ihrer

7
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Lokalisation im Organismus. So wird z. B. GLUT2 in der Leber, dem Pankreas und dem
Dinndarm exprimiert, wahrend der GLUT3 Uberwiegend im Gehirn und in Neuronen
exprimiert wird. GLUT1 hat gegeniber GLUT2 eine deutlich niedrigere
Michaeliskonstante (Kn) (Km~ 1 mM vs. Ko~ 17 mM)*. Dadurch ist schon eine
vergleichsweise geringe Konzentration ausreichend um Glukose via GLUT1 in die
Neuronen einzuschleusen. Adipozyten katalysieren den Glukosetransport in die Zellen
iiber die Expression von GLUT1 und GLUT4 ®°.

GLUT1 ist ein Insulin-unabhangiger Glukosetransporter, der ubiquitar exprimiert wird und
eine hohe Glukoseaffinitat besitzt. Bereits niedrige Glukosekonzentrationen sind
ausreichend, damit Glukose effizient an den Transporter bindet (K~ 1 mM) und Uber
eine Konformationsanderung des Transporters in die Zelle geschleust wird, wo es
innerhalb der de novo Lipogense flr die Biosynthese von Triacylglycerolen verwendet

und letztendlich in den Lipidvakuolen der Adipozyten gespeichert wird (Abbildung 2).

Anders als GLUT1 wird GLUT4 ausschlieBlich auf der Oberflache von Muskel- und
Fettzellen exprimiert, wenn diese vorher durch Insulin aktiviert wurden. Hohe
Glukosekonzentrationen im Blut induzieren die Ausschittung von Insulin, das an die
a-Untereinheit des  Insulinrezeptors  der  Adipozyten  bindet und eine
Autophosphorylierung der B-Untereinheit induziert. Die dadurch aktivierte Signalkaskade
resultiert in der Translokation der intrazellularen GLUT4 Vesikel an die Zellmembran.
Durch die Fusion der Vesikel mit der Zellmembran gelangt GLUT4 an die Zelloberflache,
wo es, gemall einem analogen Mechanismus wie fir GLUT1 beschrieben, den

Glukosetransport katalysiert (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Glukoseaufnahme in Adipozyten. Die Aufnahme von
Glukose in Adipozyten wird durch den Insulin-unabhangigen Glukosetransporter (GLUT)1 (I-IV) und den
Insulin-abhangigen GLUT4 (1-7) katalysiert. Die Bindung von Insulin an seinen membranstandigen Rezeptor
(1) induziert die Autophosphorilierung der B-Untereinheit des Insulinrezeptors, wodurch eine Signalkaskade
aktiviert wird (2), die letztendlich in der Translokation von intrazellularen GLUT4 Vesikeln an die
Zellmembran resultiert (3). Durch die Bindung zirkulierender Glukose an die membranstandigen
Glukosetransporter wird eine Konformationséanderung des Proteins induziert (I und 4). Glukose wird in die
Zelle transportiert (Il und 5), wo es durch die de novo Lipogenese in Triacylglycerole umgewandelt wird (lll
und 6), die in den Lipidvakuolen der Adipozyte gespeichert werden. P= Phosphat.

Wenn im Rahmen einer Autoimmunreaktion die Insulinproduktion inhibiert wird (Typ-1
Diabetes) oder die Zellen eine IR ausbilden (Typ-2 Diabetes), kann zirkulierende
Glukose nur noch Uber den GLUT1 in die Zellen transportiert werden. Da GLUT1
verglichen mit GLUT4 aber in einem deutlich geringeren Ausmaf exprimiert wird ¢, ist
der Transport via GLUT1 nicht ausreichend, um die zirkulierende Glukose aus dem Blut
in die Zellen zu beférdern. So kann vor allem postprandial ein langanhaltend hoher
Blutzuckerspiegel entstehen, wodurch wiederum Glukosetransporter mit einer niedrigen
Michaeliskonstante, wie z. B. der Uberwiegend von Hepatozyten exprimierte GLUT2,
aktiviert werden. Dies begunstigt letztendlich die Entstehung von Adipositas- und
Diabetes-assoziierten Komorbiditadten, wie in diesem Beispiel der nichtalkoholischen
Fettlebererkrankung (NAFLD).

Aktuelle Studien weisen darauf hin, dass die Aktivierung von Toll-like Rezeptoren (TLR)
mafgeblich zur proinflammatorischen Transformation bei Adipositas beitragen und somit

letztendlich die Insulin-Signalkaskade und den Glukosetransport inhibieren kénnte "%,
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1.2.5 Immunmodulatorische Eigenschaften von Adipozyten

Aktuelle Studien konnten nachweisen, dass das Fettgewebe nicht nur endokrinologisch,
sondern auch immunmodulatorisch wirksam ist®. Dabei riickt die Funktion der
Adipozyten immer mehr in den Fokus. So konnte z. B. nachgewiesen werden, dass
Adipozyten selbst in der Lage sind, immunmodulatorische Proteine zu exprimieren. 2013
wurde von Deng et al. die Expression des MHC Klasse Il Moleklls auf Adipozyten
nachgewiesen. Es handelt sich dabei um ein Oberflachenprotein, das von
Antigen-prasentierenden Zellen exprimiert wird, um Cluster of Differentiation (CD) 4"
T-Zellen zu stimulieren ®. Interessanterweise ist die Expression von Molekiilen des
Haupthistokompatibilitadtskomplex (MHC) Klasse Il auf primaren humanen sowie murinen
Adipozyten bei Adipositas induziert. Schon nach einer zweiwdchigen Hoch-Fett-Diat
kann ein Anstieg der MHC Klasse Il Expression in den murinen Adipozyten detektiert
werden ®. Adipozyten scheinen jedoch nicht nur andere Immunzellen beeinflussen zu
kénnen. Uber die Expression von TLRs sind sie sogar in der Lage, aktiv gegen eine
Pathogeninfektion vorzugehen.

Eine der ersten Arbeiten Uber die Funktion von TLRs in Adipozyten wurde 2010
veroffentlicht. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass eine Stimulation mit diversen
TLR-Liganden das Sekretionsprofil von primdren humanen Adipozyten verdndert %.
Auch die Expression einiger TLRs auf Adipozyten sowie deren Funktionalitat wurde in
den letzten Jahren beschrieben. So gelang es beispielsweise Yu et al., die Expression
von adipozytarem TLR3 nachzuweisen, der auflerdem durch seinen Liganden
polyinosinic-polycytidylic acid (poly(l:C)) stimuliert werden konnte ®. Einer anderen
Arbeitsgruppe gelang es nachzuweisen, dass dermale Adipozyten bei einer bakteriellen
Infektion mit Staphylococcus aureus eine TLR-vermittelte Immunantwort gegen die
Pathogene einleiten, indem sie die Zellproliferation induzieren und das antimikrobielle
Peptid Cathelizidin sezernieren ®. Aktuelle Studien implizieren, dass die Aktivierung von
TLRs in einigen Geweben zur Entstehung der Adipositas-assoziierten Insulin-Resistenz

beitragen .

1.3 Aufbau und Funktion von Toll-like Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren gehdren zu den Pattern Recognition Receptors (PRR) der
Mammalia, die Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs) aus Mikroorganismen
oder Gefahren-assoziierte molekulare Muster (DAMPs) aus beschadigtem Gewebe

erkennen. Im Falle einer Pathogeninfektion reagiert das angeborene Immunsystem mit

10



1 Einleitung

einer rapiden inflammatorischen Immunantwort, um das Wachstum und die Verbreitung
des Pathogens zu inhibieren. In Vertebraten folgt auf diesen Mechanismus eine adaptive
Immunantwort durch die Bildung hoch spezifischer B- und T-Zellen. Die Bindungsstelle
dieser Zellen wird dabei durch somatische Rekombination und Mutation an die
individuellen Strukturen des jeweiligen Pathogens angepasst und induziert nach der
Ligandenbindung eine spezifische Immunantwort zur Pathogenbekampfung ®°. Im
Gegensatz dazu sind die Immunrezeptoren des angeborenen Immunsystems schon in
der Keimbahn festgelegt und erkennen determinierte molekulare Strukturen von
Pathogenen "*2.

Toll-like Rezeptoren sind aufgrund ihrer starken Sequenzhomologie zur intrazellularen
Domane des Toll Rezeptors in Drosophila nach diesem benannt. Das Toll Protein wurde
urspringlich durch seine Funktion in der Entwicklung der dorsoventralen Polaritat in
Drosophila-Embryonen entdeckt . Wenig spater wurde auch seine immunregulatorische
Funktion bei der Abwehr von Pilzbefall bei adulten Fruchtfliegen nachgewiesen ™. Die
Strukturen von TLRs sind hoch konserviert und finden sich sogar in Pflanzen wieder ’°.
Bisher wurden insgesamt 10 humane und 12 murine TLRs beschrieben "®’”. Die Toll-like
Rezeptoren 1, 2, 4, 5 und 6 werden auf der Zelloberflache exprimiert, wahrend TLR3,
TLR7, TLR8 und TLR9 im Endosomen der Zelle lokalisiert sind. Sie bestehen aus einer
N-terminalen Ektodomane zur Ligandenbindung, die Uber eine Transmembrandomane
mit der zytoplasmatischen C-terminalen Signaltransduktionsdomane Toll-Interleukin

(IL)-1 Rezeptor (TIR) Domane verbunden ist 2%

Bindet ein Pathogen an die
Ektodomane des TLR, kommt es zu Dimerisierung der Rezeptoren. So bilden z. B. die
membranstandigen TLR1 und TLR2 ein Heterodimer, ausgelést durch die Bindung
triacylierter Lipopeptide wie Pam3CSK, die an der Aminogruppe des Cysteins eine
weitere Palmitinsaure tragen. TLR2 und TLR6 bilden ein Heterodimer durch die Bindung
von diacylierten Lipopeptiden, wie dem Makrophagen- aktivierenden Lipopeptid-2
(MALP-2) 88 TLR5 erkennt eine Komponente von bakteriellen Flagellen, das Flagellin,
woraufhin es homodimerisiert. TLR10 ist ein Rezeptor, der bislang nur auf humanen
Zellen nachgewiesen werden konnte. In der Natur wird er nicht von murinen Zellen
exprimiert. Von TLR10 sind derzeitig weder der Ligand noch die genaue Funktion
bekannt ®. Seine Expression scheint jedoch das Sekretionsprofil nach Stimulation und
Aktivierung anderer TLR zu beeinflussen ®%°. TLR11 erkennt eine Komponente aus
uropathogenen Bakterien® und in Kombination mit TLR12 bindet es das Protein Profilin
aus Toxoplasma Gondii. Murines TLR13 bindet bakterielle ribosomale RNA 9.

TLR4 gehdrt zu den TLRs, die am besten charakterisiert sind. Er ist sowohl auf der
Plasmamembran als auch in Endosomen lokalisiert und bindet bakterielles

Lipopolysaccharid (LPS)*. Virale und bakterielle DNA-Molekiile gelangen iiber die
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Endozytose in die Wirtszellen, wo sie von den endosomal lokalisierten Rezeptoren
erkannt werden. Dabei wird TLR3 durch doppelstrangige RNA %>* TLR7/8 durch

einzelstrangige RNA 9%

und TLRO durch DNA-Fragmente mit

integrierten

unmethylierten Cytidin-Phosphat-Guanosin (CpG) Sequenzen aktiviert 1'%,
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Abbildung 3: Signalkaskade der Toll-like Rezeptoren (TLR) in Mammalia .

Die Aktivierung von PRRs durch eine Ligandenbindung initilert die Dimerisierung der
TLRs,

miteinander in Kontakt kommen und die TLR-spezifischen Adapterproteine (myeloid

entsprechenden wodurch die beiden zytoplasmatischen TIR-Domanen
differentiation primary-response protein 88 (MYD88) und MYD88-adaptor-like protein
(MAL) bzw. TIR domain-containing adaptor protein inducing IFNB (TRIF)
TRIF-related adaptor molecule (TRAM))
zytoplasmatische Signalkaskade ausgel6st, bei der IL-1 Rezeptor-assoziierte Kinasen
(IRAKs) und deren Adaptermolekiilen (TNF Rezeptor-assoziierten Faktoren (TRAFs))
phosphoryliert werden, was wiederum die Aktivierung von Mitogen-aktivierten Protein
Kinasen (MAPK), JUN N-terminalen Kinasen (JNK) und p38 induziert. Auf diesem Weg

Factor-kB (NF-kB), die

und

rekrutiert werden. Dadurch wird eine

werden letztendlich die Transkriptionsfaktoren Nuklear
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Interferon-regulatorischen Faktoren (IRF), cyclic AMP-responsive element-binding
protein (CREB) sowie das Aktivator Protein 1 (AP1) aktiviert, die wiederum die
Expression von Zytokinen und Chemokinen regulieren "%,

Bei Adipositas und Ubergewicht ist die Expression der TLRs im Fettgewebe induziert %°.
So kann z. B. in sc Fettgewebe von Adipositaspatienten signifikant mehr TLR2 und TLR4
nachgewiesen werden als im Gewebe von gesunden normalgewichtigen Personen '%.
Das Fettgewebe ist ein endokrines Organ, das innerhalb eines Organismus grof3flachig
und vielschichtig verteilt ist. Aus diesem Grund haben diverse Studien dessen
immunmodulatorische Eigenschaften analysiert und sich mit der Expression von TLRs
auf Adipozyten befasst. In Tabelle 1 sind die TLRs zusammengefasst, deren

Proteinexpression bereits auf Adipozyten nachgewiesen werden konnte.

Tabelle 1: Ubersicht der adipozytir exprimierten TLR-Proteine, sowie deren beschriebene Funktion
nach Ligandenbindung 86,107,116,108-115

Auf Adipozyten beschriebene | Funktion
TLR-Proteinexpression

TLR1/2 Aktiviert NF-kB Signalweg und induziert die TNFa -,
MCP-1 sowie IL-6 Sekretion

TLR2 bzw. TLR2/6 Induziert die IL-6 und die TNFa —Sekretion und
reduziert die Lipin-1 Genexpression

TLR3 Induziert die IL-6, die IL-8 und die MCP-1
Genexpression

TLR4 Induziert die IL-8 Genexpression, sowie die
Sekretion von IL-6, MCP-1, TNFa und Glycerol

TLR5 Induziert die Glycerol Sekretion, sowie die

Genexpression von adipose triglyceride lipase (ATGL),
fatty acid binding protein 3 (FABP3),
Monoglycerol-Lipase (MGL), wahrend die Perilipin-1
(PLIN1) Genexpression reduziert wird

TLR8 Erkennt Gblicherweise Einzelstrangige und kurze
doppelstrangige RNA. Funktionalitat in Adipozyten nicht
nachgewiesen

TLR10 Ligand und Funktion weder in Adipozyten noch in

anderen Zellen bekannt

Hinsichtlich der inflammatorischen Transformation des Fettgewebes und der
Adipositas-assoziierten metabolischen Dysfunktionen riickt besonders TLR9 immer mehr
in den Fokus der Wissenschaft, weshalb im Folgenden dessen metabolische Bedeutung

genauer beschrieben wird "71"°,
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1.3.1 TLR9 und seine Bedeutung bei Adipositas

Die Funktion des Immunrezeptors TLR9 wurde urspriinglich auf klassischen
Immunzellen wie den B-Lymphozyten, Makrophagen und plasmazytoiden Dendritischen
Zellen (pDC) charakterisiert ?>'*'. Aber auch auf Neutrophilen und Monozyten konnte
die Expression des Rezeptors nachgewiesen werden '?'?®  Aktuelle Studien
beschreiben auflerdem die Expression von TLR9 auf nicht primar immunologisch aktiven
Zellen, wie den intestinalen Epithelzellen '**'®. Im Jahr 2000 wurde das Protein TLR9
zum ersten Mal als Rezeptor beschrieben, der CpG-Einheiten in DNA-Sequenzen
erkennt "', Typischerweise findet man vor allem in bakterieller DNA CpG-haltige
Sequenzen. In Vertebraten ist diese Sequenzabfolge eher selten und liegt wenn dann
haufig in methyliertem Zustand vor, wodurch sie fiir den Rezeptor nicht zugénglich ist '°.
Schon 1998 konnte in der Arbeit von Hacker et al. bewiesen werden, dass TLR9 in
murinen Makrophagen endosomal lokalisiert ist '*'. TLR9-Liganden werden via
Endozytose von der Zelle aufgenommen, woraufhin TLR9 vom Endoplasmatischen
Retikulum (ER) zu Endosomen/Lysosomen transloziert, wo es schlielllich seinen
Liganden binden kann '®. In den letzten Jahren haben zahlreiche Studien TLR9 in
Verbindung mit diversen Krankheitsbildern gebracht, die haufig mit einer Adipositas
assoziiert sind, darunter chronische Colitis, systemischer Lupus erythematodes (SLE),
Arteriosklerose und vor allem Insulin-Resistenz und damit auch Diabetes ''®'#"~'%
Interessanterweise ist die Expression von TLR9 und TLR8 in Mausen, bei denen durch
eine Hochfettdiat die Ausbildung von Adipositas induziert wurde, stark erhéht. Vor allem
im gon Fettgewebe ist die Expression dieser beiden Rezeptoren verglichen mit anderen
TLRs deutlich induziert . Das murine Adipositasmodell gilt als etabliertes Modell der
humanen Adipositas und impliziert damit eine bedeutende Funktion von TLR9, wahrend
der Adipositas-assoziierten proinflammatorischen Transformation des vis Fettgewebes.
AulBerdem ist TLR9 moglicherweise ein wichtiger regulatorischer Faktor fur die
Interaktion von Metabolismus und dem innaten Immunsystem. Bemerkenswerterweise
konnte auflerdem nachgewiesen werden, dass TLR9-defiziente Mause bei einer
Hochfettdiat signifikant starker an Gewicht zunehmen als Wildtyp- (wt) Mause.
Gleichzeitig infiltrieren bei Letzteren deutlich mehr (proinflammatorische) M1
Makrophagen in das gon Fettgewebe, wahrend in den TLR9-defizienten M&ausen deutlich
héhere Spiegel proinflammatorischer Zytokine im Serum nachgewiesen werden
kénnen ', Interessanterweise induziert Adipositas bei Mensch und Maus das Absterben
von Adipozyten, wobei u. a. DNA in den extrazelluldaren Raum freigesetzt wird. Eine
fettreiche Ernahrung induziert schon innerhalb kurzester Zeit erhdhte Konzentrationen
von zellfreier DNA (cfDNA) im Plasma ' Diese cfDNA ist in der Lage,
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proinflammatorische Makrophagen in Wildtyp-Mausen, nicht aber in TLR9-defizienten
Mausen zu aktivieren. Die signifikante Zunahme des gon Fettgewebes in
TLR9-defizienten Tieren gegeniber den Kontrollmdusen unter einer Hochfettdiat
konnten von Nishimoto et al. allerdings nicht bestatigt werden. Aufllerdem wurden
deutlich geringere Mengen proinflammatorischer Makrophagen und entzindlicher
Infiltrate im gon Fettgewebe und eine bessere Insulinsensitivitdt in TLR9-defizienten

Méausen gegeniiber den Wildtyp-Mausen detektiert ''®.

1.3.2 Synthetische und physiologische TLR9 Liganden

Hypomethylierte CpG-haltige DNA Sequenzen gelten als klassische TLR9-Liganden "°".
Sie liegen vor allem in bakterieller DNA und vielen viralen Nukleinsauren vor, wahrend
sie in Vertebraten eher selten und wenn dann methyliert sind ™. So induziert
beispielsweise DNA aus Escherchia coli (E. coli) die Proliferation von humanen B-Zellen
und DC, wohingegen zuvor mit DNase degradierte DNA keinen vergleichbaren Effekt
auslost ', Kommerziell erhaltlich sind entsprechende synthetische DNA-Molekiile,
sogenannte CpG- Oligodesoxynukleotide (ODN), bei deren Synthese eine definierte
Sequenzabfolge beachtet wird. Sie haben damit eine determinierte Struktur sowie
Basenfolge. Die Behandlung von humanen B-Zellen und DC mit synthetischen
CpG-ODNs, induziert wie auch die Behandlung mit bakterieller DNA, eine Proliferation
der beiden Zelltypen. Ausschlaggebend ist dafur, dass die DNA nicht-methylierte
CpG-Einheiten enthalt. Bei Stimulation mit Kontroll- (Ktrl.) ODNs, bei denen anstelle der
CpG- eine Guanosin-Phosphat-Cytidin (GpC) -Sequenz eingebaut ist, sowie DNA
Sequenzen, bei denen die CpG-Einheiten methyliert vorliegen, ist der stimulatorische
Effekt auf die B-Zellen und DC deutlich abgeschwacht ™'. Gleiches gilt auch fiir die IL-8
Produktion. Sie ist ausschliel3lich bei Stimulation mit E. coli DNA und CpG-DNA
induziert *'. In  Human Embryonic Kidney (HEK) Zellen wird ebenfalls eine
CpG-abhangige Aktivierung von NFkB durch die Stimulation mit einem CpG-ODNs
induziert. Methylierte CpG-ODNs sowie GpC-ODNs I6sen keinen vergleichbaren Effekt
aus "',

Ein wesentlicher Unterschied zwischen bakterieller DNA und den synthetischen
CpG-ODNs ist das DNA-RUckgrat. Wahrend bakterielle DNA, so wie auch eukaryotische
DNA, ein natirlich vorkommendes Phosphodiester (PO,)-Ruckgrat hat, besteht das
Rickgrat von CpG-ODNs teilweise oder komplett aus Phosphorothioat
(PO3S)-Verbindungen. Letztere findet man in der Natur nur bei ausgewahlten Bakterien

und Archaea "**""**. Phosphorothioat Verbindungen sind auch bekannt als S-Oligos, da
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im Phosphat, Uber das die Nukleotide miteinander verbunden sind, ein Sauerstoffatom

durch Schwefel subsituiert ist (Abbildung 4). Diese schwefelhaltigen Verbindungen sind

dabei weniger anfallig fiir extra- und intrazellulére Nukleasen ">'3¢,

5’ Base 5’ Base
@) O
Phosphodiester- Phosphorothioat-
Bindung ? Bindung (|3
O:Fl’—OH S:T—OH
0O Base Base
O © @)
3 3

Abbildung 4: Schemadarstellung einer Phosphodiester- und einer Phosphorothioat-Bindung
zwischen zwei Nukleotiden '*°. Die Zuckerreste in natiirlich vorkommenden DNA-Oligonukleotiden sind
Uber eine gewdhnliche Phosphat-Gruppe (PO.) miteinander verbunden. Bei einer Phosphorothioat-Bindung
ist im Phosphat ein Sauerstoffatom durch Schwefel ersetzt (POsS).

Durch die individuelle DNA-Rickgrat- und Sequenzzusammensetzung haben jeweilige
CpG-ODNs unterschiedliche immunstimulatorische Eigenschaften **'*"-'*°  Anhand
ihrer Struktur unterscheidet man CpG-ODNs der drei Klassen A, B und C.

ODNs mit einem POg4-Rickgrat sind in der Lage, insbesondere natirliche Killerzellen
(NK-Zellen) und pDC 2zu aktivieren. Sie induzieren eine starke IFN-a

Expression 130140141,

Ihre stimulatorischen Fahigkeiten auf B-Zellen sind hingegen
eingeschrankt *°. Sie werden als Klasse A CpG-ODNs bezeichnet und tragen eine
zentrale Palindromsequenz, in dem eine CpG-Einheit integriert ist. Durch das
Sequenzpalindrom wird das ODN an diesem kurzen Sequenzabschnitt doppelstrangig.
Klasse A CpG-ODNs beinhalten aulerdem am 3° Ende ein PS-modifizierte
poly-Guanosin Sequenz.

Tabelle 2: Ubersicht der Charakteristika der verschiedenen CpG-ODN Klassen. Interleukin 6 (IL-6);

Interferon a (IFN-a); plasmazytoide Dendritische Zellen (pDc); Phosphodiesterbindung (POs);
Phosphorothioatebindung (POsS).

Klasse DNA-Rickgrat B-Zellen pDC IFN-a IL-6

A PO5;S —PO, + ++++ ++++ +
B PO;S ++++ ++++ + +++
C PO5S +++ +++ +++ ++

Quelle: invivogen.com; Stand August 2019
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Durch ein vollstdndiges PO3;S -Rickgrat sind die linearen Klasse B CpG-ODNs
wesentlich stabiler als Klasse A CpG-ODNs. Sie aktivieren B-Zellen besonders stark und
induzieren deren Zellproliferation sowie IL-6 Sekretion, wahrend die IFN-a Sekretion
durch sie nicht reguliert wird. In pDCs induzieren sie die Expression von TNFa und
IL-6 381427145 Klasse B CpG-ODNs enthalten eine oder mehrere CpG-Einheiten, aber
keine poly-Guanosin Sequenz und auch kein Palindrom .

Die jungste Klasse bilden die Klasse C CpG-ODNs. Sie sind eine Kombination der
ersten beiden Klassen. Sie haben sowohl ein vollstdndiges PS-Ruckgrat als auch ein
integriertes Sequenzpalindrom. Charakteristisch fir Klasse C CpG-ODNs sind
mindestens eine TCG Sequenz nahe dem 5' Ende sowie ein Sequenzpalindrom, das
optimalerweise aus mindestens 12 Basen besteht, die zwei oder mehr CpG-Einheiten
beinhalten. Klasse C CpG-ODNs aktivieren sehr effizient B-Zellen und pDCs. Bei
letzteren induzieren sie besonders die IFN-a Expression ',

Die Bindung des TLR9-Liganden an seinen Rezeptor kann inhibiert werden, indem die
endosomale Reifung der Zellen durch z. B. Bafilomycin A und Chloroquin inhibiert
wird '#'*®_ Diese Daten implizierten schon vor dem Immunfluoreszenznachweis von Latz
et al. '®, dass die TLR9-Liganden via Endozytose in das Endosom der Zellen gelangen,
wo sie letztendlich an ihren Rezeptor binden.

Es gibt Hinweise darauf, dass pathogene Substanzen aus unterschiedlichen Quellen
TLR9 aktivieren kénnen '*°. DNA kann durch Apoptose, Nekrose, Phagozytose, Onkose
und aktive Sekretion freigesetzt werden "°. Es wurde nachgewiesen, dass freie DNA
vermehrt im Serum von Patienten, die unter SLE oder Krebs leiden, detektiert werden
kann 152 Auch bei Patienten, die einen Herzinfarkt erlitten, ist die Konzentration freier
DNA im Plasma erhéht ">, Bakterielle DNA kann auRerdem aus dem gastrointestinalen
Trakt das umliegende Gewebe infiltrieren ' (Abbildung 6). Im Rahmen einer
Inflammation des vis Fettgewebes unter Hochfettdiat ist aullerdem die intestinale
Permeabilitat erhéht '**. Uber die intestinale Schleimhaut (Mukosa) kénnen Bakterien in

das Blut und in das umliegende Fettgewebe gelangen '

Bei Ubergewicht und
Adipositas kommt es zudem vermehrt zur Degeneration von Adipozyten. In humanen
und murinen Fettgeweben kann bei einer vorliegenden Adipositas vermehrt die Bildung

sogenannter Crown-like structures beobachtet werden (Abbildung 6).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Zusammensetzung des Klasse A ODNs 1585, des Klasse
B ODNs 1826, des Klasse C ODNs 2395 und den entsprechenden Kontroll ODNs. Entwurf nach
strukturellen Angaben von InvivoGen.com; Stand August 2019.

Dabei handelt es sich um Makrophagen, die sich um absterbende Adipozyten
aggregieren *®'" Durch die untergehenden Adipozyten wird cfDNA frei. Dabei handelt
es sich sowohl um einzelstrangige als auch doppelstrangige DNA. Gerade bei Adipositas
sind die Level der cfDNA im Plasma und im vis Fettgewebe besonders hoch "'
Nishimoto et al. haben eine Zusammenhang der Inflammation des Gewebes und der
erhohten cfDNA bei Adipositas in Abhangigkeit von TLR9 beschrieben, was impliziert,
dass cfDNA ein physiologischer Ligand von TLR9 ist '"® (Abbildung 6). Diese Studien
fokussierten sich dabei aber auf die TLR9-Expression in fettgewebsinfiltrierenden
Makrophagen. Zur Funktion von adipozytarem TLR9 ist bislang kaum etwas bekannt. In
diesem Zusammenhang haben Revelo et al. aullerdem nachgewiesen, dass

Immunzellen im Rahmen einer Hoch-Fett-Diat extracellular traps (ETs) ausbilden, die
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aus Nukleinsduren bestehen und pDCs via TLR7/9 aktivieren kénnen ''°. Damit scheint
TLR9 besonders im Rahmen der Adipoinflammation eine wichtige Funktion
zuzukommen, die bislang allerdings nur auf Immunzellen wie Makrophagen,
Neutrophilen und DCs untersucht wurden und nicht auf den Adipozyten selbst. Auch die
TLR9-abhangige Kommunikation von Adipozyten und Immunzellen innerhalb dieser

Entzindungsreaktion ist kaum erforscht.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung intrinsischer Quellen fiir physiologische TLR9-Liganden.
1. Externe mikrobielle Substanzen aus dem intestinalen Trakt kdnnen Uber das Darmepitel das umliegende
Gewebe infiltrieren und die TLR9-Signalkaskade im viszeralen Fettgewebe aktivieren. 2. Im Rahmen der
Metaflamation bei Adipositas kommt es vermehrt zur Ausbildung von crown-like structures, bei der
Makrophagen sich um absterbende Adipozyten akkumulieren und eigene zellfreie DNA (cfDNA) in das
umliegende Gewebe entlassen wird.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Expression und Funktion von TLR9 in Adipozyten
nachzuweisen. Um herauszufinden, ob TLR9 von Adipozyten und ihren Vorlauferzellen
exprimiert wird, sollten via real time PCR und Immunzytochemie TLR9-Gen- und
Proteinexpressionsanalysen zu verschiedenen Zeitpunkten der adipozytaren
Differenzierung von murinen 3T3-L1 Adipozyten durchgefuhrt werden. Auflerdem sollte
die Gen- und Proteinexpression von TLR9 in murinem sowie humanem Fettgewebe
untersucht werden. Der hypothetische Einfluss der TLR9-Expression auf die adipozytare
Differenzierung sollte durch einen TLR9-spezifischen Knockdown Uber die gesamte
Dauer der Adipogenese von murinen 3T3-L1 Adipozyten durch einen small interfering
RNA- (siRNA) vermittelten Knockdown inhibiert werden. Hierbei sollten Auswirkungen
des Knockdown auf die adipozytare Zellmorphologie sowie auf die Expression von
spaten Differenzierungsmarkern untersucht werden.

Um die regulatorische Funktion von TLR9 in Adipozyten zu analysieren, sollten
Stimulationsexperimente mit synthetischen CpG-ODNs durchgefiihrt werden. Die
Auswirkungen auf das adipozytare Sekretionsprofil nach Stimulation von murinen 3T3-L1
Adipozyten und primaren humanen Adipozyten mit TLR9-Liganden sollte Aufschluss
Uber die inflammatorische Wirkung von TLR9 in Adipozyten geben. Der Einfluss der
TLRO9-Aktvierung auf den Metabolismus der Adipozyten sollte anhand der
Genexpression der adipozytaren Glukosetransporter analysiert werden. Um das
proinflammatorische Milieu im Fettgewebe bei Adipositas zu imitieren, sollten auRerdem
Ko-Stimulationsexperimente von CpG-ODNs und dem TLR4-Liganden LPS in 3T3-L1
Adipozyten durchgeflhrt werden. Zur Verifizierung der TLR9-Abhangigkeit auftretender
Effekte sollten Stimulationsexperimente mit TLR9-Liganden analog in primaren murinen
Adipozyten aus Wildtyp und TLR9-defizienten (TLR9”) Mausen ex vivo durchgefiihrt
werden. Der Einfluss der CpG-ODNs auf das Sekretionsprofil der Adipozyten sollte mit

Hilfe des Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA) analysiert werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Antikorper (AK)

AK-Bezeichnung
Isotypkontrolle Kaninchen, polyklonaler rabbit IgG (ab27478)
Primarer anti-TLR9 Antikorper, polyklonal (ab37154)

Sekundarer Peroxidase-konjugierter AK, goat anti-rabbit IgG (P0448)

2.1.2 Chemikalien

Name

7-aminoactinomycin D (7-AAD)

Aceton

Aluminum potassium sulfate dodecahydrate/ Kalilaun
Ampicillin

Apo-Transferrin

Ascorbat

Bad Stabil®

B-Mercaptoethanol (2-ME)

Biotin

Bovine Pituitary Extract (bPE)

Citric Acid Monohydrate

Chloralhydrat

Complete tablets

Corticosteron

Desoxycholate

Dimethylsulfoxid (DMSO), Hybri-Max™
DNasel aus Rinderpankreas
Dulbecco’s Modified Eagle Medium mit 4,5 g/l Glucose (DMEM)
DMEM F-12

Entellan

Eosin
Ethanol 70 %, vergallt

Ethanol absolut 99,99%

Hersteller
Abcam
Abcam
DAKO

Hersteller
eBioscience
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Serva
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Neolab
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roche
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Serva

Roche

Merck (Biochrom)

Lonza
Merck

Carl Roth
SAV-Liquid

Production GmbH

Chemsolute
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Ethanol 99,8%, vergallt

Ethansaure/ Essigsaure

Ethidium Bromid (EthBr)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fetales Kalberserum (FCS)

Fetuin

Fixierlosung ROTI®Histofix 4%

Freka-Nol AF, alkoholoisches Schnelldesinfektionsmittel

Formaldehydlésung 37%

Gelatine, porcine

Glycerin 99,5%

Glyceringelatine phenolfrei

Hamatoxylin

Heparin

HEPES

Huhnerserum

Hygromycin

IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthin)

IGEPAL CA-630

Inzidin plus

Insulin

Isopropanol

iTaq universal SYBR Green Supermix fur RT-PCR
Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Kaliumhydrogenphosphat

Kollagenase NB6

LAL-Wasser

Lipopolysaccharide (LPS), E.coli-Stamm 055:B5
Leukemia inhibitory factor (LIF) (ESGRO®)
Medium Biowhithaker F-12

Methanol

Merrettichperoxidase (HRP) Avidin
Natriumchlorid

Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
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Carl Roth
Merck

Carl Roth
Fluka
Sigma-Aldrich

MP-Biomedicals

Carl Roth

Dr. Schumacher

GmbH

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Sigma-Aldrich
PAA
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Serva
Sigma-Aldrich
Ecolab
Sigma-Aldrich
Carl Roth
BioRad

Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Serva
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Millipore
Lonza

Carl Roth

Bio Legend
Sigma-Aldrich
Carl Roth
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Natriumhydroxid

Natriumjodat

n-Buthanol

Newborn Calf Serum (NCS)

Nuclease-freies Wasser

ODN 2216, human

ODN 2243 (2216 Kitrl.), human

ODN 2006, human

ODN 2137 (2006 Kitrl.), human

ODN 2395, human/murin

ODN 2395 Ktrl., human/murin

ODN 1585, murin

ODN 1585 Kirl., murin

ODN 1826, murin

ODN 1826 Ktrl., murin

Panthothensaure

Paraformaldehyd (PFA)

Paraffin-Pastillen Roti®-Plast
Phosphat-Buffered Saline (PBS) Dulbecco
PBS Endotoxin-frei, Dulbecco’s PBS Ca2+ & Mg2+ frei
Penicillin/Streptomycin (Pen/Str)

Pfu Polymerase

Phosphatase Inhibitor Cocktail phosSTOP
Poly (2-hydroxyethyl methacrylate) (polyHEMA)
Polybrene (Hexadimethrin Bromid) [10mg/ml]
Protease Inhibitor Cocktail Complete Mini
Rinderserumalbumin (BSA) Pulver

RNeasy Lyse (RLT) Puffer

Rnase-freies Wasser

Schwefelsaure 95-97%

siRNA Transfektions Reagenz, X-tremeGENE
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)

Sodium lodate = 99 %

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)

Sodium Pyruvate (Pyruvat)

Stickstoff, flissig

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Qiagen
InvivoGen
InvivoGen
InvivoGen
InvivoGen
InvivoGen
InvivoGen
InvivoGen
InvivoGen
InvivoGen
InvivoGen
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Carl Roth
Biochrom
Sigma Aldrich
PAN Biotech
Fermentas
Roche
Sigma-Aldrich
Millipore
Roche

Roth

Qiagen
Qiagen
Merck

Roche

Merck

Sigma Aldrich
Fermentas
PAA

Linde
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SYBR Green, iTaq Univer, Supermix

Taq Polymerase

TNFalpha

Trichlormethan/Chloroform
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Tri-Sodium Citrat Dihydrate

Triton X-100

TRIzol

Trypan Blau

Trypsin-EDTA

Tween-20

Tween-20

Wasserstoffperoxid 30% (H,0,)
Xylol

2.1.3 Gerate

Gerat

Alu-Rack 1,5 und 2

Analysewaage ACJ 220-4M (0,01 g - 220 g)
Brutschrank Heracell 150i, CO,-Inkubator
Durchlichtmikroskop DMIL LED

Eiswanne

Etikettiergerat P-touch 3600

Feinwaage ACJ 220-4M

Gefrierschrank -20 °C, Comfort NoFrost
Gefrierschrank -20 °C

Gefrierschrank -20 °C, Arctis

Gefrierschrank -80 °C, HERAfreeze™ HFU T Serie
Gewebshomogenisator, gentleMACS™ Dissociator
Kuhlschrank comfort

Kihlschrank cooler

Magnetisches Feld fur Affinitatsseparation, MACS® MultiStand
Magnetrihrer MR Hei-Standard

Magnetruhrer RH Basic 2

Mikroskop-Kamera MC120 HD
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Bio-Rad
Bioline
Biomol

Carl Roth
Carl Roth
Fluka

Sigma Aldrich
Ambion Life
Technologies
Sigma Aldrich
PAN-Biotech
Carl Roth
Sigma Aldrich
Carl Roth
Carl Roth

Hersteller

Carl Roth

Kern

Thermo Scientific
Leica

VWR

Brother

Kern

Liebherr

Bosch

AEG

Thermo Scientific
Miltenyi Biotec
Liebherr

Bosch

Miltenyi Biotec
Heidolph

IKA

Leica
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Mikrotom, Rotary Microtome HM340E mit Section Transfer System
STS und Cool-Cut
Nanoquantplatte Take 3, Epoch

Pinzette Dumont Medical 5

Pinzette Dumont Medical 7, curved

Pinzette mit feiner Spitze, gerade

Pipettensatz (Spannweite 0,1 ul - 5000 pl)
Pipettierhelfer, accu-jet® pro

Real-Time PCR Detection System, CFX Connect

Schere, fein, gerade

Schuttelinkubator S1500

Schittler MKR 13

Sonifikator Sonoplus HD 3100

Sonotrode

Spektrophotometer flr Mikroplatten, Epoch, ELISA Reader
Sterilwerkbank, Flow MSC Advantage

Stickstofftank fur Cryokonservierung, 21HCL
Stickstofftank, TP60

T100 Thermal Cycler

Thermomixer F1,5

Vakuumpumpe

Vakuumpumpe Laboport

Vortex 1

Vortexer VTX-3000L, UZUSIO

Waage EMB 500-1 (0,1 g - 500 g)

Wasserbad

Zellseparator, magnetisch MiniMACS™ Separator fur MS-column
Zellseparator, magnetisch QuadroMACS™ Separator fur LS-column
Zentrifuge, Mikro 120

Zentrifuge, Mikro 200 R

Zentrifuge, Minifuge

Zentrifuge, Minifuge

Zentrifuge, Rotina 380R

Thermo Scientific

Biotek

Fine Science
Tools

Fine Science
Tools

Carl Roth
Eppendorf
Omnilab
BioRad

Fine Science
Tools

Stuart Orbital
Ditabis
Bandelin
Bandelin
BioTek

Thermo Scientific

Taylor-Wharton
Cryo-Tech
BioRad
Eppendorf
Biometra

KNF Lab

IKA

LMS

Kern
Memmert
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Hettich
Hettich

LLG Labware
Sprout

Hettich
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2.1.4 Kit-Systeme

Kit-Systeme
Adipose Tissue Progenitor Isolation Kit mouse, MACS
AEC Peroxidase (HRP) Substrate Kit, 3-amino-9-ethylcarbazole

BCA Protein Assay Kit

ELISA MCP-1 murin

ELISA, DuoSet® Adiponektin human

ELISA, DuoSet® Adiponektin murin

ELISA, DuoSet® Leptin murin

ELISA, DuoSet® MCP-1 human

ELISA, DuoSet® Resistin murin

QIAmp DNA Mikro

Reverse Transcription Kit, Quantitect®
RNase-Free DNase Set

Rneasy Mini Kit

RT-Kit

Substrate Reagent Pack (Hydrogenperoxid, TMB-Substrat)
Zytotoxizitats-Test, Laktat-Dehydrogenase (LDH)

2.1.5 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Abdeckfolie Easy-Seal

Abdeckfolie MicroSeal

Aspirationspipette 2 ml
Aufbewahrungsbox, Karton
Aufbewahrungsbox, PCR, 0,2 ml
Combitips 0,5 ml, 1ml, 2,5 ml, 5 ml, 10 ml
Deckglaler, 24 x 24 mm und 24 x 60 mm
Einbettkassette

Eiswanne

Entsorgungbeutel 200 x 300 mm
Farbegestell aus Glas mit Drahtbugel
Farbekasten

Farbekasten nach Coplin, Glas

Farbetiketten, rund
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Hersteller
Miltenyi Biotec
Vector Laboratories
Pierce/Thermo
Scientific
BioLegend
R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen

R&D Systems

Roche

Hersteller
Greiner bio-one
BioRad
Sarstedt
Ratio-Lab
Biozym
Eppendorf
Omnilab

Carl Roth

Magic Touch Icewares

Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth

Herma
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Farbetrog

Fettstift

Filterspitzen 200pl, 100ul, 20ul, 10pl super slim
Filterspitzen Extra-long 1250ul

Filtersystem steril, 150 ml, 250 ml

Handschuhe Latex, puderfrei

Handschuhe Micro-Touch
Kammerobjekttrager 8 well

Kandle, steril, 24G

Kryoboxen

Kryoréhrchen, Cryo-Pure Gefall 1,6 ml
Membranfilter flr Pipettierhilfe
Messzylinder

Mikroplatte 96 well, half area
Minifilter Mini Sart

Monovette, Citrat oder Serum
M-Tube, gentleMACS

Multipette E3

Multipette M4

Multiply Pro 0,2ml Reaktionsgefald

Objekttrager, Superfrost plus

Objekttrager-Kasten
Objekttrager-Kivette

Parafilm

Pasteurpipetten, Glas

PCR Platte, 96 well, Hard Shell

Pipetten, Einwegpipette, serologisch, cell star 2ml, 5ml, 10ml, 25

ml, 50ml

Pipettenspitzen
Pipettenspitzen
Pipettierhilfe Accu-Jet Pro
Pipettierhilfe Research
Pipettierhilfe Research plus
Qiashredder

Carl Roth
Merck

Nerbe plus
Sarstedt
Corning
Nobaglove
Nitra-tex
Thermo Fisher
Scientific

BD Microlance™ 3
Ratio-Lab
Sarstedt
Brand

Brand

Greiner bio-one
Sartorious
Sarstedt
Miltenyi Biotec
Eppendorf
Eppendorf
Sarstedt
Thermo Fisher
Scientific

Carl Roth

Carl Roth
Parafilm
Brand

BioRad

Greiner bio-one

Eppendorf
Sarstedt
Brand
Eppendorf
Eppendorf
Qiagen
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Rastereinsatz aus Karton fiur Aufbewahrungsbox
Reagiergefalle 5 mi

Reaktionsgefalte 1,5 ml, 2 ml

Reaktionsgefalte RNase-frei 0,2 mli

Reaktionsgefalte RNase-frei, 1,5 ml
Reaktionsgefalistander

Roéhrchen fur magnetische Affinitatsseparation, LS column
Roéhrchen fur magnetische Affinitdtsseparation, MS column
Safe-Seal Reagiergefalle, Biosphere® 0,5 ml, 1,5 ml
Schraubverschluss Mikroréhre 1,5 ml
Schriftbandkassette, 12 mm

Skalpell, Einweg, Nr. 15, Nr.21

Spritze Injekt®, 10 ml

Spritze Injekt®-F, 1 ml

Spritzenfilter, Minisart, 0,2 pm

Tlcher Brozell

Tucher Kimtech Science

Wageschale, Einweg

Zell- und Gewebshomogenisator QlAshredder
Zellkulturflasche T75

Zellkulturplatte Tissue-culture plate 12- well
Zellschaber 16cm

Zellsieb, Nylonmesh 100 ym

Zellsiebadapter flr 15 ml Réhrchen
Zell-Zahlkammer

Zentrifugenréhrchen konisch, Cellstar, Falcon 15 ml und 50 ml
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Ratio-Lab
Eppendorf
Sarstedt
Nerbe plus
Sarstedt
Brand

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Sarstedt
Sarstedt
Brother
Feather

Braun

Braun
Sartorius Stedim
Biotech

Brod

Kimberly Clark
NeolLab
Qiagen
Sarstedt
Falcon
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Neubauer

Greiner bio-one
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2.1.6 Medien, Puffer und Léosungen
2.1.6.1 Medien fiir humane Zellen

Human Adipocyte Differentiation o

Cell Application Inc.
Medium
Human Adipocyte Starvation Medium Cell Application Inc.
Human Preadipocyte Growth Medium Cell Application Inc.
Hanks’ Balanced Salt solution (HBSS) Sigma-Aldrich
Trypsin/EDTA Solution Sigma-Aldrich

Trypsin Inhibitor Solution Sigma-Aldrich

2.1.6.2 Medien fiir murine Zellen

Medium Supplementation
Anzuchtsmedium
DMEM 10 % NCS +

ggf. 1 % Pen/Str

Differenzierungsmedium
DMEM F-12 5%NCS
17 nM Panthothensaure
10 nM Biotin
2 ng/ml apo-Transferrin
30 ng/ml Fetuin
1uM Corticosteron (unmittelbar vor Verwendung hinzugeben)
200 pM Ascorbat (unmittelbar vor Verwendung hinzugeben)
2,5 uM IBMX (unmittelbar vor Verwendung hinzugeben)
100 nM Insulin (unmittelbar vor Verwendung hinzugeben)

DMEM/I*
DMEM F-12 1 uM Insulin (unmittelbar vor Verwendung hinzugeben)

2.1.6.3 Puffer und Lésungen
Eosinldsung

Eosin (10 g) in 11 H,O I8sen, filtrieren und dunkel lagern.
Vor Gebrauch einige Tropfen 96%ige Essigsaure in die Kivette geben.
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Hamalaun

Hamatoxylin

Sodium lodate

Kalilaun

Chloralhydrat

Citric Acid Monohydrate

RIPA-Zelllysepuffer
Natriumchlorid 3 M Stammldsung
IGEPAL

Desoxycholate

SDS, 20% ige Stammlésung
TRIS 1 M Stammlésung, pH 7,5

Sodium Zitrat
Sodium Citrate Dehydrate

Zitratpuffer
Zitronensaure 0,1 M

Sodium Zitrat 0,1M

Zitronensaure
Citric Acid Monohydrate
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0,2g

50g

50g

19

ad 1 1 dH,0 (filtrieren und dunkel lagern)

2,5ml
500 ul
0,025¢g
250 ul
2,5ml

ad 50 ml ddH,O

7,359
ad 250 ml dH,O

9ml
41 ml

ad 450 ml dH,O

10,5¢
ad 50 ml dH,0
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2.1.7 Oligonukleotidsequenzen

2.1.7.1 Humane Primer

Tabelle 3: Innerhalb dieser Arbeit verwendete humane Primer mit Sequenzangabe, sowie die bei der
PCR eingesetzte Annealing-Temperatur (Tn).

Oligonukleotid Tm Sequenz 5>3
, .| forward . 5"-GAC CAG GAA ACC ACG ACT CA-&
Adiponektin 60 °C - -
reverse 5-CCT TAG GAC CAATAA GAC CTG GA-3
forward . 5’-GAG TCC ACT GGC GTC TTC AC-3’
GAPDH reverse 62.5°C 5-CCA GGG GTG CTAAGC AGT T-3°
MCP-1 forward 60 °C 5-CTC TCG CCT CCA GCATGA AA-3
reverse 5-GTCTTG AAGATCACAGCTTCTTTG G-3°
TLR9 forward 63 °C 5’-CCC CCAGCATGG GTT TCT-3°
reverse 5-TGG AGC TCA CAG GGT AGG AA-3°

2.1.7.2 Murine Primer

Tabelle 4: Innerhalb dieser Arbeit verwendete murine Primer mit Sequenzangabe, sowie die bei der
PCR eingesetzte Annealing-Temperatur (Tn).

Oligonukleotid Tm Sequenz 523’
Adiponektin forward 62 °C 5'-AGG GAG AGA AAG GAG ATG CAG-3'
reverse 5'-CAG ACT TGG GCT CCC ACC TC-3'
forward . 5-TGT CCG TCG TGG ATC TGA C-3'
GAPDH reverse 98,9°C 5'-AGG GAG ATG CTC AGT GTT GG-3'
GLUTA forward 62 °C 5'-AGC AGA GGC TTG CTT GTA GA-3'
reverse 5'-AAC TCC TCAATAACC TTC TGG GGG-3'
GLUT4 forward 60 °C 5-TGG TTC ARR GTG GCA GAG C-3'
reverse 5'-CGT AAG GAC CCA TAG CAT CC-3
L6 forward 60 °C 5-AGT TGC CTT CTT GGG ACT GA-3'
reverse 5'-TCC ACG ATT TCC CAG AGA AC-3'
Leptin forward 60 °C 5'-AGG ATC TGA GGG GTG ATG TG-3'
reverse 5'-AGG TGA CCA AGG TGG CAT AG-3'
MCP-1 forward 61°C 5-AGG TCC CTGTCATGC TTC TG-3'
reverse 5'-TCT GGA CCC ATT CCT TCT TG-3'
Resistin forward 62 °C 5'-TGC TAA GTC CTC TGC CAC GTA-3'
reverse 5'-TCA ACT GAC CGA CAT CAG GA-3'
TLR9 forward 60 °C 5'-CAT CTC CCAACATGG TTC TCC-3'
reverse 5'-GCA GAG AAA CGG GGT ACA GA-3'
TNEa forward 60 °C 5'-CCA GAC CCT CAC ACT CAG ATC AT-3'
reverse 5'-CCA GAC CCT CAC ACT CAG ATC AT-3'
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2.1.7.3 siRNA-Sequenzen

Name siRNA Sequenz Identifikationsnr. Hersteller
TLR9 sense  5-GCU AUA AUG GUA _ _ _

# 175054 Ambion Life Technologies
(murin) UCA CCA ACit-3'
TLR9 sense 5-GCU CUC UCC AUA ] ) )

# 175055 Ambion Life Technologies
(murin) CAC UGA Att-3'
TLR9 sense 5-GCG AGA ACU UUC ] ) )

# 175056 Ambion Life Technologies
(murin) UCU AUG Att-3'

Als Negativkontrolle zur Transfektion mit der genspezifischen siRNA wurde die non
template siRNA (ntsiRNA) Silencer Select Negative Control siRNA #1 von Ambion Life
Technologies eingesetzt, die keine bekannte mRNA-Sequenz des murinen
Transkriptoms spezifisch bindet.

2.1.8 Software und Programme

Bio-Rad CFX Manager 3.1

Genb 2.05

Leica Application Suite V4.3

Leica Application Suite V4.9.0

Microsoft Office 2007

SPSS (IBM Statistics, Versionen 22.0 und 26.0)

2.1.9 Zelllinien

Zelllinie Herkunft

Murine 3T3-L1Pra-Adipozyten (ATCC ® CL-173™) American Type Culture Collection
Humane Pra-Adipozyten (HPAd) Sigma-Aldrich
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2.2 Methoden

2.2.1 In vitro Zellkulturarbeiten

Die Kultivierung aller Zellen erfolgte unter konstanten Bedingungen im Brutschrank bei

37 °C und 5 % CO, bei wassergesattigter Atmosphare.

2.2.1.1 Kultivierung und Differenzierung von murinen 3T3-L1 Zellen

Fibroblasten der murinen Zelllinie 3T3-L1 kénnen unter Behandlung mit adipogenen
Substanzen zur Akkumulation von Lipidvakuolen angeregt werden. Sie differenzieren
dabei innerhalb von 8 Tagen zu einem Zelltyp, der primaren Adipozyten morphologisch
sowie funktionell sehr ahnlich ist. Sie werden deswegen auch als Pra-Adipozyten
beschrieben und gelten seit 1974 als etabliertes, gut charakterisiertes in vitro Model fir
klassische, ,weiRe* Adipozyten '*.

Kultiviert werden die 3T3-L1 Zellen in 10 ml DMEM (s. 2.1.3) mit 10 % Newborn Calf
Serum (NCS) und 1 % Penizillin/Streptomycin. Initial wurden 3x10® Zellen/cm? in
Zellkulturflaschen fur adharente Zellen mit 10 ml Anzuchtsmedium (s. 2.1.4) ausgeséat.
Nach einer Woche erreichten die Fibroblasten eine Konfluenz von 80-90 %, woraufhin
sie im Verhaltnis 1:15 passagiert wurden. Daflr erfolgte eine 10-mindtige
Trypsin-Behandlung bei 37 °C. Durch das Trypsin werden die adharenten Zellen vom
Flaschenboden geldst und interzelluldare Kontakte unterbrochen. Zum Beenden der
Reaktion wurde die Einzelzellsuspension in frischem NCS-haltigem Medium
aufgenommen. Nach einer 5-minutigen Zentrifugation bei 1200 rpm wurden die Zellen in
frischem Trypsin-freiem Medium resuspendiert und auf neue Zellkulturflaschen verteilt.
Die Fibroblasten wurden maximal Uber 8 Passagen kultiviert.

Fir die adipogene Differenzierung wurden 3T3-L1 Fibroblasten mit 3x10® Zellen/cm? in
12-well-Zellkulturplatten mit 1 ml Anzuchtsmedium ausgesat. Innerhalb von
24 Stunden (h) sedimentieren die Zellen der Suspension und heften sich an den
Plattenboden, woraufhin das Anzuchtsmedium entfernt werden kann. Durch die Zugabe
von 500 pl Differenzierungsmedium (s. 2.1.4) pro well wurde die Adipogenese initiiert.
Dieser Tag wird als Tag 0 der Differenzierung definiert. Ein Mediumwechsel erfolgte an
Tag 3 und 6 der Differenzierung. Am siebten Tag wurde das Differenzierungsmedium
durch DMEM/I* (s. 2.1.4) ersetzt. Wahrend der adipogenen Zelldifferenzierung wurden
lichtmikroskopisch die Ruckbildung der langen Auslaufer der flachen Fibroblasten und
die Ausbildung des adipozytenspezifischen kugelférmigen Phanotyps mit ausgepréagten

Lipidvakuolen kontrolliert. Nach Beginn der Differenzierung sind die Zellen an Tag 8 voll
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differenziert und kénnen fur Stimulationsexperimente oder Zellfarbungen verwendet

werden.
2.2.1.2 Isolation von primdren murinen Zellen

Adipozytare Vorlauferzellen wurden aus C57BL/6J-Wildtyp und TLR9-defizienten
C57BL/6J-TLROM7BtIr/Mmjax Mausen gewonnen. Nach Praparation des sc sowie des
gon Fettgewebes wurden diese manuell zerkleinert und in 1 ml/(Gramm Fettgewebe)
eiskaltem sterilen Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) eingelegt. Der anschlielRende
Gewebsverdau mit 0,225 U/ml Collagenase erfolgte bei 37 °C und 150 rpm fir
30-60 min. Der Fortschritt des Gewebsverdaus wurde dabei makroskopisch kontrolliert.
Aus diesen Proben konnten anschlieBend die murinen Adipozyten und die SVF fur
Genexpressionsanalysen oder die primaren murinen Pra-Adipozyten fur die ex vivo

Differenzierung isoliert werden.

2.2.1.2.1 Isolation von primaren murinen Pra-Adipozyten

Der Collagenaseverdau wurde fir die Isolation von adipozytaren Vorlauferzellen mit dem
doppelten Volumen an Rinderserumalbumin- (BSA) und EDTA-haltigem MACS Puffer
(Adipose Tissue Progenitor Isolation Kit mouse, MACS Miltenyi Biotec) abgestoppt.
Anschlieend wurde das Fettgewebslysat filtriert (Porengréfe 100 um) und fir 10 min
bei 300 rcf 4 °C zentrifugiert. Die Separation der adipozytaren Vorlauferzellen aus dem
Zellpellet wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt. Dabei wurden die Pra-Adipozyten
an Magnetpartikel gebunden und in einer Negativ-Selektion sowie einer anschliellenden
Positiv-Selektion von den restlichen Zellen im Gewebslysat getrennt. Mit einer 1:1
Verdinnung in Trypanblau wurde die Zahl der vitalen Zellen mit Hilfe einer

Neubauerzahlkammer bestimmt.

2.2.1.2.2 Isolation von primaren Adipozyten und von Zellen der

stromavaskularen Fraktion aus Mausen

Der Collagenaseverdau wurde fur die Isolation von murinen Adipozyten und der SVF mit
dem doppelten Volumen an DMEM (s. 2.1.3) abgestoppt. Anschlieend wurde das
Fettgewebslysat filtriert (PorengréRe 100 um). Durch eine Zentrifugation fir 10 min bei
300 rcf 4 °C wurden die beiden Zellfraktionen voneinander getrennt. Die lipidhaltigen
Adipozyten befanden sich anschlieffend in der oberen Phase und waren Uber eine
intermediare Phase von dem Pellet der SVF getrennt. Das Zellpellet wurde vorsichtig mit
einer Pipette aufgesogen und in ein separates Gefaly Uberfuhrt. Die bei den Adipozyten

verbliebene intermedidre Phase wurde vorsichtig abgenommen. Beide Zellfraktionen
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wurden daraufhin insgesamt dreimal mit 2 ml PBS gewaschen und jeweils wieder fir
10 min bei 300 rcf und 4 °C zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde das PBS
verworfen und durch 2 ml TRIzol® Reagenz ersetzt. In einer 5-miniitigen Inkubation bei
Raumtemperatur (RT) denaturieren dabei die Proteine in der Probe, wodurch die
Integritat der RNA geschitzt wird. Anschliellend konnte die RNA aus den jeweiligen

Proben, wie in Kapitel 2.2.2.2.3 beschrieben, isoliert werden.

2.2.1.2.3 Kultivierung und Differenzierung primarer muriner Pra-Adipozyten

Fir die adipogene Differenzierung wurden primare murine Pra-Adipozyten, wie in Kapitel
2.2.1.2.1 beschrieben, isoliert. Es wurden 2,03x10* sc Zellen und 1,68x10* gon Zellen
pro well in 1 ml Anzuchtsmedium in 12 well Platten ausgesat. Nach 2 Tagen wurde das
Anzuchtsmedium erneuert, um nicht angeheftete Zellen aus dem Zellkulturiiberstand zu
entfernen. Vor dem Mediumwechsel wurden die Zellen auflerdem mit 500 ul von 37 °C
warmem PBS gewaschen. Nachdem die Zellen eine Konfluenz von ca. 80 % erreicht
hatten, wurde die Differenzierung mit Differenzierungsmedium (Tag O der
Differenzierung) gestartet. Zuvor wurden die Zellen wiederum mit 500 pl des 37 °C
warmen PBS gewaschen. An Tag 4 und 8 der Differenzierung wurden die Zellen mit
frischem Differenzierungsmedium versorgt. Das Medium der gon Adipozyten wurde an
Tag 9 und das Medium der sc Adipozyten an Tag 10 durch DMEM/I" ersetzt. Mindestens
4 h vor der Stimulation an Tag 10 bzw. Tag 11 wurden die Zellen in Medium ohne
Zusatze (reines DMEM) akklimatisiert. Wahrend der adipogenen Zelldifferenzierung
wurden die Rickbildung des Fibroblasten-ahnlichen Zelltyps und die Ausbildung des
Adipozyten-spezifischen Phanotyps lichtmikroskopisch kontrolliert. An Tag 11 der

Differenzierung waren die Zellen voll differenziert.

2.2.1.3 Kultivierung und Differenzierung humaner Pra-Adipozyten

Die Kultivierung und Differenzierung der humanen Pra-Adipozyten erfolgte exakt nach
dem Protokoll des Herstellers (Sigma-Aldrich Human Preadipocytes (HPAd) Culture
Protocol). Die Zellen wurden bis zum Erreichen einer Konfluenz von 85-95 % in T-75
Zellkulturflaschen kultiviert. Zum Start der Adipogenese wurden die Pra-Adipozyten mit
4.4x10* Zellen/cm? in 12-well-Zellkulturplatten ausgesat. Erst bei einer Konfluenz von
100 % wurde die adipozytare Differenzierung durch das Hinzufigen von Human
Adipocyte Differentiation Medium initiiert. Am achten Tage der Differenzierung hatten die
Zellen einen vollstandig ausgepragten adipozytaren Phanotyp ausgebildet. Daraufhin
wurde das humane Differenzierungsmedium 24 h vor der Stimulation an Tag 9 durch

Starvation Medium ersetzt.
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2.2.1.4 Stimulation der Adipozyten mit TLR-Liganden

Die reifen murinen Adipozyten wurden nach Abschluss der Adipogenese mindestens 4 h
zur Akklimatisation in frischem DMEM ohne Zusatze inkubiert. Reife humane Adipozyten

wurde an Tag 8 der Differenzierung flr 24 h in Starvation Medium inkubiert.

Die TLR9 Agonisten wurden nach Herstellerangaben in LAL-H,O geldst und in DMEM
verdinnt. Die Adipozyten wurden jeweils mit 500 ul der Stimulationslésung (37 °C) pro
well fur 18 h stimuliert. Bei einer Ko-Stimulation mit LPS wurde 1 h nach Stimulation mit
den TLR9-Agonisten das LPS tropfenweise in jedes well hinzugefligt und durch
Schwenken der Platte mit dem Medium vermischt. Auch hier wurden nach 18 h
Stimulation die Zellkulturiberstdnde abgenommen sowie Gesamtprotein oder

Gesamt-RNA aus den Zelllysaten isoliert.

2.2.2 Arbeiten mit RNA/DNA
2.2.2.1 Transfektion mit small interfering RNA (siRNA)

Der TLR9-spezifische knockdown wurde mittels RNA-Interferenz (RNAi) durchgeflhrt.
Bei dem Prozess erfolgt ein posttranskriptionelles Gen-silencing, indem doppelstrangige
siRNA Uber eine Transfektion in die eukaryotischen Zellen eingebracht wird. Die
Sequenz der ausgewahlten siRNA muss zu einem Abschnitt der messenger RNA
(mRNA) des Zielgens komplementar sein, um spezifisch an diese zu binden und den
knockdown des Zielgens zu initiieren. Fur die Transfektion wurde hier das Roche
X-tremeGENE siRNA Transfektionsreagenz verwendet. Es basiert auf dem Prinzip der
Lipofektion und hat eine geringe Zytotoxizitat. Das lipidhaltige
Multikomponenten-Reagenz bildet einen Komplex mit der siRNA und schleust diese Uber
Endozytose in die Zielzellen. Im Zytosol bindet die doppelstrangige siRNA an die
Ribonuklease (RNase) Dicer, wodurch sie in kleinere 19-22 bp lange Oligonukleotide

gespalten wird '°°1¢°,

Die siRNA wird daraufhin vom Argonautenprotein des
RNA-induzierten Stummschaltungs-Komplex, dem RNA-induced silencing complex
(RISC), gebunden. Dort wird die doppelstrangige RNA in ihre Einzelstrange gespalten.
Wahrend ein Strang abgebaut wird, wird der zur TLR9-Sequenz komplementare
Leitstrang in den aktiven Stummschaltungs-Komplex integriert. Dieser bindet nun sehr
spezifisch an die komplementdare Sequenz der mRNA und spaltet sie an der
Bindungsstelle. Die mRNA wird daraufhin abgebaut und steht nicht mehr fir die
Proteinbiosynthese durch Translation zur Verfugung. Der RISC mit dem integrierten

Leitstrang kann nach diesem Vorgang erneut mRNA binden und diese spalten "®™'%*, Fir
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eine hohere Effektivitat der RNA-Interferenz (RNAi) wurde hier ein Gemisch aus drei
TLR9 siRNA-Sequenzen (#175054, #175055, #175056, Ambion Life Technologies) in
einer finalen Konzentration von 100 nM eingesetzt. Als Kontrolle des siRNA-vermittelten
Knockdowns wurden Zellen mit einer non template siRNA (ntsiRNA), die keine bekannte
MmRNA-Sequenz des murinen Transkriptoms spezifisch bindet, transfiziert (Silencer
Select Negative Control siRNA #1, Ambion Life Technologies). Der Transfektionsansatz

wurde wie folgt zusammengesetzt:

Komponente Volumen/well
DMEM 42,5 pl

siRNA (100 nM) 5yl

X-treme Transfektionsreagenz 2,5 pl

Die Transfektion der 3T3-L1 Zellen erfolgte jeweils fur 3 h an Tag 0, 3, 6 und 8 der
adipozytaren Differenzierung in 12-well-Platten. Dabei wurde jeweils ein Mastermix fur
alle Reaktionen angesetzt, von dem jeweils 50 ul tropfenweise in jedes well
hinzugegeben wurde. Nach der dreistindigen Inkubation wurde das Medium der Zellen

wieder durch Differenzierungsmedium ersetzt.

2.2.2.2.1 Isolation von RNA aus Gesamtzelllysaten

Fir die Isolation von RNA aus Gesamtzelllysaten wurde der Zellkulturiiberstand aus den
wells abgenommen und durch 350 pyl RLT Puffer mit B-Mercaptoethanol ersetzt. Mit
einem Zellschaber wurden die Zellen zuséatzlich vom well-Boden abgeldst. Die
RNA-Aufreinigung erfolgte anschlieRend nach Herstellerangaben des Qiagen RNeasy
Mini Kits. Dabei wurde das Lysat auf die Polymersaule eines Qiashredder-Gefalles
uberfihrt und durch eine 2-minltige Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4 °C
homogenisiert. Die RNA im Durchfluss wurde anschlieBend mit 350 pyl 70 % EtOH
prazipitiert und auf die Silica Membran des RNeasy Spin Columns Uberfihrt. Alle
Wasch- und Trockeneinheiten wurden exakt nach Herstellerangaben durchgeflihrt bevor

die RNA in 30-40 ul RNase-freiem Wasser eluiert und bei -80 °C gelagert wurde.

2.2.2.2.2 Isolation von RNA aus Geweben

Murine sowie humane Fettgewebsproben wurden bis zur Isolation der RNA bei -80 °C
gelagert. Auf einer Feinwaage wurden 50-90 mg der Gewebe abgewogen und in ein
Miltenyi Gentle MACS M-Tube, gefiillt mit 1 ml TRIzol® Reagenz, Uberfiihrt. Das im
TRIzol® Reagenz enthaltene Guanidiniumthiocyanat lysiert die Zellen und inaktiviert

gleichzeitig RNasen sowie andere Enzyme, wahrend die RNA in dem ebenfalls
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enthaltenen Phenol gelést wird. Mit dem Protokoll des Gentle MACS-Dissociators fiir
RNA wurde das Gewebe aufgeschlossen. Nach einer Zentrifugation der Suspension bei
2000 rpm fur 10 min und 4 °C wurde die Flissigkeit, nach Mdglichkeit ohne die Lipide,
auf die Polymersdule des Qiashredders Uberfihrt und durch eine 2-minltige
Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4 °C homogenisiert. Fir eine bessere
Phasentrennung wurden 200 pl/ml Chloroform hinzugegeben. Die Losung wurde 15 Mal
invertiert und fir 3 min bei RT inkubiert. Nach einer Zentrifugation fir 15 min bei
11.200 rpm und 4 °C lag die RNA in der oberen wassrigen Phase geldst vor, wahrend
die DNA in der dinnen Interphase und Proteine in der unteren Phenol-Chloroformphase
vorlagen. Die RNA-haltige klare Phase wurde in ein neues Gefal} Uberfihrt und im
Verhaltnis 1:1 mit 70 % Ethanol vermischt, um die RNA zu prazipitieren. Das Gemisch
wurde in die Qiagen RNeasy Spin Columns Uberfuhrt, wo die negativ geladene RNA an
die Salze der positiv geladenen Silica Membran bindet. Die RNA wurde anschlielend
nach Herstellerangaben (Qiagen RNeasy Mini Kit protocol) aufgereinigt und, je nach
erwarteter Ausbeute, in 30-40 ul RNase-freiem Wasser eluiert. Fir weitere Experimente
wurde die RNA bei -80 °C gelagert.

2.2.2.2.3 Isolation von RNA aus isolierten Adipozyten/ Zellen der

stromavaskularen Fraktion (SVF)

Die jeweilige Zellfraktion wurde nach der Isolation mit 2 ml TRIzol® Reagenz versetzt.
Die anschlieRende Phenol-Chloroform-Extraktion wurde, wie in Kapitel 2.2.2.2.2
beschrieben, durchgefiihrt. Nach der Zentrifugation wurde auch hier die RNA in der
oberen wassrigen Phase von der DNA in der Interphase und den Proteinen in der
unteren Phenol-Chloroformphase getrennt und in ein neues Gefal Uberfihrt. Die RNA
wurde mit 200 pl 99,99 % Ethanol prazipitiert und auf die Silica Membran des Qiagen
RNeasy Spin Columns uberfihrt. Anschlieend wurde nach Herstellerangaben (Qiagen
RNeasy Mini Kit protocol) die RNA gewaschen und eluiert. Es wurde ein zusatzlicher
funfzehnminltiger DNase-Verdau mit dem RNase-Free DNase Set (Qiagen) nach
Herstellerangaben fir jeden Ansatz nach dem ersten Waschschritt innerhalb dieses
Protokolls durchgefihrt. Die RNA wurde je nach erwarteter Ausbeute in 30-40 yl RNase-

freiem Wasser eluiert.

2.2.2.3 Quantifizierung von Nukleinsauren

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde eine Ultra-Violett (UV)
spektrophotometrische Analyse durchgefuhrt. Daftr wurde die Biotek Take 3 Platte mit

2 ul der extrahierten RNA beladen und mit Hilfe des BioTek Epoch-Readers die
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Absorption (angegeben in Absorptionseinheiten A) bei 260 nm, 280 nm und 320 nm
gemessen. Purine und Pyrimidine absorbieren Licht bei 260 nm. Die Absorption von
reinen RNA-Proben mit einer Konzentration von 40 pg/ml betragt bei einer Weglange
von 1 cm exakt 1 A und ergibt einen Absorptionskoeffizienten fir RNA von 40 ug/ml. Auf
Basis des Lambert-Beerschen Gesetzes wurde mit Hilfe der ermittelten Werte die

RNA-Konzentration wie folgt berechnet:

Crna= Aggo X Erna X V

Crna: RNA-Konzentration (ug/ml)

Axso:  Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm
Erna:  RNA-Absorptionskoeffizient (40 pug/ml)

V: Verdinnungsfaktor, hier 1

Fir eine Referenzwellenkorrektur in der Auswertungs-Software Gen 5 wurde auRerdem
die Absorption (A) bei 320 nm gemessen und von der A, subtrahiert. So wird eine
Beeintrachtigung der Messung durch magliche Lichtstreuung der Take 3 Platte behoben.
Diese Korrektur wird sowohl flr den Blank (H,O-Kontrolle) als auch fir die RNA-Probe
durchgefiihrt, bevor die A,y der Probe durch Subtraktion des Blank-Wertes korrigiert

wurde:

A260 Probe = (AZGO RNA™ A320 RNA) - (A260 Blank™ A320 Blank)

Es wurde jeweils auf den Mittelwert von mindestens zwei Blanks Kkorrigiert, deren
Variationskoeffizient < 10 % ist, um eine Beeinflussung des Messwertes durch eine
mogliche Lichtstreuung des Losemittels auszuschliel3en.

AuRerdem wurde die Absorption bei 280 nm gemessen, um tber den Quotient Axgo/ Azgo
die Reinheit der RNA bestimmen zu konnen. RNA mit einem Quotient von 1,8-2,0 wurde
dabei als rein angenommen und konnte fur weiterfihrende Analysen verwendet werden.
Ein Quotient <1,8 weist auf Verunreinigungen durch z. B. Proteine oder Phenolreste hin,
weshalb die Qualitat dieser RNA als unzureichend eingeschatzt wurde und sie nicht fur

weitere Analysen verwendete.

2.2.2.4 Reverse Transkription

Isolierte RNA wurde mit Hilfe des Qiagen Reverse Transcription Kits anhand des
Herstellerprotokolls in komplementdre DNA (cDNA) Ubersetzt. Dabei wurde innerhalb
einer Versuchsreihe fur alle Proben die gleiche Konzentration an RNA eingesetzt und
auf ein Gesamtvolumen von 12 pl mit RNase-freiem Wasser aufgefullt. Durch eine

5-minltige Inkubation bei 42 °C mit 2 pyl des gDNA wipeout buffers wurde ggf. in der
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RNA-Probe vorhandene genomische DNA entfernt. Nach diesem DNase-Verdau wurden

die einzelnen Proben mit dem folgenden Mastermix versetzt:

Komponente Volumen/Reaktion
RT Puffer 4l
Primer Mix 1ul
Reverse Transkriptase 1 ul

Als Negativ-Kontrolle der reversen Transkription wurde eine Probe mitgefiihrt, die
anstelle der DNA-Polymerase mit Wasser versetzt wurde und bei der damit keine
einzelstrangige cDNA synthetisiert wurde. Die enzymatische Reaktion fand bei 42 °C fir
30 min statt. Die Reverse Transkriptase wurde anschlieRend durch 3 min bei 95 °C

inaktiviert und die synthetisierte cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.2.2.5 Quantitative real time PCR (Polymerase Chain Reaction)

Unter Anwendung der quantitativen real time polymerase chain reaction (RT-PCR)
wurde die synthetisierte cDNA analysiert. Ein PCR-Zyklus beginnt mit der Denaturierung
der doppelstrangigen DNA bei 95 °C flr 10 sek. In der anschlieRenden Annealingphase
werden die Primersequenzen innerhalb von 30 sek an den Einzelstrang angelagert. Die
Annealing-Temperatur ist dabei primerspezifisch und hangt von der Lange sowie dem
GC-Gehalt des Primers ab (Tabelle 2 und 3) In der Elongationsphase bei 72 °C (20 sek)
werden die komplementaren Basen von der DNA-Polymerase an die Primer angeflgt
und es entsteht wieder eine doppelstrangige DNA. Dabei ist die Dauer der
Elongationsphase abhingig von der verwendeten Polymerase (hier: iTaq™ Universal
SYBR Green® Supermix; Bio Rad). Der Hersteller empfiehlt fiir die iTag™ Polymerase in
Abhangigkeit von der GroRe des erwarteten PCR Produktes eine Elongation Uber
15-30 sek. Mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR® Green, der in doppelstrangige
DNA interkaliert, wurde nach jedem PCR-Zyklus die Menge der amplifizierten DNA
bestimmt. Durch die exponentielle Vervielfaltigung wurde die Menge der amplifizierten
DNA abhangig von der Zunahme der Fluoreszenzintensitat analysiert. Fur jede Probe
wurde jeweils der PCR-Zyklus bestimmt, bei dem sich das Fluoreszenzsignal erstmals
deutlich vom Hintergrundrauschen abhebt und von dem an die cDNA exponentiell
amplifiziert wird. Dieser Wert wird als Cycle threshold (Ct-Wert) definiert.

Jede real time PCR wurde mit der Erstellung einer Schmelzkurve beendet, um die
Integritat des PCR-Produktes zu Uberprifen. Daflr wird die Temperatur stufenweise um

0,5 °C von 65 °C auf 95 °C erhoht. Die Temperatur, bei der sich die doppelstrangige
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DNA in ihre Einzelstrange trennt und damit das Fluoreszenzsignal des SYBR® Green
stark an Intensitat verliert, ist spezifisch fir das jeweilige DNA-Molekll, da sie abhangig

von der Lange des Produktes sowie vom CG-Gehalt ist.

Der verwendete Bio-Rad SYBR® Green Master Mix enthielt neben dem
Fluoreszenzfarbstoff zusatzlich Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs),
Magnesiumchlorid (MgCl,) sowie die DNA-Polymerase. Die Reaktion erfolgte jeweils in
96-well-Platten im Bio-Rad CFX Cycler. Die cDNA wurde in einer, an das genspezifische
Expressionsniveau angepassten, Verdinnung eingesetzt. Der Reaktionsmix setzte sich

wie folgt zusammen:

Komponente Volumen/Reaktion
SYBR® Green Mastermix 5ul
Primer Mix (forward & reverse) 1 pl
cDNA 4 ul

Die Ct-Werte des amplifizierten Zielgens wurden schlieRlich auf das konstitutiv
exprimierte  Referenzgen  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase  (GAPDH)

normalisiert. Die relative Genexpression des Zielgens wurde wie folgt berechnet:
er — 2—ACt

Gy = relative Genexpression des Zielgens
ACt = Ct-Wert des Zielgens — Ct-Wert des Referenzgens

Fir eine leichtere Handhabung wurde die relative Genexpression des Zielgens mit

1 x 10° multipliziert.

2.2.3 Arbeiten mit Proteinen
2.2.3.1 Bestimmung der Zellvitalitat

Nach der Inkubation der Zellen Gber 18 h mit den entsprechenden Stimulanzien wurde
der Zellkulturiberstand in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} pipettiert. Zelltrimmer wurden
durch eine Zentrifugation bei 4000 rpm und 4 °C fir 5 min pelletiert und der Uberstand
wurde in ein frisches Gefal Uberfihrt. Um eine zytotoxische Wirkung der Stimulanzien
auszuschlieBen, wurde die Zellvitalitat mit dem Sigma-Aldrich Cytotoxicity Detection Kit
analysiert. Dabei wird die Konzentration der Laktat-Dehydrogenase (LDH) im

Zellkulturiberstand kolorimetrisch bestimmt. Die LDH ist ein intrazellulares
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Stoffwechselenzym, das nur von apoptotischen und nekrotischen Zellen freigesetzt wird.
Fur die Analyse wurde der Zellkulturtiberstand im Verhaltnis 1:1 mit dem DMEM in einer
96 half area plate verdinnt und nach Herstellerangaben mit dem Reaktionsgemisch,
bestehend aus NAD®, Katalyst (Diaphorase) und farbgebenden Tetrazolium-Salz, fir
30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Freies LDH katalysiert dabei die Umsetzung von
Laktat zu Pyruvat unter der Reduktion von NAD* zu NADH/H". Daraufhin werden zwei
Wasserstoffatome von NADH/H* durch den Katalyst auf das schwach gelblich gefarbte
Tetrazolium Ubertragen, wodurch dieses zu dem roten Farbstoff Formazan reduziert
wird. Die Lichtabsorption durch den roten Farbstoff korreliert dabei mit der Konzentration
an aktiver LDH, die von absterbenden Zellen freigesetzt wird und ist damit ein Indikator
fur die Zellvitalitdt. FOr die Blank-Kontrolle wurde reines DMEM mit dem
Reaktionsgemisch versetzt. Die Absorption von Formazan wurde photometrisch mit dem
Biotek Epoch Plate Reader bei 490 nm bestimmt. Die Zytotoxizitdt der im Versuch
verwendeten Stimulanzien wurde als unbedenklich eingeschatzt, wenn sich die relativen
(auf das Gesamtprotein in den Zelllysaten normierte) LDH-Konzentrationen in den
Zelliberstanden von Kontrollansatzen und stimulierten Zellen nicht statistisch signifikant

unterschieden.

2.2.3.2 Praparation von Proteinextrakten aus Gesamtzelllysaten

Um das Gesamtzellprotein zu isolieren, wurde der Zellkulturiiberstand abgenommen.
Pro well wurden 350 pl PBS (mit Proteaseinhibitor) auf die Zellen pipettiert. Mit einem
Zellschaber wurden die Adipozyten auf Eis vom well-Boden abgeldst. Die Suspension
wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® Gberfuhrt und fir 5 min bei 4.000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, um das Zellpellet in eiskaltem 50 pl
RIPA-Zelllysepuffer (s. 2.1.6.3) mit Protease und Phosphataseinhibitor zu
resuspendieren. Mit Hilfe eines Sonifikators wurden in den eisgekihlten Proben die
Zellmembranen durch Ultraschall geschert (10 sek; Intensitat 30 %). Die Lysate wurden

anschlief3end bei -20 °C gelagert.
2.2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen aus Gesamtzelllysaten

Unter Verwendung des Thermo Fisher BCA Protein Assay Kit wurde die Konzentration
der Gesamtzelllysate ermittelt. Dafir wurden die Proteinextrakte im Verhaltnis 1:5 mit
PBS verdinnt. Von dieser Verdinnung wurden 10 pl in einer 96 half area plate mit
100 ul eines Gemischs aus 4%iger Kupfer(ll)sulfatidbsung und Bicinchoninsaure (BCA)
(Mischverhaltnis 1:50) versetzt. Wahrend einer 30-minutigen Inkubation bei 37 °C

katalysieren die Proteine eine Reduktion von Cu®*-lonen zu Cu*-lonen, die wiederum mit
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dem BCA einen violetten Farbstoffkomplex bilden. Dessen kolorimetrisch bestimmbare
Konzentration ist proportional zur Proteinkonzentration. Mit dem Biotek Epoch Plate
Reader wurde die Licht-Extinktion bei 562 nm bestimmt. Uber die Extinktionswerte der
BCA-Reaktion einer  definierten BSA-Standardreihe konnte  damit  die

Proteinkonzentration der Proben berechnet werden.

2.2.3.4 Serumpraparation von murinen Blutproben

Das Blut gesunder weiblicher Balb/c TLR9"™™ und TLR9” Mé&use wurde nach der
Herzpunktion auf Eis gelagert und anschlieRend fir 30 min bei 4 °C und 4000 rpm
zentrifugiert. Das gelbliche Serum wurde vorsichtig abgenommen, in ein frisches
Reaktionsgefal® tberfihrt und bei -20 °C gelagert.

2.2.3.5 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Konzentration spezifischer Proteine im Zellkulturiiberstand oder in Serumproben
wurde mit Hilfe des ELISA ermittelt. Die eingesetzten humanen und murinen ELISA Kits
wurden nach Herstellerangaben verwendet. Dabei wurde ein spezifischer primarer
Antikérper (capture antibody) Uber Nacht auf dem Boden einer 96 half area Platte
angeheftet, Uber den das Zielprotein in den untersuchten Proben spezifisch gebunden
wurde. Das dadurch auf der Platte immobilisierte Zielprotein wurde daraufhin von einem
sekundaren, biotinylierten Detektionsantikdrper gebunden. Nachdem die Mikrotiterplatte
gewaschen wurde, folgte eine Behandlung der Proben mit der Streptavidin-konjugierten
Meerrettichperoxidase (HRP). Dieses Enzym bindet an das Biotin des
Detektionsantikorpers und wird dadurch an das immobilisierte Zielprotein gekoppelt. Die
beiden Komponenten des Substrate Reagent Pack (R&D Systems)
Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin (TMB) wurden vor dem Gebrauch im
Verhaltnis 1:1 gemischt und auf die wells der ELISA-Platte pipettiert. In Abhangigkeit
der an das Zielprotein gebundenen Meerrettichperoxidase, wird die Reduktion von
Wasserstoffperoxid und die Oxidation von TMB katalysiert. Das TMB entwickelt dabei
proportional zum gebundenen Protein eine tiefblaue Farbe und wird nach Abstoppen
der Reaktion mit Schwefelsaure leuchtend gelb. AnschlieRend kann Uber die Extinktion
bei 450 nm die Proteinkonzentration der Probe anhand der Standardkurve berechnet

werden.
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2.2.4 Farbemethoden
2.2.4.1 Farbung muriner 3T3-L1 Zellen
2.2.4.1.1 Oil Red O’ Lipidfarbung

Um nachzuweisen, dass die differenzierenden Adipozyten lipidhaltige Vakuolen
ausgebildet hatten, wurden die Triglyzeride mit Oil Red O rot gefarbt. Daflir wurden die
Zellen vor der Farbung in der 12-well-Platte zweimal mit je 1 ml 37 °C warmem PBS
gewaschen und anschlief3end fir 10 min mit 1 ml 10 % Formaldehyd in PBS fixiert. Im
Anschluss wurden die Zellen mit 1 ml 60 % Isopropanol gewaschen und bei RT
luftgetrocknet. Die Adipozyten wurden mit der Oil Red O Farbelésung bedeckt und fir
20 min bei RT inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit je 1 ml Wasser
gewaschen. Um eine Dehydrierung der Adipozyten zu verhindern, wurden die Zellen

wahrend der lichtmikroskopischen Analysen mit Wasser bedeckt.

2.2.4.1.2 Fixierung muriner 3T3-L1 Zellen

Fur die immunzytochemische Farbung wurde die 3T3-L1 Fibroblasten auf Chamber
Slides wie zuvor beschrieben acht Tage lang zu reifen Adipozyten differenziert. Nach
Abschluss der Differenzierung wurden die reifen Adipozyten mit 500 yl PBS pro well
gewaschen und 10 min in -20 °C kaltem Aceton fixiert und luftgetrocknet. AnschlieRend

wurden sie bis zur Farbung bei -20 °C gelagert.

2.2.4.1.3 Immunzytochemie

Fur die immunzytochemische Farbung wurden die auf Chamber Slides gewachsenen
Adipozyten flr 10 min in PBS rehydriert. Peroxidasen wurden durch 10 min in 3 % H,0,
blockiert. Danach wurden die Zellen mit Wasser gespult und weitere 10 min in PBS
gewaschen. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch eine Inkubation Gber 45 min in
10% BSA, 10% FCS und 10 % Huhnerserum gesattigt. Zum Entfernen der
Blockierlésung wurden die Zellen mit PBS gesplilt.

Der primare TLR9 Antikdrper (ab37154) wurde in einer Konzentration von 5 pg/mlin 1 %
BSA auf die Zellen gegeben und fur 3 h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
inkubiert. Fur die Isotypkontrolle wurden 5 pg/ml eines polyklonalen rabbit IgGs
(ab27478) verwendet. Der primare Antikdrper wurde durch zweimal 5 min in PBS +

0,3 % Triton X-100 und einmal 5 min in PBS abgewaschen.
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In einer 90-mindtigen Inkubation wurde das Peroxidase-konjugierte goat anti-rabbit IgG
(2,5 pg/ml in 1 % BSA; DAKO P0448) an den TLR9-spezifischen Antikdrper gekoppelt.
Nicht gebundener Antikdrper wurde durch zweimal 5 min in PBS mit 0,3 % Triton X-100
abgewaschen. Nach einem 5-minutigem Waschschritt mit PBS wurde die farbgebende
Reaktion mit dem 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) Substrat (Vector Laboratories) nach
Herstellerangaben induziert. Es wurde wahrend des gesamten Vorgangs streng darauf
geachtet, dass die Zellen nicht antrockneten. Das AEC-Substrat wurde nach genau

30 min entfernt und die Zellen wurden in Glyzeringelatine eingebettet.

2.2.4.2 Farbung humaner und muriner Gewebsproben
2.24.2.1 Fixierung und Konservierung der Gewebe

Humanes und murines Gewebe wurden unmittelbar nach der Praparation in 4 %
Formalin/PBS fixiert. Durch die Behandlung mit Formalin werden Gewebsproteine
vernetzt und denaturiert. Lipide sowie Kohlenhydrate, die nicht mit Proteinen assoziiert
sind, kbnnen dabei nicht vernetzt werden. Das Gewebe wird anschlieRend in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert (30 min 50 % EtOH/PBS; 60 min 75 %
EtOH/PBS; 2 x 90 min 96 % EtOH/PBS). Danach wurde das Gewebe 2 x 45 min in
100 % Xylol inkubiert. Xylol ist ein Intermedium, das sich sowohl mit Alkohol als auch mit
Paraffin mischt. Es folgten eine 60-minutige Inkubation mit 50 % Xylol/Paraffin bei 60 °C
und weitere dreimal 60 min in reinem flissigem Paraffin bei 60 °C. Durch eine Inkubation
U. N. bei 60 °C wurde sichergestellt, dass das Paraffin die Gewebe komplett durchdringt.
SchlieBlich konnten sie in Einbettférmchen eingelegt werden. In den Paraffinblécken

kann das Gewebe anschlieRend mindestens 10 Jahre lang bei RT gelagert werden.

2.2.4.2.2 Schnittpraparation mit dem Mikrotom

Vor der Schnittpraparation wurden die Paraffinblécke mindestens 24 h bei 4 °C gelagert.
AnschlieRend wurde der Block mit dem eingebetteten Gewebe an die Kihlapparatur des
Mikrotoms gespannt. Die Kryoschnitte wurden mit einer Schnittdicke von 5 pm
angefertigt und unmittelbar tber eine Rampe in ein warmes Wasserbecken geleitet. Von

dort aus wurden sie auf einen Objekttrager gebracht und G. N. bei 37 °C getrocknet.
2.2.4.2.3 Hamatoxylin- und Eosin-Ubersichtsfarbung

Zum Entparaffinieren wurden die Kryoschnitte 2 x 10 min in 100 % Xylol, 10 min in
100 % EtOH, 10 min in 96 % EtOH und je 5 min in 80 %, 70 % und 50 % EtOH inkubiert.

AnschlieBend wurde der Objekttrager 5 min mit PBS gewaschen. Danach wurden in
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einer 7-minitige Inkubation in Hamalaun die sauren bzw. basophilen
Gewebskomponenten (z. B. Zellkerne) blau gefarbt. Nach einem Spilvorgang mit
Wasser erfolgte direkt die Eosinfarbung, bei der basische und acidophilen
Gewebsstrukturen (Proteine, Zytoplasma, Mitochondrien, Kollagen etc.) rot gefarbt
werden. Vor dem Eindeckeln der Praparate wurde erneut eine aufsteigende Alkoholreihe
(je 5 min 50 %, 70 %, 96 %, 100 % EtOH) zum Entwassern der Praparate durchgefiihrt.
Nach dreimal 5 min in Xylol konnten die Proben mit Entellan eingedeckelt werden. Die
Objekttrager wurden mindestens 48 h unter dem Abzug ausgedampft und im Dunkeln

bei RT gelagert.

2.2.4.2.4 Immunhistochemische Farbung von TLR9 Protein

Fir die immunhistochemische Farbung von TLR9 wurden die Kryoschnitte zunachst
entparaffiniert und rehydriert. Dafur wurden sie 2 x 5 min in 100 % Xylol und
anschlief’end je 5 min in 100 %, 96 % und 70 % Ethanol inkubiert. Die Objekttrager
wurden 2 x 5 min in Wasser gewaschen. Endogene Peroxidasen wurden mit 3 % H,O,in
Wasser (5 min) blockiert. Um die Immunreaktivitdt nach der Formalinfixierung und
Paraffineinbettung wieder herzustellen, wurden die Antigen-Epitope mit Citratpuffer (1 h,
60 °C) demaskiert. Nach dem Auskuhlen der Proben (30 min) wurden sie 3 x 5 min in
Wasser gewaschen. Unspezifische Bindungsstellen wurden mit einer 5 % BSA-Lésung
(1 h; RT; in einer Feuchtekammer) gesattigt. Danach wurden die Gewebe . N. mit dem
rabbit anti-mouse/human TLRO Antikorper (10 pg/ mL in 1 % BSA; ab37154; Abcam)
inkubiert. In einer 90-minutigen Inkubation wurde das Peroxidase-konjugierte goat
anti-rabbit 1gG (2.5 pg/ml in 1 % BSA; DAKO P0448) an den TLR9-spezifischen
Antikdrper gekoppelt. Nicht gebundener Antikérper wurde durch zweimal 5 min in PBS
abgewaschen. Die farbgebende Reaktion mit dem 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC)
Substrat (Vector Laboratories) wurde daraufhin nach Herstellerangaben induziert. Es
wurde wahrend des gesamten Vorgangs streng darauf geachtet, dass die Zellen nicht
austrockneten. Das AEC-Substrat wurde nach genau 30 min entfernt und die Zellen
wurden in Glyzeringelatine eingebettet. Die Gewebe mussten anschlielend mindestens

48 h ausdampfen und konnte anschlie3end lichtmikroskopisch analysiert werden.

2.2.5 Tiere
2.2.5.1 C57BI/6

C57BL/6 Wildtyp (wt) Mause (n = 16; 24-28 g, TaconicArtemis) wurden unter

Standardbedingungen gehalten und mit einer Standard-Diat ad libitum geflttert. Fir die
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Organ- und Gewebsentnahme wurden die Tiere durch Kohlendioxid und
anschlieendem Genickbruch getotet (gemafl den Bestimmungen in §4 Abs. 3
Tierschutzgesetz). Das gon und sc Fettgewebe wurden auf Eis gelagert. Unmittelbar
nach der Praparation wurden die Adipozyten und die SVF aus den beiden Fettdepots,
wie in  Kapitel 2.2.1.2.2 beschrieben, isoliert. Separat wurden flr
Genexpressionsanalysen aus Gesamtfettgewebe gon und sc Gewebsproben unmittelbar
in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

C57BL/6 wt Mause (n = 3), deren gon Gewebe flr die immunhistochemische Farbung
verwendet wurde, hatten ein Gewicht von 27-28 g. Die Tiere wurden ebenfalls unter
Standardbedingungen gehalten und mit einer Standard-Diat ad libitum gefittert.

Fir die Isolation primarer muriner Pra-Adipozyten wurde zusatzlich gon und sc
Fettgewebe aus C57BL/6 wt (n = 6, weiblich ) und TLR9-defizienten Tieren (jeweils n =
6, weiblich, TLR9™™4 (Hemmi et al. 2000), mit C57BL/6 genetischem Hintergrund)
isoliert. Die Tiere wurden unter Standardbedingungen gehalten und mit einer
Standard-Diat ad libitum gefittert. Die Gewebe wurden manuell zerkleinert und bis zum
Kollagenaseverdau auf Eis gelagert.

Die Tierzucht/-haltung und die Gewebsentnahmen wurden an der Universitat GielRen

und der Universitat Regensburg durchgefihrt.

2.2.5.2 Balb/c

Serum und Fettgewebsproben  fir  ELISA-Analysen und  TLR9-mRNA
Expressionsanalysen wurden auBerdem aus Balb/c TLR9"™ (Charles River) und
TLR9-defizienten (TLR9™™) Mausen (n = 11 pro Genotyp; weiblich, 20-22 g schwer)
postmortal entnommen. Die Tiere wurden freundlicherweise von Dr. F Obermeier
(Regensburg, Germany) und Dr. Shizuo Akira (Osaka, Japan) fur die Analysen zur
Verfugung gestellt. Vor der Verwendung fir diese Analysen erfolgte eine Rickkreuzung
der Mause uber mindestens 7 Generationen auf den genetischen Hintergrund des
BALB/c Stammes (Hofmann et al. 2014, Karrasch et al. 2015).

2.2.6 Patienten und Studien-Kohorte

Humane sc und vis Fettgewebsproben wurden wahrend einer bariatrischen Operation
innerhalb der Research and Registry in Obesity and Bariatric Surgery (ROBS)
Studien-Kohorte der Uniklinik Gielen gewonnen. Die 21 Patientinnen waren zwischen
20-57 Jahre alt. Das durchschnittliche Alter lag bei 38.2 + 2.5 Jahren. Die Patientinnen
sind bei BMI-Werten von 44.8-63.6 kg/m? durchgangig adipds (mittlerer BMI:

52.0 £ 1.1 kg/m?). Alle klinischen und experimentellen Arbeiten wurden an dem
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Universitatsklinikum Giefden durchgefiihrt und wurden von der lokalen Ethikkommission

genehmigt.

2.2.7 Statistische Analyse

Fiur die statistische Auswertung wurden die in den Uberstanden der Zellkulturproben
gemessenen Proteinkonzentrationen stets auf den jeweiligen Gesamtproteingehalt der
Zelllysate normalisiert. Genexpressionsdaten von Zielgenen wurden, wie in

Kapitel 2.2.2.5 beschrieben, jeweils auf ein Referenzgen normalisiert.

Das Softwareprogramm SPSS (IBM, Version 22.0) wurde fir die statistische Auswertung
und Diagrammerstellung verwendet. Ausreil’er, die grofler/kleiner als der doppelte
Betrag der Standardabweichung vom jeweiligen Mittelwert waren, wurden von der
Analyse ausgeschlossen. Die Mittelwerte wurden mit dem nicht-parametrischen
Mann-Whitney U-Test flir zwei unabhangige Variablen verglichen. Korrelationen wurden
mit dem Spearman-Rho Test fur lineare Variablen berechnet. Ein p-Wert < 0,05 wurde
als statistisch signifikant angenommen. In den Balkendiagrammen sind die Mittelwerte
durch die Grofe der Balken und der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) durch die
Whisker gekennzeichnet. In dem Boxplot-Diagramm ist der Median innerhalb der Box
dargestellt, welche die beiden mittleren Quartile gekennzeichnet. Die Whisker
bezeichnen die Werte innerhalb des 1. und des 4. Quartils, deren Abweichung das
1,5-fache der Streuungsbreite der beiden mittleren Quartile nicht tbersteigen. Ausreiller

aullerhalb dieser Intervalle sind als kleine Kreise bzw. in Sternform dargestellt.
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3 Ergebnisse

Ein Grol¥teil der hier aufgefuhrten Ergebnisse wurden im Februar 2019 im Journal of

Endocrinology von Thomalla et al. verdffentlicht '*.

3.1. TLR9-Expression in Adipozyten

3.1.1. TLR9-Expression wahrend der Differenzierung muriner
3T3-L1-Adipozyten

Um die Hypothese, dass Adipozyten den Toll-like Rezeptor 9 exprimieren, zu belegen,
wurden Genexpressionsanalysen von murinen 3T3-L1 Zellen wahrend ihrer
adipozytaren Differenzierung durchgefuhrt. In drei unabhangigen Ansatzen wurde in vitro
die Adipogenese von 3T3-L1 Zellen eingeleitet. Am Tag des Differenzierungsstarts
sowie drei, finf, sieben und neun Tage nach Beginn der Differenzierung wurde mRNA
aus Gesamtzelllysaten (je n=6) fur real time PCR-basierte Genexpressionsanalysen
isoliert. Die TLR9-Expression wurde dabei auf das wahrend der adipozytaren
Differenzierung konstitutiv exprimierte Gen GAPDH normalisiert. Fir eine erleichterte
Handhabung wurden die daraus resultierenden kleinen Dezimalzahlen mit dem Faktor
von 1 Mio. (1 x 10°) multipliziert. Die Ausbildung des adipozytaren Phanotyps wurde
lichtmikroskopisch Uberwacht. Die TLR9 Trankriptionslevel korrelieren positiv mit dem

Fortschritt der adipozytaren Differenzierung (Abbildung 7).

154 p=0,001 p=0,017
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[TLR9/ GAPDH x 109]
92

0 3 5 7

Tage der Differenzierung[T]

Abbildung 7: Die TLR9 Genexpression in murinen 3T3-L1 Zellen ist in der adiopozytdren
Differenzierung induziert %4 Die mRNA der Pra-Adipozyten wurde wahrend der hormonellen
Differenzierung, zu den angegebenen Zeitpunkten aus Gesamtzelllysaten isoliert und revers transkribiert
(n = 7-17 pro Ansatz). Mittels real time PCR wurde die TLR9 mRNA in Relation zur GAPDH mRNA x 10°
analysiert. Zu Beginn der Differenzierung konnte keine TLR9-Expression in den Pra-Adipozyten (Tag 0)
detektiert werden. Im Verlauf der Adipogenese (Tag 3 bis Tag 9) ist die Expression signifikant induziert und
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erreicht ihr Maximum an Tag 9 mit Vollendung der Adipogenese. Die Fehlerbalken kennzeichnen + 1 x
Standardfehler des Mittelwertes (SEM); * p < 0,002 versus Tag 3.

3T3-L1-Zellen, die nicht hormonell behandelt wurden (Tag 0), exprimieren keine
TLR9-mRNA. Wahrend der Adipogenese ist die Expression stufenweise induziert (Tag 3
bis Tag 9). Das Expressionsniveau ist versus Tag 3 zu jedem folgenden Zeitpunkt
signifikant induziert. Zudem ist jeder Messpunkt gegenlber dem jeweils vorhergehenden
Zeitpunkt signifikant erhéht. Reife Adipozyten (neun Tage nach Beginn der
Differenzierung) erreichen innerhalb dieser Versuchsreihe das maximale TLR9
MRNA-Transkriptionslevel (Abbildung 7). Sie exprimieren nahezu neun Mal mehr TLR9
mRNA als an Tag 3.

Den Genexpressionsanalysen zufolge kann TLR9 mRNA bei Pra-Adipozyten drei Tage
nach Differenzierungsstart detektiert werden und wird von reifen Adipozyten am
starksten exprimiert. Immunzytochemische Analysen von TLR9 Protein in den murinen
3T3-L1 Adipozyten sollten diese Beobachtung auf Proteinebene verifizieren. Die
Pra-Adipozyten wurden jeweils drei und neun Tage lang auf Kammerobjekttragern
kultiviert, anschlieend fixiert und gefarbt. Fur die ICC wurde ein polyklonaler anti-TLR9
AK (aus Kaninchen) und ein sekundarer HRP-konjugierte AK verwendet. Zur
Visualisierung der Zellkerne erfolgte zusatzlich eine Hamatoxylin-Farbung (lila).
Spezifisch gebundenes TLR9 Protein (rot) konnte im Zytoplasma beider
Differenzierungsstadien nachgewiesen werden (Abbildung 8 A, D). Alles in allem ist die
Farbintensitat der ICC bei den Adipozyten ausgepragter als bei den Pra-Adipozyten. Die
Farbung ist bei beiden Differenzierungsstadien um den Zellkern herum deutlich
intensiver. Anders als bei den Pra-Adipozyten, ist die Immunfarbung im Zytoplasma der
reifen Adipozyten granular. Innerhalb des Zellkerns und der Lipidvakuolen wurde kein
Protein von dem AK gebunden. Am unmittelbaren Grenzbereich der Fetttrépfchen ist die
Farbung teilweise besonders intensiv (Abbildung 8 A, D). Mit der Isotyp-Kontrolle
(IT-Kontrolle) sollte ausgeschlossen werden, dass der sekundare AK unspezifisch an
Epitope aus dem Wirtsorganismus des primaren Antikorpers bindet. Dafur wurde
anstelle des TLR9 Antikdrpers eine unspezifische 1gG-Lésung (Isotyp-Kontrolle)
eingesetzt. Es kam zu keiner unspezifischen AK-Farbung (Abbildung 8 B, E).
Kreuzreaktionen des sekundaren Antikbrpers mit murinen Epitopen wurden
ausgeschlossen, indem man auf die Vorbehandlung mit Kaninchen-IgGs verzichtete und
nur den sekundaren AK einsetzte (AK llI-Kontrolle). Bei dieser Behandlung wurden keine
zelluldren Strukturen gefarbt (Abbildung 8 C, F).
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A Hamatoxylin B IT-Kontrolle
4 TLRO
3T3-L1Tag3 50 m
c AK lI-Kontrolle
10 pm 3T3-L1Tag3 50 um 3T3-L1Tag3 50 um
D Hamatoxylin E IT-Kontrolle
TLRY
3T3-L1Tag9 50 ym
F AK lI-Kontrolle
10pm | 3T3-L1Tag9 : 50 um 3T3-L1Tag9 50 ym

Abbildung 8: Lichtmikroskopie von murinen 3T3-L1 Zellen nach immunzytochemischer Farbung von
zytoplasmatisch lokalisiertem TLR9-Protein (rot). Abgebildet ist jeweils eine reprasentative Aufnahme
der murinen Pra-Adipozyten, die drei (A) / neun Tage (D) auf Kammerobjekitragern zu Adipozyten
differenziert wurden. Fir die Immunzytochemie (ICC) wurden ein polyklonaler TLR9-Antikérper (AK)
(Abcam) und ein sekundarer Peroxidase-konjugierter AK (DAKO) verwendet. Zellkerne wurden mit
Hamatoxylin (lila) gefarbt. Es ist keine unspezifische Farbung detektierbar, wenn der primare AK durch einen
Isotyp (IT) —AK ausgetauscht wird (IT-Kontrolle: B, E). Ohne Behandlung mit dem primaren AK ist keine
unspezifische Farbung detektierbar (AK lI-Kontrolle: C, F). Modifiziert nach Thomalla et al. "®*.

3.1.2. TLR9-Expression in murinem Fettgewebe

Nach dem erfolgreichen in vitro Nachweis von TLR9, sollte die Expression des
Rezeptors auch in vivo verifiziert werden. Dafur wurden sc und gon Fettgewebsproben
aus gesunden, unbehandelten BALB/c Mausen entnommen. Die mRNA wurde aus
Gesamtzelllysaten des jeweiligen Fettdepots isoliert und via real time PCR analysiert.
Das TLR9 mRNA Expressionsniveau wurde auf das konstitutiv exprimierte Gen GAPDH
normiert. FUr eine erleichterte Handhabung wurden die daraus resultierenden kleinen
Dezimalzahlen mit dem Faktor von 1 Mio. (1 x 10°) multipliziert. Sowohl sc als auch
viszeral wurde eine signifikante TLR9 mRNA Expression detektiert (Abbildung 9). Dabei
konnte kein spezifischer Unterschied des Expressionsniveaus zwischen den beiden
Fettdepots detektiert werden.
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Abbildung 9: TLR9 mRNA Expressionsniveau in subkutanen und gonadalen Fettgewebe (AT) aus
normalgewichtigen BALB/c Mausen ' Die mRNA wurde aus Gesamtzelllysaten des jeweiligen
Fettdepots isoliert (jeweils n=10). Nach der reversen Transkription wurden TLR9-Genexpressionsanalysen
mittels real time PCR durchgefiihrt und in Relation zur GAPDH mRNA Expression x 10° gesetzt. Nicht
signifikant (n. s.).

Immunhistochemische Analysen sollten die TLR9-Proteinexpression in den Adipozyten
in vivo verifizieren. Gonadale Gewebsproben aus C57BL/6 Mausen wurden unmittelbar
nach Entnahme fixiert und fur die IHC in Paraffin-eingebettet. Unter Verwendung des
polyklonalen anti-TLR9 AK und des sekundaren HRP-konjugierten AK, konnte spezifisch
gebundenes TLR9 Protein (rot) im Zytoplasma des murinen gon Fettgewebes
nachgewiesen werden (Abbildung 10 A). Die Zellkerne der univakuolaren Adipozyten

wurden durch eine Hamatoxylin-Farbung visualisiert (lila).

A Hématoxylin | B IT-Kontrolle
TLR9

mATgon UL

C AK Il -Kontrolle

mAT gon XM mATgon . Stum

Abbildung 10: Lichtmikroskopie von gonadalem (gon) Fettgewebe (AT) nach immunhistochemischer
TLR9 Proteinfarbung. Das murine (m) Gewebe wurden unverziiglich nach Entnahme aus C57BL/6 Tieren
fixiert und in Paraffin eingebettet. Unter Verwendung des polyklonalen TLR9-Antikérpers (AK) und des
sekundaren Peroxidase-konjugierten AK wurde das TLRO9-Protein rot gefarbt (A). Zellkernfarbung mit
Hamatoxylin (lila). Behandlung mit speziesspezifischem Isotyp—AK (IT-Kontrolle) induzierte keine
chromogene Reaktion (B). Kreuzreaktionen des sekundaren AK mit murinen Epitopen wurden durch
Behandlung mit ausschliellich sekundarem AK ausgeschlossen (AK Il —Kontrolle) (C). Modifiziert nach
Thomalla et al. "**.
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Bei der Behandlung mit Isotyp-Kontrollantikérpern (IT-Kontrollen), kam es zu keiner
unspezifischen Farbung (Abbildung 10 B). Kreuzreaktionen des sekundaren Antikorpers
mit murinen Epitopen wurden durch eine Behandlung mit ausschlieBlich sekundarem
Antikérper (AK Il-Kontrolle) ausgeschlossen. Hier wurde keine chromogene Reaktion

ausgeldst (Abbildung 10 C).

TLR9 wird bekanntermaf’en von Immunzellen exprimiert. Diese sind neben diversen
anderen Zelltypen ein wesentlicher Bestandteil der SVF des Fettgewebes. Flr eine
Gegentberstellung wurden aus gon und sc Fettgewebe unbehandelter C57BL/6 Mause
die Adipozyten und die SVF getrennt isoliert und jeweils fir real time PCR-basierte
TLR9-Genexpressionsanalysen verwendet. Dabei wurde die TLR9-mRNA Expression
auf das konstitutiv exprimierte Gen GAPDH normiert. Fur eine erleichterte Handhabung
wurden die daraus resultierenden kleinen Dezimalzahlen mit dem Faktor von 1 Mio.
(1 x 10°) multipliziert. Die SVF exprimiert TLR9 mRNA in hohen Konzentrationen.
Zugleich wurde auch in den Adipozyten eine signifikante TLR9 mRNA Expression
detektiert (Abbildung 11). Wahrend gon und sc Adipozyten etwa gleich stark TLR9
MRNA exprimieren, ist das Transkriptionslevel der SVF des sc Gewebes gegenliber der

SVF des gon Gewebes signifikant erhoht.

p = 0,021
p < 0,001

p < 0,001
100000 p = 0,056
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Abbildung 11: Relative TLR9 mRNA Expression in Adipozyten und stroma-vaskularer Fraktion (SVF),
isoliert aus gonadalem (gon) und subkutanem (sc) Fettgewebe (AT) von C57BL/6 Mausen %4 Reverse
transkribierte mRNA aus Gesamtzelllysaten wurde fir die Analyse von TLR9 mRNA, in Relation zu GAPDH
mRNAXx10°, verwendet. Die Fehlerbalken kennzeichnen + 1 x Standardfehler des Mittelwertes (SEM); n =16
in allen Anséatzen.
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3.1.3 TLR9-Expression in humanem Fettgewebe

Humane Gewebsproben wurden im Rahmen der ROBS (Research and Registry in
Obesity and Bariatric Surgery) Studie unter Einverstandnis der Patienten gewonnen.
Resektate aus sc und vis Fettgewebe wurden wahrend einer bariatrischen Operation
entnommen (n=21; durchschnittlicher BMI: 52,0 + 1,1 kg/m? (zwischen 44,8 und
63,6 kg/m?); Durchschnittsalter: 38,2 + 2,5 Jahre (zwischen 20 und 57 Jahren)).
Diabetiker und Patienten unter diabetischer Medikation (z. B. Metformin, DPP4
Inhibitoren) wurden nicht in die Anaylsen eingeschlossen. Die mRNA wurde aus
Gesamtzelllysaten des jeweiligen Fettdepots isoliert und via real time PCR analysiert.
Die TLR9 mRNA Expression wurde auf das konstitutiv exprimierte Gen GAPDH normiert.
Fir eine erleichterte Handhabung wurden die daraus resultierenden kleinen
Dezimalzahlen mit dem Faktor von 1 Mio. (1 x 10°) multipliziert. In beiden Fettdepots
wurde eine signifikante TLR9 mRNA Expression detektiert, wobei das
Expressionsniveau in vis Fettgewebe gegenliber dem sc Fettgewebe signifikant erhéht
war (p < 0,001; Abbildung 12).
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Abbildung 12: TLR9 mRNA Expressionsniveau in subkutanen und viszeralen Fettgewebe (AT) aus
Adipositaspatientinnen 164, Fettgewebsproben wurden von 21 Patientinnen im Verlauf einer bariatrischen
Operation gewonnen (Nichtdiabetiker; durchschnittlicher BMI: 52,0 + 1,1 kg/m? (zwischen 44,8 und
63,6 kg/m?); Durchschnittsalter: 38,2 + 2,5 Jahre (zwischen 20 und 57 Jahren)). Die mRNA wurde aus
Gesamtzelllysaten des jeweiligen Fettdepots isoliert. Nach der reversen Transkription wurden
TLR9-Genexpressionsanalysen mittels real time PCR durchgefiuhrt und in Relation zur GAPDH mRNA
Expression x 10° gesetzt.

Humanes Gewebe wurde fur die IHC analog zu den murinen Proben behandelt (siehe
Abschnitt 3.1.2). Mit dem polyklonalen anti-TLR9 AK wurde TLR9 Protein spezifisch
gebunden (rot). Es konnte im Zytoplasma der sc und der vis Adipozyten nachgewiesen

werden (Abbildung 13 A, B). Die Zellkerne der univakuolaren Adipozyten wurden durch
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eine  Hamatoxylin-Farbung  visualisiert  (lila). Bei der Behandlung mit
Isotyp-Kontrollantikérpern (IT-Kontrollen) kam es zu keiner unspezifischen Farbung
(Abbildung 13 C, E). Kreuzreaktionen des sekundaren Antikérpers mit humanen
Epitopen wurden ausgeschlossen, indem man auf die Vorbehandlung mit
Kaninchen-IgGs verzichtete und nur den sekundaren AK einsetzte (AK Il-Kontrolle). Bei
diesen Kontrollansatzen wurden keine chromogenen Reaktionen ausgelost (Abbildung
13 D, F).

A Hamatoxylin B Hamatoxylin

TLR9 TLR9
huATsc ' huATvis : it
C IT-Kontrolle D  AKIl -Kontrolle E IT-Kontrolle F AK Il -Kontrolle
huAT sc S0um  hy AT sc S0um Ky AT vis s0um  huAT vis S0um

Abbildung 13: Lichtmikroskopie von humanem (hu) subkutanem (sc) und viszeralem (vis)
Fettgewebe (AT) nach immunhistochemischer Farbung von TLR9-Protein. Gewebe wurden im Rahmen
einer bariatrischen Operation entnommen, fixiert und fir die Immunhistochemie in Paraffin eingebettet. Unter
Verwendung des polyklonalen TLR9-Antikdrpers (AK; Abcam) und des sekundaren Peroxidase-konjugierten
Antikérpers (DAKO) wurde TLR9-Protein rot gefarbt (A, B). Zellkernfarbung mit Hamatoxylin (lila).
Behandlung mit speziesspezifischem Isotyp-AK (IT-Kontrolle) I6ste keine chromogene Reaktion aus (C, E).
Kreuzreaktionen des sekundaren AKs mit murinen Epitopen wurden durch Behandlung mit ausschlielich
sekundarem AK ausgeschlossen (AK II-Kontrolle) (D, F). Modifiziert nach Thomalla et al. '*.

3.1.4 Bivariate Korrelation der Fettgewebs-spezifischen TLR9-Expression
mit physiologischen und anthropometrischen Parametern bei Adipositas

Im Anschluss an den erfolgreichen Nachweis der TLR9-Expression in humanen
Fettgewebe sollte der Zusammenhang des TLR9-Expressionsniveaus und der
Konzentration von Adiponektin, MCP-1 und Resistin im Serum untersucht werden. Von
n = 21 Patientinnen wurden vor bzw. im Verlauf einer bariatrischen Operation Serum-
und Fettgewebsproben gewonnen (siehe Kapitel 2.2.6). Die bivariaten
Korrelationsanalyse nach Spearman (Tabelle 54) ergab eine signifikante negative
Korrelation des Resistinspiegels im Serum und der TLR9 Genexpression in sc

Fettgewebe (r= 0,512; p= 0,018). Im Gegensatz dazu korreliert das Serumresistin
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signifikant positiv mit der TLR9 Genexpression in vis Fettgewebe (r = 0,539; p = 0,012)
(Abbildung 14).

Tabelle 5: Bivariate Korrelation nach Spearman Rho der TLR9-Genexpression in subkutanen (sc) und
viszeralen (vis) Fettgewebe mit physiologischen Parametern. Im Verlauf einer bariatrischen Operation
wurden die Serum- und Fettgewebsproben von 21 Patientinnen gewonnen (Nichtdiabetiker;
durchschnittlicher BMI: 52,0 + 1,1 kg/m? (zwischen 44,8 und 63,6 kg/m?); Durchschnittsalter:
38,2 £ 2,5 Jahre (zwischen 20 und 57 Jahren)). Ermittlung der Proteinkonzentration im Serum via ELISA.
Genexpressionsanalysen waren real time PCR-basiert. r= Korrelationskoeffizient

Serumprotein sc TLR9 mRNA vis TLR9 mRNA
Expression Expression
Adiponektin r =0,026 r =0,329
p=0,915 p =0,156
MCP-1 r =0,281 r =0,379
p = 0,244 p=0,11
Resistin r =-0,512* r =0,539*
p=0,018 p=0,012
10000 p=0.018 30000 p=0.012
c ° r=-0512 c r=0539
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Abbildung 14: Systemische Resistinkonzentration in Korrelation mit der TLR9 mRNA Expression in
subkutanem (sc) (A) und viszeralem (vis) Fettgewebe (B) '®. Serum- und Fettgewebsproben wurden von
21 Patientinnen im Verlauf einer bariatrischen Operation gewonnen (Nichtdiabetiker; durchschnittlicher BMI:
52,0 £ 1,1 kg/m? (zwischen 44,8 und 63,6 kg/m?); Durchschnittsalter: 38,2 + 2,5 Jahre (zwischen 20 und
57 Jahren)). Die Konzentration von Resistin im Blutserum wurde via ELISA detektiert. Fur
TLR9-Genexpressionsanalysen wurde mRNA aus beiden Fettdepots reverse transkribiert und in Relation zu
GAPDH x 10° analysiert. r = Korrelationskoeffizient.

Die bivariate Korrelation der TLR9-Genexpression in den beiden Fettdepots mit
anthropometrischen Parametern (BMI, Gewicht, Huftumfang, Korperfett) ergab eine
statistisch signifikante Korrelation der viszeralen TLR9 mRNA Expression mit dem
Huftumfang (r = 0,441; p = 0,045; Abbildung 15).
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Abbildung 15: Bivariate Korrelation nach Spearman der TLR9 mRNA Expression in viszeralem
Fettgewebe und des Hiiftumfangs bei Adipositas. Viszerales Fettgewebe wurden von 21 Patientinnen im
Verlauf einer bariatrischen Operation gewonnen (Nichtdiabetiker; durchschnittlicher BMI: 52,0 + 1,1 kg/m?
(zwischen 44,8 und 63,6 kg/m?); Durchschnittsalter: 38,2 + 2,5 Jahre (zwischen 20 und 57 Jahren)). Fur
TLR9-Genexpressionsanalysen wurde mRNA aus dem viszeralen Gewebe reverse transkribiert und in
Relation zu GAPDH x 10° analysiert. r = Korrelationskoeffizient.

3.2. Die funktionale Rolle von TLR9 wahrend der adipozytaren
Differenzierung

In Abschnitt 3.1.1 ist ein Zusammenhang zwischen der TLR9 mRNA Expression und der
Adipogenese beschrieben. TLRO-Transkriptionslevel steigen dabei mit fortschreitender
Ausbildung des adipozytaren Phanotyps. Im Folgenden sollte deshalb vice versa der
Einfluss von TLR9 auf die adipozytare Differenzierung untersucht werden. Daflr wurde
in Pra-Adipozyten wahrend der hormonell induzierten Adipogenese zusatzlich ein
siRNA-vermittelter Knockdown von TLR9 ausgelost. Um den Knockdown Uber den
gesamten Zeitraum der Adipogenese zu gewahrleisten, wurde wiederholt mit TLR9
siRNA transfiziert (Tag 0, 3, 6, 8). Als Kontrolle wurden Pra-Adipozyten mit siRNA
behandelt, die nicht spezifisch an TLR9-mRNA bindet. Das Monitoring der Ausbildung
eines adipozytaren Phanotyps erfolgte lichtmikroskopisch. Durch den TLR9-Knockdown
wurde die Lipidakkumulation in den Adipozyten gehemmt. Mit TLR9-spezifischer siRNA
behandelte Zellen haben deutlich weniger Lipidvakuolen ausgebildet (Abbildung 16 ).

Zur Verifizierung dieses Effektes wurden mit Hilfe des fettléslichen Oil Red
O‘-Farbstoffes intrazellulare Lipide und Triglyceride in den 3T3-L1 Adipozyten rot gefarbt
(Abbildung 16 C, F). Verglichen mit den Kontroll-Zellen haben TLR9 siRNA behandelte
Zellen weniger Lipide eingelagert, wobei insgesamt auch weniger Zellen in der Lage

waren, die flr Adipozyten charakteristischen Lipidvakuolen auszubilden.
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Abbildung 16: Lichtmikroskopie von 3T3-L1 Adipozyten nach wiederholtem TLR9 siRNA Knockdown
(D-F). Als Kontrolle wurden Zellen mit non-targeting (nt) siRNA behandelt (A-C). Adipozytire
Lipidvakuolen wurden mit Oil Red O gefirbt (rot) (C, F) '®*. Der TLR9-Knockdown (an Tag 0, 3, 6, 8)
inhibiert die Lipidakkumulation in murinen 3T3-L1 Adipozyten. Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen von
jeweils n = 6 unabhangigen Experimenten.

Dieser durch den TLR9-Knockdown verursachte inhibierende Effekt auf die Ausbildung
des adipozytaren Phanotyps sollte zusatzlich auf Genexpressionsebene verifiziert
werden. Nach der siRNA Transfektion wurde deshalb mRNA aus Gesamtzelllysaten
isoliert und revers transkribiert. Das Expressionsniveau von Adiponektin, Resistin und
Leptin, als Marker der fortgeschrittenen adipozytaren Differenzierung, wurde in Relation
zum konstitutiv exprimierten Gen GAPDH mittels real-time PCR analysiert. Durch den
TLR9-Knockdown wurde die Expression von Adiponektin verglichen mit dem
Kontroll-Ansatz (nt siRNA) signifikant reduziert (Abbildung 17 A). Der Knockdown hatte
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keine signifikanten Effekte auf die Leptin und Resistin Expressionslevel (Abbildung 17 B,
C).
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Abbildung 17: Adiponektin-, Leptin- und Resistin- Genexpressionsanalysen in Gesamtzelllysaten von
murinen 3T3-L1 Adipozyten. siRNA-vermittelter TLR9-Knockdown inhibiert die
Adiponektinexpression signifikant (A), hat aber keinen Effekt auf die Leptin- (B) und Resistin-
Expression (C). Die murinen 3T3-L1 Pra-Adipozyten wurden neun Tage hormonell differenziert und
wiederholt (an Tag 0, 3, 6, 8) mit 100 nM non-target siRNA (nt siRNA) oder mit 100 nM TLR9 siRNA Cocktail
(Ambion Life Technologies, #175054, #175055, #175056) Lipofectamin-basiert transfiziert. Nach der
reversen Transkription wurde mittels real-time PCR die TLR9 mRNA in Relation zur GAPDH mRNA x 10°
analysiert. Die Fehlerbalken kennzeichnen + 1 x Standardfehler des Mittelwertes (SEM); n = 5-6 pro Ansatz.
n. s. = nicht signifikant. Modifiziert nach Thomalla et al. '*.

Entsprechende Untersuchungen in TLR9""" und TLR9" Mé&usen sollten die Ergebnisse
der Zellkultur verifizieren. Aus diesem Grund wurden ELISA-basierte Analysen von
Adipokinen im Serum von BALB/c Mausen durchgefuhrt. Wie schon bei dem siRNA
Knockdown war die Konzentration des Serum-Adiponektins in den TLR9” Mausen
gegeniiber den TLR9""™ signifikant erniedrigt, wahrend die Resistinlevel in den Wildtyp-

und Knockout-Tieren in etwa gleich hoch waren (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Adiponektin- und Resistinkonzentration im Serum von BALB/c TLR9"™ und TLR9™
Miusen. Die Konzentration von Adiponektin im Serum von TLR9™ Miusen ist gegeniiber TLR9""™
signifikant reduziert (A). Die Konzentration von Resistin im Serum von TLR9™ Miusen ist gegeniiber
TLR9"™ unverindert (B). Serumlevel der Adipokine wurden in den Wurfgeschwistern mittels ELISA
bestimmt. Die Fehlerbalken kennzeichnen + 1 x Standardfehler des Mittelwertes (SEM); n = 5 pro Kategorie.
Nicht signifikant (n. s.). Modifiziert nach Thomalla et al. '**.

3.3 Der Einfluss von TLR9-Agonisten (CpG-ODNSs) auf das Sekretionsprofil
von Adipozyten

3.3.1 Stimulation von murinen 3T3-L1 Adipozyten mit TLR9-Agonisten

Nach dem Nachweis von TLR9 mRNA sowie Protein sollte seine Funktionalitat in
Adipozyten analysiert werden. Dafur wurden murine 3T3-L1 Fibroblasten, wie zuvor
beschrieben, acht Tage hormonell differenziert und anschliefend Uber 18 h mit
unterschiedlichen Konzentrationen von TLR9 Agonisten behandelt. Eine Kontrolle der
Zellvitalitat erfolgte Uber lichtmikroskopische Bildgebung und dber die Analyse
freigesetzter Laktat-Dehydrogenase (LDH) in den Zellkulturiberstand. Alle hier
gezeigten Behandlungen waren in diesem Zytotoxizitatsscreening unauffallig.
Synthetische TLR9-Liganden, die sogenannten CpG ODNs, werden je nach Struktur und
Anordnung der Nukleinsauren, in verschiedene Klassen unterteilt. Folgend wurde die
Wirkung der Klasse A (ODN 1585), Klasse B (ODN 1826) und Klasse C (ODN 2395)
Agonisten auf Adipozyten untersucht. Die jeweiligen Kontroll-ODNs haben dabei
dieselbe Struktur, enthalten jedoch anstelle des CpG Motivs eine GpC-Sequenz.

Die achtzehnstiindige Behandlung der reifen Adipozyten mit 1 ug/ml, 5 ug/ml und
20 pyg/ml ODN 1585 verursachte eine signifikante und dosisabhangige Reduktion der
Resistinkonzentration im Zellkulturiberstand um 5,8 %, 27,3 % und 74,1 % (p = 0,002
versus Kontrolle bei 5 pg/ml und 20 pg/ml ODN 1585), verglichen mit der
Lésungsmittelkontrolle (Abbildung 19 A). Die Stimulation mit Ktrl. ODN A hatte keinen
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signifikanten Einfluss auf die Resistinsekretion (Abbildung 19, B). Um das bei Adipositas
vorherrschende inflammatorische Milieu im Fettgewebe zu simulieren, wurden zusatzlich
Ko-Stimulationsversuche mit TLR9-Liganden und LPS durchgeflihrt. Vor der Zugabe von
LPS wurden die reifen Adipozyten eine Stunde mit dem jeweiligen ODN vorbehandelt.
Auch in Anwesenheit von LPS (10 ng/ml) reduzierte das Klasse A ODN die
Resistinkonzentration im Zellkulturiiberstand dosisabhangig (Abbildung 19 C).
Verglichen mit der Behandlung mit ausschlieRlich LPS verursachten 5 ug/ml ODN 1585
eine Reduktion um 38,8 % und 20 pyg/ml ODN 1585 eine Reduktion um 80,5 %. Die
Stimulation mit der ODN 1585 Dosiskurve, sowie die Behandlung mit dem Kirl. ODN A
hatten keinen Einfluss auf die Adiponektinsekretion (Abbildung 19 D, E). Bei der
Ko-Stimulation mit 20 pg/ml ODN A und 10 ng/ml LPS wurde die Adiponektin-
Konzentration im Zellkulturiberstand signifikant reduziert (Reduktion um 23,1 %)
(Abbildung 19 F).
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Abbildung 19: Resistin- (A-C) und Adiponektin-Proteinkonzentration (D-F) im Zellkulturiiberstand von
3T3-L1 Adipozyten nach Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen des Oligodesoxynukleotids
(ODN) 1585 (A, D), dem entsprechenden Kontroll-ODN A (Ktrl. ODN A) (B, E) und in Ko-Stimulation
mit dem ODN A und Lipopolysaccharide (LPS) (C,
F)<sup>164</sup><sup>164</sup><sup>164</sup><sup>164</sup><sup>164</sup><sup>164</sup>
<sup>164</sup><sup>164</sup>(Thomalla et al. 2019)(Thomalla et al. 2019)(164)(164). Reife
Adipozyten wurden mit 1 ug/ml, 5 pg/ml und 20 pg/ml ODN 1585 (Klasse A) behandelt. Fir Ko-
Stimulationsexperimente mit LPS (10 ng/ml) wurden die Adipozyten 1 h mit 5 pg/ml oder 20 pg/mi
vorbehandelt. Proteinkonzentrationen wurden via ELISA aus n =6 wells pro Ansatz ermittelt und auf das
Gesamtzellprotein normiert. Die Fehlerbalken kennzeichnen + 1x Standardfehler des Mittelwertes (SEM).
Nicht signifikant (n. s.). Modifiziert nach Thomalla et al. 164,

Das Klasse B ODN Iést bei murinen 3T3-L1 Adipozyten ahnliche Effekte aus wie das
Klasse A ODN, insgesamt aber in einem etwas geringerem Ausmalf. 5 ug/ml und
20 pg/ml induzierten eine signifikante und dosisabhangige Reduktion des Resistinlevels
im Zellkulturiberstand um 18,0 % und 30,2 % (Abbildung 20 A). Die Stimulation mit Kitrl.
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ODN B hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Resistinsekretion (Abbildung 20 B).
Auch in Anwesenheit von LPS (10 ng/ml) reduzierte das Klasse B ODN die
Resistinkonzentration im Zellkulturiiberstand dosisabhangig (Abbildung 20). 5 ug/ml
ODN 1826 verursachten eine Reduktion um 23,2 % und 20 ug/ml ODN 1826 um 43,3 %
verglichen mit der Behandlung mit ausschlieRlich LPS.
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Abbildung 20: Resistin- (A-C) und Adiponektin-Proteinkonzentration (D-F) im Zellkulturiiberstand von
3T3-L1 Adipozyten nach 18 h Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen des ODN 1826 (Klasse
B) (A, D), nach Stimulation mit dem entsprechenden Kontroll-ODN (Ktrl. ODN B; 20ug/ml) (B, E), oder
in Ko-Stimulation mit dem ODN B und LPS (10 ng/ml) (C, F). Als Kontrolle (Ktrl.) dienten Zellen die mit
der entsprechenden Menge an LoOsungsmittel behandelt wurden. Fir die Dosiskurve wurden reife
Adipozyten mit 1 pg/ml, 5 pg/ml und 20 pg/ml ODN 1826 (Klasse B) behandelt. Fur
Ko-Stimulationsexperimente mit LPS (10 ng/ml) wurden die Adipozyten vor der Zugabe von LPS 1 h mit
5 pg/ml oder 20 ug/ml vorbehandelt. Proteinkonzentrationen wurden via ELISA aus n = 6 wells pro Ansatz
ermittelt und auf das Gesamtzellprotein normiert. Die Fehlerbalken kennzeichnen + 1 x Standardfehler des
Mittelwertes (SEM); n = 5-6 pro Ansatz. Nicht signifikant (n. s). Modifiziert nach Thomalla et al. '®*.

63



3 Ergebnisse

Die Adiponektinsekretion blieb durch die Behandlung mit verschiedenen Dosen des
ODN 1826 unbeeinflusst (Abbildung 20 D). Wahrend das ODN selbst die
Adiponektinkonzentration im Uberstand nicht signifikant veranderte, kam es bei dem Kirl.
ODN 1826 zu einer leichten Induktion (p = 0,041 versus Kirl. und p = 0,009 versus ODN
1826; Abbildung 20 E). Analysen der Ko-Stimulationsexperimente mit dem Klasse B
ODN und anschlieBender Zugabe von LPS ergaben eine Verminderung des
Adiponektinlevels um 29 % gegenuber der Behandlung mit ausschlieBlich LPS
(Abbildung 20 F).

Die Behandlung mit 5 pg/ml und 20 pg/ml des Klasse C ODNs 2395 induzierten eine
signifikante und dosisabhangige Reduktion des Resistinlevels im Zellkulturiberstand um
43 % und 61 % (Abbildung 21 A). Die Stimulation mit dem Ktrl. ODN C hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die Resistinsekretion (Abbildung 21 B).

Die Ko-Stimulation mit ODN 2395 (5 pg/ml, 20 ug/ml) und LPS (10 ng/ml) reduzierte die
Resistinkonzentration im Zellkulturiberstand dosisabhangig um 44 % bei 5 pg/ml ODN C
und 61 % bei 20 pyg/ml ODN C, verglichen mit der LPS-Kontrolle (Abbildung 21 C). Die
Adiponektinkonzentration wurde weder durch die Stimulation mit ODN 2395 noch durch
Stimulation mit der ODN 2395 Kontrolle beeinflusst. Auch die Ko-Stimulation mit ODN C
und LPS hatten keine Auswirkungen auf die Proteinkonzentration von Adiponektin im
Zellkulturiberstand der 3T3-L1 Adipozyten (Abbildung 21 D, E, F).
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Abbildung 21: Resistin- (A-C) und Adiponektin-Proteinkonzentration (D-F) im Zellkulturiiberstand von
3T3-L1 Adipozyten nach 18 h Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen des ODN 2395 (Klasse
C) (A, D), nach Stimulation mit dem entsprechenden Kontroll-ODN (Ktrl. ODN C; 20ug/ml) (B, E) und
in Ko-Stimulation mit ODN C und LPS (10 ng/ml). Als Kontrolle (Ktrl.) dienten Zellen die mit der
entsprechenden Menge des Lésungsmittels behandelt wurden. Fiir die Dosiskurve wurden reife Adipozyten
mit 1 pg/ml, 5 yg/ml und 20 pg/ml ODN 2395 (Klasse C) behandelt. Fir Ko-Stimulationsexperimente mit LPS
(10 ng/ml) wurden die Adipozyten vor der Zugabe von LPS 1 h mit 5 pyg/ml oder 20 pg/ml vorbehandelt.
Proteinkonzentrationen wurden via ELISA aus n = 6 wells pro Ansatz ermittelt und auf das
Gesamtzellprotein normiert. Die Fehlerbalken kennzeichnen + 1 x Standardfehler des Mittelwertes (SEM);
n = 6 pro Ansatz. Nicht signifikant (n. s). Modifiziert nach Thomalla et al. 164,

In Tabelle 6 sind die Effekte der Stimulation durch die drei verschiedenen
TLR9-Liganden und deren Kontrollen zusammengefasst. Auch die Effekte der ODNs
unter proinflammatorischen Bedingungen (Ko-Stimulation mit LPS) sind in dieser Tabelle
aufgefuhrt. Alles in allem verursachte die Stimulation mit den ODNs eine Reduktion von

Resistin, wobei diese bei dem Klasse A ODN am starksten und bei dem Klasse B ODN
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am schwachsten ausgepragt war. Auch unter Zugabe von LPS blieben die Effekte auf
Resistin erhalten. Im Gegensatz dazu wurde die Adiponektinsekretion ausschlieflich
unter proinflammatorischen Bedingungen und auch nur durch das ODN A und das
ODN B leicht inhibiert.

Zellkulturiiberstand unbeeinflusst.

Ansonsten  blieben dessen Konzentrationen im

Tabelle 6: Zusammenfassung der Auswirkungen von Klasse A, B und C ODNs auf die Resistin- und
Adiponektin- Proteinsekretion in den Zellkulturiiberstand von murinen 3T3-L1 Adiozyten gegeniiber
der Lésungsmittelkontrolle in An- und Abwesenheit von LPS (10 ng/ul) '®. ||| Sehr starke Supression,
|| starke Supression, | maRige Supression, < kein signifikanter Effekt; ODN = CpG Oligodesoxynucleotide;
LPS = Lipopolysaccharide.

basal inflammatorische Bedingungen
(LPS 10 ng/ml)
ODN Konzentration ODN Konzentration
1 pg/ml
5 pg/mi 5 pg/mi
20 ug/ml 20 pg/ml
-6%
Kl A ODN
(SS[:; 1585) Ll Nt Ll EL
-74% -80%
. .. Kl B ODN -~
Resistin (SSDS: 1529 | ¥ 18% 1l 23%
-30% -43%
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Da Resistin grundsatzlich als proinflammatorisches Zytokin bei Diabetes und dem
metabolischen Syndrom verstanden wird ', ist die Wirkung der TLR9-Agonisten auf
3T3-L1 Adipozyten eher als antiinflammatorisch einzuordnen. Auf3erdem ist bekannt,
dass es im Rahmen von Adipositas und IR 2zu einer proinflammatorischen
Transformation des viszeralen Fettgewebes kommt '®. Damit kénnte dieser Prozess
direkt in Verbindung mit dem TLR9-Signalweg stehen. Aus diesem Grund wurde im
Folgenden der Einfluss der TLR9-Agonisten auf andere inflammatorische Marker
(MCP-1, IL-6, TNFa) sowie auf die Proteine des Glukosestoffwechsels (GLUT1 und

GLUT4) analysiert.

Fir die Genexpressionsanalysen wurden murine 3T3-L1 Adipozyten 18 h mit den drei
ODN Klassen A, B und C stimuliert und die mRNA aus den Gesamtzelllysaten isoliert.

Neben der Losungsmittelkontrolle (Ktrl.) wurde auflerdem mit den entsprechenden
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Kontroll-ODNs (Ktrl. ODN) stimuliert. Nach der reversen Transkription wurde die cDNA
mit den spezifischen Primern via real time PCR quantifiziert.

Die Genexpression des proinflammatorischen Proteins MCP-1 wird durch die Stimulation
mit allen drei ODN-Klassen versus der Ldsungsmittelkontrolle signifikant reduziert
(Abbildung 22 A). Die Kitrl. ODNs B und C haben dabei verglichen mit der
Lésungsmittelkontrolle einen ahnlichen Effekt auf die Expression von MCP-1, der sich
nicht signifikant von dem der entsprechenden ODNs unterscheidet. Auch das Kirl.
ODN A verursacht eine signifikante Reduktion der MCP-1 mRNA Expression (p = 0,041
versus Kirl.). Diese ist jedoch nicht so stark ausgepragt wie bei dem ODN A selbst
(p = 0,026 versus ODN A). Auf die Expression der IL-6 mRNA hatte die Behandlung mit
den ODNs keinen Einfluss (Daten nicht gezeigt). TNFa wird von 3T3-L1 Adipozyten
basal kaum exprimiert und ist auch auf mRNA Ebene nach ODN-Stimulation nicht
detektierbar (Daten nicht gezeigt).

Die Stimulation mit ODN A 16st eine starke Reduktion des GLUT1 aus. Diese ist sowohl
gegeniber der Lésungsmittelkontrolle (p= 0,009) als auch gegentber der Kirl. ODN A
Stimulation (p = 0,026) signifikant. Dabei gibt es keinen signifikanten Unterschied
zwischen der Behandlung mit dem Ldsungsmittel und dem Kirl. ODN A. Im Gegensatz
dazu fuhrt die Behandlung mit Kirl. ODN B und C Sequenzen zu einer signifikanten
Reduktion der GLUT1 mRNA Expression (p= 0,002 und p= 0,041), die jedoch
gegenuber dem ODN B und C nicht signifikant verandert ist. Wahrend das ODN B
gegenuber der Losungsmittelkontrolle keine signifikanten Effekte ausldst, wird durch die
Behandlung mit dem ODN C wiederum die GLUT1 mRNA Expression reduziert
(p = 0,002).

Eine spezifische und signifikante Reduktion der GLUT4 mRNA Expression wurde
ausschliefllich durch die Stimulation mit dem Klasse A ODN bewirkt (p= 0,026 versus
Lésungsmittelkontrolle). Diese Reduktion ist auch gegeniber der Behandlung mit dem
Ktrl. ODN A signifikant (p = 0,009). Die Stimulation mit Klasse B und Klasse C
DNA-Sequenzen beeinflusst die GLUT4 Genexpression nicht (n. s.).
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Abbildung 22: Die Genexpression von MCP-1, GLUT1 und GLUT4 in murinen 3T3-L1 Adipozyten nach
Stimulation mit 20 pg/ml Klasse A, B und C ODN (1585, 1826, 2395) verglichen mit den
entsprechenden ODN Kontrollen (Ktrl. ODN; 20 pg/ml) und der Lésungsmittelkontrolle (Ktrl.) '®*. Die
mRNA wurde aus Gesamtzelllysaten der reifen Adipozyten gewonnen. Nach der reversen Transkription
wurde die cDNA von MCP-1, GLUT1 und 4 via real time PCR quantifiziert. Die Fehlerbalken kennzeichnen
+ 1 x Standardfehler des Mittelwertes (SEM); n = jeweils 6 pro Ansatz. n.s. = nicht signifikant.

3.3.2 Stimulation von priméiren Adipozyten aus TLR9""*' und TLR9™ Mausen
mit TLR9-Agonisten

Um die Ergebnisse der in vitro Analysen zu verifizieren, wurden adipozytare
Vorlduferzellen aus dem Fettgewebe von TLR9"™ und TLR9” Mé&usen isoliert und ex
vivo zu reifen Adipozyten differenziert. ELISA basierte Proteinexpressionsanalysen

ergaben, dass Adipozyten aus TLR9™ Tieren gegeniiber den TLR9""* Tieren signifikant
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weniger Adiponektin in den Zellkulturiiberstand sezernieren (Abbildung 23 A). Das
MCP-1 und Resistin mRNA Expressionsniveau hingegen war basal in den TLR9™
Adipozyten deutlich héher als in den TLR9""** Adipozyten (Abbildung 23 B, C).

p=0,001

20- S EE— 12- p =0,043 p =0,005

—

it

Adiponektin[pg/pg Gesamtzellprotein]
3
MCP-1[pg/ug Gesamtzellprotein]
Resistin [pg/pg Gesamtzellprotein]

T T 0
TLR9wtwt TLR9 TLRgwimt TLR9™*

TLR9wtwt TLR9

Abbildung 23: Basale Proteinkonzentration im Zellkulturiiberstand von ex vivo differenzierten
primiaren murinen Adipozyten aus TLR9"™ und TLR9” Miusen. Adipozyten aus Knockout-Tieren
produzieren signifikant weniger Adiponektin (A), wahrend die MCP-1- (B) sowie Resistin- (C) Produktion
gegeniiber den TLR9"™ Tieren induziert ist. Die Pra-Adipozyten wurden aus subkutanem Fettgewebe
isoliert und hormonell innerhalb von 11 Tagen zu reifen Adipozyten differenziert. Die Fehlerbalken
ken?eieichnen + 1 x Standardfehler des Mittelwertes (SEM); n = 6-8 pro Ansatz. Modifiziert nach Thomalla et
al. ™.

Um zu Uberprifen, ob im murinen System TLR9 der einzige Rezeptor ist, der durch
DNA-Sequenzen aktiviert wird, sollten TLR9” Adipozyten mit ODNs stimuliert werden.
Dafiir wurden adipozytare Vorlduferzellen aus dem Fettgewebe von TLR9 """ und TLRY
" Mausen isoliert, ex vivo zu reifen Adipozyten differenziert und 18 h mit den jeweiligen
ODNs und Ktrl. ODNs stimuliert. Als Kontrolle fungierte wiederum eine Behandlung mit
der entsprechenden Menge des Ldsungsmittels der ODNs. Mittels ELISA wurden die
Proteinkonzentrationen von Adiponektin, MCP-1 und Resistin im Zellkulturtiberstand der

primaren Adipozyten detektiert.

Die Stimulation mit dem ODN A induziert in den TLR9""** Adipozyten, nicht aber in den
TLR9” Adipozyten die Adiponektinkonzentration signifikant (Abbildung 24 A). Eine
Behandlung mit dem Kitrl. ODN A hatte dabei in den Zellen beider Genotypen
vergleichbare Auswirkungen auf das Adiponektinniveau.

Auch die Proteinkonzentration von MCP-1 im Zellkulturiiberstand der TLR9" Adipozyten
wurde durch die Stimulation mit den ODN A DNA-Sequenzen nicht signifikant
beeinflusst. Interessanterweise kam es aber bei den TLR9"“* Adipozyten zu einer
Inhibition der MCP-1 Sekretion verglichen mit der Ktrl. ODN A Behandlung (p = 0,004)
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(Abbildung 24 B). Gegenlber der Loésungsmittelkontrolle war hier die MCP-1
Konzentration weder nach Ktrl. ODN A Stimulation noch nach Stimulation mit dem ODN
A signifikant beeinflusst.

Resistin wurde durch die CpG-Stimulation sowohl in den Wildtyp- als auch in den TLR9™
Adipozyten in signifikant geringerem MalRe in den Zellkulturiberstand sezerniert
(p = 0,002 versus Ktrl. ODN A; Abbildung 24 C). Dabei ist jedoch zu beachten, dass trotz
der hoheren basalen Expression bei TLR9” Adipozyten als bei den Zellen aus
Wildtyptieren Resistin bei Zellen beider Genotypen durch die CpG- und die GpC
Stimulation auf ein etwa gleiches Niveau reduziert wird (p < 0,002 versus Kontrolle;
Abbildung 24).
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>
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kel | ODN | Ktrl.oon| ODN |Ktrl.ODN
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Abbildung 24: Adiponektin- (A), MCP-1 (B)- und Resistin (C)-Sekretion in den Zellkulturiiberstand von
primdren murinen Adipozyten (pmAd) nach Stimulation mit 20 pg/ml CpG ODN 1585 (Klasse A)
versus dem entsprechenden Kontroll-ODN (Ktrl. ODN) versus der Losungsmittelkontrolle (Ktrl.). Die
Zellen wurden aus subkutanem Fettgewebe von TLR9"™ und TLR9” Mausen isoliert. Nach Abschluss der
adipozytaren Differenzierung wurden die Zellen Uber 18 h stimuliert. Proteinlevel in den
Zellkulturiiberstanden wurden mittels ELISA bestimmt und auf das Gesamtizellprotein normiert. Die
Fehlerbalken kennzeichnen + 1 x Standardfehler des Mittelwertes (SEM); n = 6-8 pro Ansatz. Modifiziert
nach Thomalla et al. '*,

Eine Behandlung der primaren murinen Adipozyten mit dem Klasse B ODN beeinflusst
die Adiponektinsekretion gegenlber der Kirl. ODN B Stimulation nicht signifikant
(Abbildung 25 A). Gegenuber der Ldsungsmittelkontrolle wird Adiponektin durch das
ODN B von den Adipozyten der TLR9"“" Tiere jedoch signifikant weniger in den
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Zellkulturiberstand sezerniert (p = 0,02). Dieser Effekt ist weder bei dem Ktrl. ODN B
noch in den TLR9™ Adipozyten erhalten. Dabei ist jedoch zu beachten, dass die
Grundexpression von Adiponektin in den TLR9-defizienten Tieren gegeniber den
Wildtypen a priori reduziert ist. Ein besonders starker und CpG-spezifischer Effekt bildet
sich in Bezug auf MCP-1 aus. Das Protein wurde in TLR9**! Tieren durch das ODN B
stark induziert (p = 0,002 versus Ktrl. ODN und p = 0,001 versus Kitrl.), nicht aber in den
TLR9™ Tieren (Abbildung 25 B). Das Ktrl. ODN B verursacht eine leichte Induktion von
MCP-1 versus der Kontrolle bei dem wt-Genotyp (p = 0,013), nicht aber bei den
TLR9-Knockout Tieren. Es wurden keine CpG-spezifischen Effekte auf die
Resistinsekretion detektiert. Das Protein wurde aber bei TLR9” Adipozyten durch die
Stimulation mit dem CpG sowie dem GpC (p < 0,004 versus Kontrolle) signifikant
reduziert. Dabei ist jedoch zu beachten, dass Resistin in TLR9-defizienten Tieren basal

erhoht ist.

Klasse B: ODN 1826
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Abbildung 25: Adiponektin- (A), MCP-1 (B)- und Resistin (C)-Sekretion in den Zellkulturiiberstand von
primaren murinen Adipozyten (pmAd) nach Stimulation mit 20ug/ml CpG ODN 1826 (Klasse B) versus
dem entsprechenden Kontroll-ODN (Ktrl. ODN) versus der Losungsmittelkontrolle (Ktrl.). Die Zellen
wurden aus subkutanem Fettgewebe von TLR9"™ und TLR9” Mausen isoliert. Nach Abschluss der
adipozytaren Differenzierung wurden die Zellen Uber 18 h stimuliert. Proteinlevel in den
ZellkulturGberstanden wurden mittels ELISA bestimmt und auf das Gesamtzellprotein normiert. Die
Fehlerbalken kennzeichnen + 1 x Standardfehler des Mittelwertes (SEM); n = 6-8 pro Ansatz. Modifiziert
nach Thomalla et al. "®*.

Die Adiponektinkonzentration im Zellkulturiiberstand der Adipozyten aus TLR9"'*!

Méausen blieb nach Stimulation mit dem Klasse C ODN sowie dem entsprechenden Kitrl.
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ODN C unbeeinflusst. In den TLR9--defizienten Mausen hingegen verursachen beide
Nukleinsduresequenzen eine starke und signifikante Induktion.

Die MCP-1 Proteinexpression wurde durch die Behandlung mit ODN C in den
Adipozyten beider Genotypen signifikant induziert (TLR9"™: p= 0,001 versus
Lésungsmittelkontrolle und p = 0,002 versus Kirl. ODN C; TLR9™: p = 0,026 versus
Losungsmittelkontrolle und p = 0,015 versus Kitrl. ODN C; Abbildung 26 B). Das Kirl.
ODN C hat auf die Adipozyten beider Genotypen gegenuber der Kontrolle keinen
signifikanten Einfluss auf die MCP-1 Sekretion.

Klasse C: ODN 2395
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Abbildung 26: Adiponektin- (A), MCP-1 (B)- und Resistin (C)-Sekretion in den Zellkulturiiberstand von
primdren murinen Adipozyten (pmAd) nach Stimulation mit 20 ug/ml CpG ODN 2395 (Klasse C)
versus dem entsprechenden Kontroll-ODN (Ktrl. ODN) versus der Losungsmittelkontrolle (Ktrl.). Die
Zellen wurden aus subkutanem Fettgewebe von TLR9"™ und TLR9” Mausen isoliert. Nach Abschluss der
adipozytaren Differenzierung wurden die Zellen (lber 18 h stimuliert. Proteinlevel in den
Zellkulturiiberstdnden wurden mittels ELISA bestimmt und auf das Gesamtzellprotein normiert. Die
Fehlerbalken kennzeichnen + 1 x Standardfehler des Mittelwertes (SEM); n = 6-8 pro Ansatz. Modifiziert
nach Thomalla et al. '*.

Die Resistinsekretion in den Zellkulturiiberstand wurde sowohl in den TLR9"™"
Adipozyten als auch in den TLR9” Adipozyten durch die Stimulation mit dem ODN C
signifikant inhibiert (TLR9""™: p = 0,001 versus Lésungsmittelkontrolle und p = 0,004
versus Ktrl. ODN C, TLR9™: p < 0,002 versus Ldsungsmittelkontrolle und p = 0,026
versus Kitrl. ODN C; Abbildung 26 C). Dabei ist wiederum zu beachten, dass die Klasse

C ODNs in beiden Genotypen eine ahnlich starke Inhibition ausgel6st haben, obwohl
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Resistin basal deutlich starker von den TLR9” Adipozyten sezerniert wird. Wenn auch
nicht ganz so stark wie durch das ODN C selbst, wurde durch die Ktrl. ODN C Sequenz
die Resistinkonzentration gegentber der Lésungsmittelkontrolle in Adipozyten beider
Genotypen ebenfalls inhibiert (p< 0,002).

Tabelle 6 fasst die Auswirkungen der ODN-Stimulationen auf die Adipokinsekretion der
pmAd aus TLR9""™ und TLR9” Adipozyten zusammen und hebt CpG-spezifische sowie
Genotyp-abhangige  Effekte hervor. Das ODN A induziert grundsatzlich
antinflammatorische Effekte in den TLR9"™ Adipozyten, die unter gleichen
Bedingungen bei TLR9™ Adipozyten nicht ausgelést werden. Das ODN B hingegen
induziert bei den TLR9"" Adipozyten, nicht aber bei den TLR9” Adipozyten, eine
CpG-spezifische proinflammatorische Signalkaskade. Die Effekte der ODN C-Stimulation
waren auf beide Genotypen Uberwiegend gleich, mit der Ausnahme, dass Adiponektin in
den TLR9” Adipozyten CpG-unabhangig induziert wurde. Auffallig ist, dass die Effekte
der CpG-ODNs zum Teil im selben Ausmall und teilweise in etwas abgeschwachter
Form auch durch die Ktrl. ODNs ausgel6st wurden.

Tabelle 7: Zusammenfassung der Auswirkungen von Klasse A ODN 1585, Klasse B ODN 1826 und
Klasse C ODN 2395, sowie den entsprechenden GpC-haltigen ODN Kontrollen (ODN Ktrl.) auf die
Adipokinsekretion von primdren murinen Adipozyten (pmAd) aus TLRO"™ und TLR9™ Tieren.
Adipozytare Vorlauferzellen wurden aus dem subkutanen Gewebe der Tiere isoliert und unter hormoneller
Behandlung ex vivo zu reifen Adipozyten differenziert. Nach 18 h Stimulation mit den Nukleinsduren
(20 pg/ml) wurde die Proteinkonzentration von Adiponektin, MCP-1 und Resistin im Zellkulturiiberstand via
ELISA bestimmt und auf das Gesamtzellprotein normiert; n = 6-8 pro Ansatz. 1= Induktion versus
Lésungsmittelkontrolle; 11= Induktion versus Lésungsmittelkontrolle und ODN Kirl.; < = keine Veranderung;
1= Suppression versus Lésungsmittelkontrolle; ||= Suppression versus Lésungsmittelkontrolle und ODN

Ktrl.; |*= Suppression ausschliefllich versus ODN Kirl; Genotyp- spezifische Effekte sind gelb unterlegt;
Genotyp- und CpG-spezifische Effekte sind rot markiert.

TLRGwtiwt TLRY--

ODN | ODN | CDN | ODN | ODN | CDN | ODN | ODN | ODN | ODN | ODN | ODN
A Kirl. A B Kirl. B C Kirl. c A Kirl. A B Kirl. B C Kirl. c
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3.3.3 Stimulation von humanen Adipozyten mit TLR9-Agonisten

Nicht zuletzt sollte der TLR9-Signalweg auch in primaren humanen Adipozyten (phAd)

analysiert werden. Daflr wurden die primaren humanen Pra-Adipozyten nach einem
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etablierten Protokoll zu reifen Adipozyten differenziert und Uber 18 h mit den
human-spezifischen CpG-ODNs der drei Klassen A (2216), B (2006) und C (2395) sowie
den entsprechenden GpC ODN Kontrollen stimuliert. AnschlieBend wurden die
Adiponektin- und die MCP-1 Konzentration in den Zellkulturiiberstanden mittels ELISA
bestimmt. Verglichen mit der jeweiligen ODN-Kontrolle blieb die Adiponektinsekretion
durch die CpG-ODN-Stimulation unverandert (Abbildung 27). Das Klasse A und Klasse
B ODN haben die Adiponektinsekretion auch in Bezug zur Vektorkontrolle nicht
beeinflusst. Das Klasse C ODN hingegen bewirkte eine signifikante Induktion des
Adiponektinniveaus im Uberstand (p < 0,001). Dabei ist jedoch zu beachten, dass auch
das Klasse C Kontroll-ODN eine ahnlich stark ausgepragte Induktion verursachte
(p = 0,007).
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Abbildung 27: Relative Adiponektinkonzentration im Zellkulturiiberstand von primaren humanen
Adipozyten (phAd) nach Stimulation mit Klasse A ODN 2216, Klasse B ODN 2006 und Klasse C ODN
2395 und den entsprechenden Kontroll ODN (Ktrl. ODN). Adipozytare Vorlauferzellen wurden hormonell
zu reifen Adipozyten differenziert und mit jeweils 20 pg/ml fir 18 h stimuliert. Die Adiponektinkonzentration
wurde mittels ELISA detektiert und auf das Gesamtzellprotein normiert. Es folgte eine zusatzliche
Normierung auf die entsprechende Lo&sungsmittelkontrolle (Ktrl.). Die Fehlerbalken kennzeichnen
+ 1x Standardfehler des Mittelwertes (SEM); *p < 0,007 versus Ktrl.; n = 5-6.

Nur im Falle des Klasse A CpG ODNs kam es zu einer signifikanten Reduktion des
MCP-1-Niveaus im Zellkulturiberstand, verglichen mit dem Kontroll-ODN (Abbildung 28).
Dieser Effekt war bei dem Klasse B und C ODN nicht vorhanden. Interessanterweise
verursachten aber alle CpG sowie GpC ODNSs eine signifikante Reduktion von MCP-1
gegenuber der Vektorkontrolle (p < 0,003).
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Abbildung 28: Relative mRNA Expression von MCP-1 in primaren humanen Adipozyten (phAd) nach
Stimulation mit Klasse A ODN 2216, Klasse B ODN 2006 und Klasse C ODN 2395 und den
entsprechenden Kontroll-ODNs (Ktrl. ODN). Adipozytare Vorlauferzellen wurden hormonell zu reifen
Adipozyten differenziert und mit jeweils 20 pyg/ml fir 18 h stimuliert. Mittels real-time PCR wurde die mRNA
in Relation zur GAPDH mRNA x 10° analysiert und anschlielend auf die Vektorkontrolle (Ktrl.) normiert. Die
Fehlerbalken kennzeichnen £ 1 x Standardfehler des Mittelwertes (SEM); *p < 0,003 versus Kirl.; n = jeweils
4-6 pro Ansatz.

Resistin wurde von den humanen Adipozyten kaum exprimiert. Das Protein war weder

basal noch nach Stimulation mit ODNs detektierbar.
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4 Diskussion

4 Diskussion

Toll-like Rezeptoren gehdren zur Familie der Mustererkennungsrezeptoren des
angeborenen Immunsystems. Aus diesem Grund konzentrieren sich die meisten Studien
zu TLR9 uUberwiegend auf die klassischen Zellen des Immunsystems. TLR9 wurde
ursprunglich auf B-Zellen charakterisiert, wo seine Aktivierung eine proinflammatorische
Signalkaskade induziert. In aktuellen Studien konnte nachgewiesen werden, dass auch
andere Zellen wie z. B. intestinale Epithelzellen in der Lage sind TLR9 zu exprimieren.
Zahlreiche Studien haben die pro- bzw. antiinflammatorische Wirkung von TLR9 bei
Adipositas, Glukosetoleranz und IR diskutiert. So ist z. B. eine bessere Glukosetoleranz
bei TLR9""™ gegeniiber TLR9” Mausen beschrieben '*°. Auf der anderen Seite konnten
Studien nachweisen, dass unter einer Hoch-Fett-Diat (HFD) die Serumkonzentration von
Insulin bei TLR9” Mausen versus TLRO"™ Mazusen deutlich erhoht ist, was auf eine
ausgepragtere IR in TLR9-defizienten Tieren deutet. Zugleich war in diesen Tieren die
Genexpression von proinflammatorischen Zytokinen (TNFa, IL-6, IFNy, MCP-1, Rantes)
im gon Fettgewebe signifikant induziert, was eine antiinflammatorische Funktion von
TLR9 impliziert '"”. Dabei scheint der TLR9 Signalkaskade vor allem im viszeralen
Fettgewebe eine Schliisselfunktion zuzukommen """~"'%"%"_|nwiefern die verschiedenen
Zelltypen des Fettgewebes zu der damit assoziierten Pathophysiologie beitragen, ist
bislang nicht geklart *. Aktuelle Studien konnten zwar nachweisen, dass Adipozyten
selbst aktiv an antiviralen und antibakteriellen Immunantworten mitwirken konnen, die
Charakterisierung der TLR9 Signaltransduktion bezieht sich jedoch Uberwiegend auf die
klassischen Immunzellen, wie Makrophagen, Neutrophile und B-Zellen. Vor diesem
Hintergrund besteht die Frage, ob Adipozyten gleichfalls in der Lage sind, TLR9 zu
exprimieren und Uber dessen Signaltransduktion regulatorischen Einfluss auf Adipositas,

Glukoseintoleranz und IR auszutiben.

4.1. TLR9-Expression in Adipozyten

Das Interesse an der Expression von Immunrezeptoren in Adipozyten ist in den letzten
Jahren stetig gestiegen. 2007 wurde die Induktion der TLR4 mRNA Expression wahrend
der adipozytaren Differenzierung von 3T3-L1 Zellen beschrieben '®®. Analog zu den
Daten von Poulain-Godefroy und Froguel konnte im Rahmen dieser Arbeit die

stufenweise Induktion der Genexpression sowie eine deutliche Induktion der
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Proteinexpression des TLR9 wahrend der adipozytaren Differenzierung in murinen
3T3-L1 Zellen nachgewiesen werden (Abschnitt 3.1.1). Damit wurde der Immunrezeptor
TLRO als ein spater Marker der adipozytaren Differenzierung etabliert. Auch die
Expression anderer TLRs wird erst durch Ausbildung des adipozytaren Phanotyps
induziert. So konnten unter anderem Ballak et al. zeigen, dass die TLR3-Expression
ebenfalls wahrend der Differenzierung humaner SGBS-Adipozyten induziert wird 2.

Die spezifische Expression von PRRs und vor allem von TLRs ist damit ein essentielles
Element innerhalb der Adipogenese. Die starke Induktion der Expression der
Immunrezeptoren legt nahe, dass sie entscheidend fir die regulatorische Funktion von
Adipozyten im Organismus sind.

Latz et al. konnten mittels Fluoreszenzmarkierungen die Ko-Lokalisation von TLR9 mit
membranstandigen Proteinen des Endoplasmatischen Reticulums (ER) in murinen
plasmazytoiden Dendritischen Zellen sowie in human embryonic kidney (HEK) Zellen
nachweisen. Analysen von Stimulationsexperimenten mit fluoreszierenden ODNs
ergaben auflerdem, dass TLR9 ausgel6st durch den Stimulus vom ER zu Endosomen
transloziert '*®.  Auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte mit einer
immunzytochemischen Proteinfarbung die zytoplasmatische Lokalisation von TLR9 in
murinen 3T3-L1 Adipozyten nachgewiesen werden, was impliziert, dass der
Immunrezeptor auch in Adipozyten im ER wund in Lysosomen lokalisiert ist.
Weiterfuhrende konfokalmikroskopische Analysen mussen kinftig Aufschluss Uber die
exakte Lokalisation von TLR9 in Adipozyten geben.

Interessanterweise ist sowohl die Expression von TLR9 als auch die von PPARy
abhangig von der Aktivierung des adipozytdren Transkriptionsfaktors C/EBPa """,
Dieser Zusammenhang auf Transkriptionsebene kdnnte eine mdgliche Erklarung fir die
induzierte TLR9-Expression vor allem in der spaten adipozytaren Differenzierung sein.
Neben den in vitro Untersuchungen wurden zusatzlich in vivo Expressionsanalysen
durchgeflihrt. PCR-basierte Untersuchungen aus Gesamtzelllysaten von gon und sc
Fettgewebe aus Balb/C Mausen ergaben, dass sich die TLR9 Genexpression zwischen
den beiden Depots nicht signifikant unterscheidet. Bei demselben Mausstamm haben
Khazen et al. eine signifikant héhere Expression im sc gegeniiber dem gon Fettgewebe
detektiert "2 Es ist hierbei nicht auszuschlieRen, dass die von Khazen et al. gegeniiber
den hier vorgestellten Arbeiten deutlich geringere verwendete Probenzahl (n= 3 versus
n= 11) flr die abweichenden Ergebnisse verantwortlich ist.

Das Fettgewebe ist ein auf zellularer Ebene sehr heterogenes Organ. Neben Adipozyten
findet man bekanntermafien in der SVF auch zahlreiche andere Zelltypen, wie z. B.
Makrophagen, Granulozyten, Dendritische Zellen oder Pra-Adipozyten. Bei

Genexpressionsanalysen aus Gesamtzelllysaten kdnnen diese Zellen das
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Expressionsniveau bei den Untersuchungen malgebend beeinflussen. Aus diesem
Grund wurden im nachsten Schritt die Adipozyten und die SVF aus gon und sc
Fettgewebe von C57BL/6 Mausen isoliert. TLR9-Genexpressionsanalysen verdeutlichten
die starke Expression des Immunrezeptors in der SVF beider Kompartimente. Zugleich
konnte aber auch in den Adipozyten eine signifikante TLR9-Expression detektiert
werden. Wie schon bei den Balb/C Mausen war auch bei den Adipozyten der C57BL/6
Tiere kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der gon und der sc TLR9 mRNA
Expression detektierbar.

TLR9-Genexpressionsanalysen humaner Fettgewebsproben offenbarten, anders als in
den murinen Proben, eine deutlich hdhere Expression im viszeralen gegenliber dem sc
Fettgewebe. Das sc Fettgewebe kann zusatzlich in zwei weitere Kompartimente
unterteilt werden, die durch die Scarpia fascia voneinander getrennt werden und die sich
auch in ihrer Funktion unterscheiden. So wurde z. B. in sc Fettgewebe, dass oberhalb
dieser Membranschicht lokalisiert ist, eine hohere Konzentration an infiltrierenden
Makrophagen nachgewiesen werden als im Fettgewebe unterhalb der Scarpia fascia '.
Aufgrund der starken Homologie des tieferen sc Fettgewebes mit dem viszeralen
Fettgewebe wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit ausschliel3lich das oberflachliche sc
Gewebe untersucht.

Die unterschiedliche Auspragung der TLR9-Expression im humanen Fettgewebe kdnnte
auf der Tatsache begrindet sein, dass das omentale Fettgewebe beim Menschen in
unmittelbarer Nahe zum intestinalen Trakt lokalisiert ist, wahrend das gon Fettgewebe
bei Mausen keinen direkten Kontakt zum intestinalen Trakt hat. Zahlreiche Studien
konnten eine hohe Konzentration von mikrobiellen Substanzen in humanem Fettgewebe
nachweisen, die aus dem Intestinum in das umliegende Gewebe einwandern '?7:149.154.155,
Dadurch kommt humanes viszerales Fettgewebe vermehrt in Kontakt mit PAMPs, die
wiederum von den PRRs der Adipozyten erkannt werden kdnnen. Auf diese Tatsache ist
wahrscheinlich auch die positive Korrelation von hTLR9 und dem Huftumfang der
Adipositaspatientinnen (Abbildung 15) zurickzufuhren. Ein zunehmender Huftumfang ist
ein Indiz fur das Ausmald von Adipositas. Aus diesem Grund impliziert ein grolder
Huftumfang im Rahmen der Adipoinflammation mdglicherweise eine starkere Infiltration
des Fettgewebes mit TLR9 exprimierenden Makrophagen und anderen Immunzellen.
Aktuelle Studien haben nachgewiesen, dass die TRL9-Expression und Aktivierung
besonders im viszeralen Fettgewebe proinflammatorische Veranderungen wahrend einer
Adipositas verursachen und mit IR assoziiert sind. Auch wenn sich bei den hier
ausgewahlten Adipositas-Patientinnen der ROBS Studienkohorte noch kein Diabetes
mellitus ausgebildet hatte, kann das hohe Expressionsniveau von TLR9 im viszeralen

Fettgewebe ein Hinweis flir die Entstehung von IR und Diabetes mellitus sein. Auf der
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anderen Seite haben Miura et al. beschrieben, dass eine Diat-induzierte Steatohepatitis
und IR in TLR9” Mausen weniger ausgepragt war als bei TLR9""' Mausen, aufgrund
einer reduzierten IL-1B-Produktion der hepatischen Sternzellen (HSC)'®. Die
physiologische Funktion von TLR9 ist damit abhangig vom jeweiligen Zelltyp, der den
Rezeptor exprimiert. Zukinftige Analysen missen deshalb die Bedeutung der
TLR9-Signaltransduktion im Kontext von Adipositas, Insulin Resistenz und Diabetes
mellitus aufklaren, indem die Auswirkungen der TLR9-Signaltransduktion in Abhangigkeit
vom individuellen Zelltyp und dem Zustand der metabolischen Inflammation untersucht
und mit normalgewichtigen Organismen verglichen wird.

Interessanterweise korreliert die TLR9 mRNA Expression im viszeralen Fettgewebe
positiv. mit dem Serumresistin, wahrend letzteres negativ mit TLR9 mRNA im sc
Fettgewebe korreliert ist (Abbildung 14). Diese Inkongruenz kénnte durch die bereits
erwahnte Zelldiversitat im Fettgewebe bedingt sein. Da die Genexpressionsdaten von
humanem TLR9 im Fettgewebe aus Gesamtzelllysaten gewonnen wurden, kann man
davon ausgehen, dass ein Groliteil der TLR9 mRNA durch die Zellen der SVF sezerniert
wurde (siehe Abbildung 11). Resistin wird beim Menschen, anders als bei der Maus,
nicht von Adipozyten sezerniert und ist damit auf die Zellen der SVF zurlckzuflhren.
Aulerdem fallt auf, dass bei den Genexpressionsanalysen im viszeralen Fettgewebe die
Akkumulation des TLR9-Proteins vergleichsweise stark zwischen den individuellen
Patientinnen variiert. Um Adipozyten-spezifische Effekte zu analysieren, mussen
deshalb Genexpressionsanalysen in isolierten Adipozyten aus den humanen
Fettgewebsproben unter Berlicksichtigung der einzelnen Kompartimente vor und nach

der bariatrischen Operation durchgefiihrt werden.

4.2. Die Bedeutung der TLR9-Expression wahrend der adipozytaren
Differenzierung

Zuvor wurde eine Abhangigkeit der TLR9-Expression von dem Differenzierungsgrad der
Adipozyten beschrieben (Abschnitt 3.1.1.). Deswegen sollte Uberprift werden, ob im
Umkehrschluss die adipozytare Differenzierung auch abhangig von der
TLRO9-Expression ist. Daflr wurde ein siRNA-vermittelter Knockdown von TLR9 in
3T3-L1 Adipozyten durchgeflihrt. Lichtmikroskopisches Monitoring konnte eine deutlich
verminderte Anzahl an differenzierten Adipozyten nach dem TLR9-Knockdown
gegenltber den Kontrollansatzen nachweisen. Eine Oil Red O -Farbung der Zellen
verdeutlichte, dass die einzelnen Lipidvakuolen der TLR9-Knockdown Adipozyten ein
deutlich reduziertes Volumen gegenuber den Kontroll-Adipozyten hatten (Abbildung 16).

Damit scheint die Expression von TLR9 auf Adipozyten wichtig fir die Einlagerung von
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Triglyzeriden in den Zellen zu sein. In Ubereinstimmung mit diesen Daten
demonstrierten Revelo et al. in einer aktuellen Studie, dass TLR9™ Mausen unter
Hochfettdiat deutlich weniger viszerales Fett aufbauen als TLR9""" Mause '*°.

Es gibt aulBerdem einen molekularbiologischen Zusammenhang zwischen der
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wahrend der Adipogenese und dem
TLR9-Signalweg. Im frihen Stadium der adipozytdren Differenzierung wird die

Adipogenese durch die Aktivierung von C/EBPS (iber MAPKp38 vermittelt '"*. Auch die
TLR9-Signalkaskade ist abhangig von MAPKp38 '°. Neben C/EBPS sind auch weitere

Transkriptionsfaktoren der C/EBP-Proteinfamilie in die Differenzierung von Adipozyten
involviert ', So ist unter anderem in C/EBPa ”~ Mausen die dermale Lipidakkumulation
inhibiert '"®. Daneben gibt es Hinweise dafiir, dass die C/EBPa Bindungsstelle innerhalb
des TLR9 Genpromotors lokalisiert ist ', wodurch die Méglichkeit besteht, dass der
siRNA-vermittelte TLR9-Knockdown Einfluss auf die Expression von C/EBPa hatte, was
letztendlich die Lipidakkumulation sowohl in den dermalen Adipozyten der C/EBPa ™
Mause ' als auch bei dem siRNA-vermittelten TLR9-Knockdown (Abbildung 16)
hemmt.

Interessanterweise wurde 2012 von Schmid et al. beschrieben, dass bei einem
siRNA-vermittelten Knockdown von C1q/TNF-related Protein-3 (CTRP-3) ebenfalls die
Bildung intrazelluldrer Lipidvakuolen in murinen 3T3-L1 Adipozyten inhibiert wird '’
CTRP-3 gilt als entzindungshemmendes Adipokin, das LPS- und TLR-vermittelte
proinflammatorische Signalwege inhibiert ""®'°. In einer aktuellen Studie wurde ein
Einfluss von CTRP-3 auf die NF-kB p65 Phosphorylierung, die MyD88- und die
PPARYy-Proteinexpression detektiert . Damit gibt es auch ein Zusammenhang
zwischen den Schlisselproteinen des TLR9- und des CTRP-3 Signalweges, der
moglicherweise die Ursache fur die Inhibition der Lipidakkumulation in Adipozyten ist,
sobald eines der beiden Proteine ausgeschaltet wird.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde aulerdem ein signifikanter Einfluss der
TLR9-Expression auf die Adiponektinsekretion detektiert. Die Adiponektin-Proteinlevel
wurden durch den TLR9-Knockdown in den 3T3-L1-Adipozyten signifikant verringert
(Abbildung 17). Interessanterweise war auch im Serum der TLR9” Maiuse die
Konzentration von zirkulierendem Andiponektin gegeniiber den Kontrolltieren deutlich
reduziert (Abbildung 18). Nach Lakota et al. kdnnen reduzierte Adiponektin-Level auf
eine verringerte PPARy-Aktivitit hinweisen '®*'. Der Rezeptor PPARy gilt als
antiinflammatorisch, da er unter anderem die Insulinsensibilitat von Zellen verbessert '8
Die beiden Differenzierungsmarker PPARy und C/EBPa beeinflussen sich synergetisch

und sind wichtige Elemente innerhalb der Adipogenese "'®. Eine Beeinflussung dieser
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beiden Proteine durch den TLR9-Knockdown kénnte somit die Verbindung zwischen der
inhibierten Lipidakkumulation und der reduzierten Adiponektinsekretion darstellen.
Zukunftige regulatorische Analysen missen deshalb Aufschluss Uber den
Zusammenhang zwischen der Expression und Aktivierung von TLR9, C/EBPa, C/EBPS,
PPARy sowie CTRP-3 geben.

Diese sowohl in vitro als auch in vivo detektierte Hemmung des Differenzierungsmarkers
Adiponektin in Kombination mit der inhibierten intrazelluldren Lipidakkumulation beim
gezielten Knockdown bzw. Knockout von TLR9 implizieren, dass die intakte
TLR9-Expression ein wichtiges Element innerhalb der adipozytaren Differenzierung
darstellt. Vergleichbare Auswirkungen auf die Leptin- und Resistinexpression konnten
weder in der 3T3-L1 Zellkultur noch im Serum der Mause detektiert werden. Die Ursache
dafur ist moglicherweise die Tatsache, dass in Abwesenheit von TLR9 die Adipogenese
zwar inhibiert aber nicht vollstdndig unterdrickt wird. Die wenn auch schlecht
differenzierten Adipozyten scheinen dabei immer noch in der Lage zu sein, ausgewahite
Adipokine in einer nahezu unveranderten Konzentration zu sezernieren.

Adiponektin ist ein Adipokin, dass grundsatzlich als antiinflammatorisch verstanden wird,
da seine Serumkonzentration unter anderem negativ mit dem BMI sowie der Inzidenz
von IR und Diabetes korreliert ist **'®*'%° Aktuelle Studien postulieren auferdem einen

IR 17118167186 Damit konnte die

Zusammenhang von TLR9 mit Adipositas und
Interaktion zwischen den genannten Parametern eine signifikante Funktion im Rahmen
des metabolischen Syndroms haben. Fiur ein besseres Verstandnis des
TLR9-Signalweges und seiner endokrinologischen Bedeutung missen weitere
molekularbiologische Analysen Aufschluss Uber den Ablauf der TLR9-Signaltransduktion
geben und den Zusammenhang mit anderen, wahrend der Adipogenese aktivierten

Signalkaskaden, aufklaren.

4.3 Der Einfluss von TLR9-Agonisten (CpG-ODNs) auf das Sekretionsprofil
von Adipozyten

Um die Funktionalitdt von adipozytdrem TLR9 nachzuweisen, wurden anschliel3end
Stimulationsexperimente mit TLR9-Liganden durchgefiihrt. Insgesamt hatte die
Behandlung der murinen 3T3-L1 Adipozyten mit den synthetischen DNA-Sequenzen
eine dosisabhangige und signifikante Reduktion der Resistinsekretion in die
Zellkulturiberstande zur Folge. Dieser Effekt wurde, wenn auch mit unterschiedlicher
Intensitat, klassenlUbergreifend durch alle drei verwendeten CpG-haltigen ODNs
(ODN 1585, ODN 1826, ODN 2395) ausgel6st. Auffallig war dabei, dass die Reduktion
bei ODNSs, die eine palindromische Sequenz enthalten (ODN 1585 und ODN 2395)
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starker ausgepragt war. Am effektivsten wurde Resistin durch das Klasse A ODN 1585
inhibiert. Neben der zentralen palindromischen Sequenz unterscheidet sich dieses ODN
durch die Zusammensetzung seines DNA-Rilckgrats von den anderen beiden
ODN-Klassen. So besteht das Rickgrat des Klasse A ODNs nicht komplett aus
Thiophosphat  (Phosphorothioate, = PO3;S)-Bindungen, sondern enthdlt auch
Phosphodiester (PO,4)-Bindungen. In einer Arbeit von Pohar et al. konnte eine deutlich
starkere Aktivierung von TLR9 in humanen B-Zellen und pDCs bei Stimulation mit
PD-haltigen ODNs nachgewiesen werden als bei Stimulation mit ODNs, die
ausschlieRlich PTO-Bindungen enthielten '®’. Die ausgepragte Inhibition der
Resistinkonzentration durch das ODN 1585 basiert deshalb wahrscheinlich auf seinen
besonderen strukturellen Eigenschaften (der kompakten Form durch das zentrale
Palindrom und dem PD-haltigen DNA-Gerust). Entsprechende Ktrl. ODNs, die keine
TLR9-aktivierende CpG-Sequenz enthalten, hatten keinen signifikanten Einfluss auf die
Resistinlevel.

Um den proinflammatorischen Zustand im viszeralen Fettgewebe zu modellieren #6188,
wurden zusatzlich ODN-Stimulationsexperimente mit Adipozyten durchgefiihrt, die
vorher inflammatorisch mit LPS stimuliert wurden. Bemerkenswerterweise wurde auch in
diesen Zellen die Resistinsekretion signifikant inhibiert. Die Adiponektinkonzentration im
Zellkulturiberstand der 3T3-L1 Adipozyten wurde durch die Stimulation mit den
TLR9-Liganden basal nicht beeinflusst, wahrend in Anwesenheit von LPS (10 ng/ml) das
Klasse A ODN 1585 und das Klasse B ODN 1826 das Adiponektinniveau leicht reduziert
wurde (Abbildung 19-21). In HEK293 Zellen wurde nach Stimulation mit CpG-Sequenzen
eine starke TLR9-abhangige NF-kB Aktivierung nachgewiesen, die in diesem Ausmal}
von GpC-Sequenzen nicht induziert wurde '®°. Diese CpG-spezifische Aktivierung von
TLR9 konnte hier auch in den 3T3-L1 Adipozyten detektiert werden.

Resistin ist ein Adipokin, das hauptsachlich in Verbindung mit proinflammatorischen
Prozessen wie dem metabolischen Syndrom, Diabetes mellitus und kardiovaskularen
Erkrankungen gebracht wird *'%""%2 |m Gegensatz dazu ist Adiponektin grundsatzlich
mit antiinflammatorischen Prozessen assoziiert 181919 |nteressanterweise wurde die
Adiponektinkonzentration im Zellkulturiberstand durch die ODN-Behandlung alleine
nicht beeinflusst, wahrend eine Ko-Stimulation mit LPS (10 ng/ml) und ODN A oder
ODN B (20 pg/ml) eine moderate Inhibition ausldste. In einer Arbeit von De Nardo et al.
wurde beschrieben, dass murine Makrophagen nach Stimulation mit CpG-DNA
signifikant mehr TNFa und IL-6 exprimierten, wenn die Zellen vorher mit LPS behandelt
wurden '®. Der Crosstalk zwischen dem TLR9- und TLR4-Signalweg konnte im Rahmen
dieser Arbeit auch fur Adipozyten nachgewiesen werden und hatte Auswirkungen auf die

Resistin- sowie Adiponektinsekretion in 3T3-L1 Adipozyten.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass die Aktivierung von TLR9 in 3T3-L1
Adipozyten das Profil der Proteinsekretion insgesamt eher antiinflammatorisch
beeinflusst und dass diese Effekte auch in Anwesenheit von LPS Uberwiegend bestehen
bleiben. Diese Beobachtungen stltzen wiederum die Hypothese eines moglichen
Zusammenhangs mit dem entzindungshemmenden CTRP-3. Weiterfihrende
Stimulationsexperimente mit TLR9-Liganden in Kombination mit CTRP-3 mussen
deshalb in Zukunft durchgefuhrt werden, um den Zusammenhang der beiden
Signalkaskaden uber die Proteinexpression zu analysieren.

Nachfolgend sollte zusatzlich die Genexpression weiterer Entziindungsmarker (IL-6,
MCP-1 und TNFa) nach Stimulation mit TLRO Agonisten analysiert werden. Die
MRNA-Expression von IL-6 wurde durch die ODN-Behandlung nicht beeinflusst,
wahrend die MCP-1 Genexpression sowohl durch CpG-haltige DNA-Sequenzen als
auch durch die nicht CpG-haltigen Ktrl. ODNs signifikant reduziert wurde. Die
TNFa-Genexpression war in den 3T3-L1 Adipozyten basal und nach Stimulation mit den
ODNs nicht detektierbar. IL-6 wird klassischerweise als ein proinflammatorisches Zytokin
verstanden, da es z. B. Makrophagen und Monozyten rekrutiert, die Differenzierung von
B-Zellen induziert und die Apoptose bei T-Zellen inhibiert '’. Es ist auRerdem mit akuten
sowie chronischen Entzindungsprozessen und Autoimmunerkrankungen assoziiert. In
3T3-L1 Adipozyten induziert es eine IR und inhibiert die Adiponektinsekretion 98199 198
20 Durch diesen Zusammenhang mit Adiponektin und aufgrund der Tatsache, dass
durch die ODN-Stimulation die Adiponektinsekretion in den Adipozyten nicht beeinflusst
wurde, scheint es demnach sinnig, dass auch die IL-6 Genexpression nicht reguliert
wurde.

Ein entscheidendes Element innerhalb der proinflammatorischen Transformation des
viszeralen Fettgewebes im Rahmen von Adipositas und IR ist das IR-férdernde
proinflammatorische Protein Resistin. Vor dem Hintergrund der signifikanten Inhibition
der Resistinexpression durch die  TLR9-Aktivierung  wurden  aul3erdem
Genexpressionsanalysen  der  adipozytdaren  Glukosetransporter  durchgeflihrt.
Interessanterweise wurde vor allem durch das ODN A eine Reduktion der GLUT1 und
GLUT4 Genexpression induziert. Damit scheint die Glukoseaufnahme in Adipozyten
ODN-abhangig von TLR9 beeinflusst zu werden und zur Ausbildung einer IR in
Adipozyten beizutragen. Die Umprogrammierung des zelluldren Stoffwechsels in
Adipozyten, die moglicherweise uber die Aktivierung von TLR9 vermittelt wird, stellt
einen direkten Bezug des adipozytaren TLR9-Signalweges zur Pathophysiologie von
Adipositas und der damit einhergehenden Metaflammation her.

Weitere Analysen zu dem Einfluss von ODN A auf die GLUT1 und GLUT4

Genexpression sowie die Lipolyserate der Adipozyten unter hoch versus
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niedrig-Glukose-/Insulin-Bedingungen mussen zukiinftig die funktionale Rolle von TLR9

im Adipozytenmetabolismus genauer aufklaren.

Untersuchungen des TLR9 Signalweges in primaren Adipozyten aus TLR9**' und
TLR9™ Mausen sollten die Funktion des Immunrezeptors in Adipozyten im weiteren
Vorgehen genauer analysieren. Bemerkenswerterweise waren die

Q"™ schon

Adiponektinsekretionslevel in den TLR9” Adipozyten gegeniiber den TLR
basal signifikant inhibiert, wahrend die MCP-1 und Resistin-Proteinexpression
gegeniiber den TLR9"™ Adipozyten signifikant induziert war. Damit beeinflusst eine
intakte TLR9-Expression scheinbar schon basal die adipozytare Proteinexpression
antiinflammatorisch. Die Ergebnisse der Adiponektin-Expressionsanalysen korrelieren
dabei mit dem reduzierten Adiponektin-Level im Serum der TLR9-Knockout Mause
sowie mit der inhibierten Adiponektingenexpression nach TLR9-Knockdown in 3T3-L1
Adipozyten (Kapitel 3.2).

Die Stimulation mit dem Klasse A ODN 1585 induzierte in den primaren TLR9""*
Adipozyten die Adiponektinexpression signifikant, wahrend MCP-1 und Resistin
CpG-abhangig inhibiert wurden. Mit Ausnahme der Resistinexpression waren diese
Effekte Genotyp-spezifisch und konnten in den TLR9” Adipozyten nicht ausgeldst
werden. Damit induziert das ODN A eine insgesamt antiinflammatorische
Proteinsekretion in Adipozyten. Eine Behandlung mit dem Klasse B ODN beeinflusste
die Proteinexpression Uberwiegend proinflammatorisch. Die Adiponektinsekretion der
TLRO"™ Adipozyten wurde signifikant und CpG-spezifisch inhibiert, wahrend die
MCP-1-Sekretion induziert wurde. Die Konzentrationen beider Adipokine blieben dabei in
TLR9” Adipozyten unveréandert.

Korrelierend mit den Daten der Resistinexpressionsanalysen nach ODN Stimulation in
3T3-L1 Adipozyten wurde die Resistinkonzentration im Zellkulturiiberstand der primaren
Adipozyten durch die Behandlung mit den verschiedenen Klassen der TLR9-Liganden
grundsétzlich inhibiert. Interessanterweise war diese Inhibition in den TLR9"'™
Adipozyten und den TLR9™” Adipozyten &hnlich stark ausgepragt, was impliziert, dass die
Reduktion durch die DNA-Sequenzen unabhdngig von TLR9 Uber einen anderen
Rezeptor vermittelt werden muss. Die Stimulation mit dem Klasse C ODN 2395
induzierte die Adiponektinsekretion in TLR9-defizienten Adipozyten. Die CpG-spezifische
Induktion der MCP-1-Sekretion wurde, wie auch die Inhibition der Resistin-Sekretion,
nicht durch die Aktivierung von TLR9 ausgeldst. Damit werden die stimulierenden
Effekte des Klasse C ODNs in primaren murinen Adipozyten Uberwiegend
TLR9-unabhéangig vermittelt. Diese Effekte konnten durch andere endosomal lokalisierte

Immunrezeptoren wie TLR3, TLR7 oder TLR8 vermittelt werden, wortiber weiterflihrende
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Stimulationsexperimente mit Adipozyten aus entsprechenden Knockout-Mausen kinftig
Aufschluss werden verschaffen kdnnen.

In 50 % der Falle haben Ktrl. ODNs, die keine CpG-Sequenz beinhalten, ahnliche
Effekte wie die ODNs selbst verursacht. Damit kann die TLR9-Aktivierung in Adipozyten,
anders als in Monozyten, offenbar CpG-unabhangig erfolgen.

Alles in Allem zeigten die verschiedenen ODN-Klassen im Rahmen dieser Arbeit sehr
unterschiedliche Auswirkungen auf die inflammatorische Adipokinsekretion der primaren
Adipozyten aus TLR9"™ und TLR9” Mausen und miissen auf die individuellen
Eigenschaften der jeweiligen ODNs zurlckzufuhren sein. Wie auch von zahlreichen
anderen Arbeitsgruppen beschrieben wurde, unterscheiden sich verschiedene
ODN-Klassen immens in ihren immun-stimulierenden Eigenschaften. Wahrend Klasse A
CpG-Sequenzen bekanntermallen eine starke IFNa Produktion in plasmazytoiden
dendritischen Zellen (pDC) induzieren, aktivieren sie den NF-kB-Signalweg nur sehr
moderat. Klasse B ODNs sind weniger flr die Induktion der IFNa Produktion
verantwortlich, gelten aber als starke Aktivatoren von B-Zellen. Klasse C ODNs
hingegen sind in der Lage, sowohl B-Zellen als auch pDCs zu aktivieren und kénnen
eine starke IFNa Sekretion induzieren. Ein wesentlicher struktureller Unterschied
zwischen den drei verschiedenen ODN-Klassen ist der Besitz und die Lokalisation einer
palindromischen Sequenz. Klasse A ODNs tragen ein zentrales Palindrom innerhalb
ihrer Sequenz, wodurch sie eine relativ kompakte Form haben. Im Gegensatz dazu ist in
den linearen Klasse B ODNs keine palindromische Sequenz verankert. Klasse C ODNs
bilden die Mischform aus Klasse A und B ODNs. Bei ihnen ist die palindromische
Sequenz dezentral lokalisiert. Des Weiteren unterscheidet sich das Klasse A ODN 1585
von den anderen beiden ODN Klassen, wie zuvor erwahnt, durch sein PD-haltiges
DNA-RUckgrat, was seine immun-stimulierenden Eigenschaften ebenfalls beeinflussen
kann '®’. Bei der Planung von Stimulationsexperimenten ist es deshalb unabdinglich,
anhand dieser Adipozyten-spezifischen Daten einen TLR9-Liganden auszuwahlen, der
sich fur die Beantwortung der jeweiligen Fragestellung eignet.

Um die funktionale Rolle von TLR9 im Menschen zu analysieren, wurden aufl3erdem
primdre humane Pra-Adipozyten in vitro unter hormoneller Supplementierung zu reifen
Adipozyten differenziert. Entsprechend den Stimulationsexperimenten in den murinen
Zellen wurden die humanen Adipozyten mit human-spezifischen ODNs der Klasse A, B
und C fur Proteinexpressionsanalysen via ELISA stimuliert. Wie schon bei den murinen
3T3-L1 Adipozyten, blieb das Adiponektin-Sekretionsniveau der humanen Adipozyten
durch die Behandlung mit den ODNs weitestgehend unbeeinflusst. Lediglich das ODN C
hatte eine moderate Induktion versus der Kirl. Behandlung, aber nicht versus der
Behandlung mit dem Ktrl. ODN C zur Folge. Korrelierend mit MCP-1
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Genexpressionsanalysen der 3T3-L1 Zellen, wurde die MCP-1 Proteinexpression durch
die Stimulation mit allen drei ODN-Klassen gegentber der Lésemittelkontrolle signifikant
reduziert. Dabei hatten die jeweiligen Ktrl. ODNs vergleichbare Effekte. Nur das ODN A
inhibierte die MCP-1 Sekretion auch gegeniiber dem Kitrl. ODN A signifikant. Resistin
konnte als Protein im Uberstand der humanen Zellen basal wie auch nach Stimulation
mit den TLR9-Liganden nicht nachgewiesen werden. Anders als murine Adipozyten
produzieren humane Adipozyten kaum Resistin. Eine Induktion dieses
proinflammatorischen Proteins durch TLR9 Liganden konnte somit ausgeschlossen
werden. Insgesamt induziert die Aktivierung von TLR9 damit auch in humanen Zellen
eine eher antiinflammatorisch gepragte Signaltransduktion. Angesichts dieser
grundsatzlichen Kongruenz der Ergebnisse scheint das Maus-Modell ein geeignetes
Tiermodel fur die Erforschung der funktionalen Rolle von TLR9 im Fettgewebe im

Kontext von Adipositas und des metabolischen Syndroms zu sein.

Der klassische TLR9-Ligand ist bakterielle hypomethylierte DNA, die sich durch ihre
charakteristischen CpG-Basensequenzen auszeichnet 0131194201202 - gnatere  Studien
konnten nachweisen, dass nicht-CpG-haltige sowie methyliete DNA Sequenzen
ebenfalls spezifisch TLR9 aktivieren kbnnen, wenn auch in geringerem Ausmaf als CpG
ODNs 225 Korrelierend mit diesen Beobachtungen ging auch aus unseren Daten
hervor, dass TLR9 in Adipozyten von den murinen ODNs 1585, 1826, 2395 sowie den
humanen ODNs 2216, 2006, 2395 auch CpG-unabhangig aktiviert werden kann. Die
verschiedenen ODNs hatten dabei unterschiedliche Auswirkungen auf Adipozyten, die
nur teilweise TLR9-spezifisch waren. Aktuelle Studien konnten aulerdem nachweisen,
dass Zell-freie (cf)DNA aus apoptotischen Adipozyten ein physiologischer Ligand von
TLR9 ist ""®"° Interessanterweise wurde auch fiir TLR4 ein alternativer Ligand
beschrieben (Neoseptin-3), der den Immunrezeptor genauso effizient aktiviert wie sein
klassischer Ligand LPS, obwohl es strukturell keinerlei Ahnlichkeit zwischen diesen
beiden Molekulen gibt (Wang 2016). Eine sehr aktuelle Studie konnte auf’erdem
belegen, dass langkettige gesattigte Fettsduren (IcCSFA), anders als bislang vermutet,
nicht in der Lage sind, TLR4 zu binden, ihre proinflammatorische Wirkung aber trotzdem
TLR-vermittelt ist. Wahrend die Wirkung von IcSFA in TLR4™ Makrophagen inhibiert war,
konnte sie durch die Vorbehandlung mit anderen TLR-Liganden (TLR2- und
TLR3-Agonisten) wiederhergestellt werden. Damit konnte die Arbeitsgruppe nachweisen,
dass TLR-vermittelt eine Umprogrammierung des zellularen Metabolismus sowie
Veranderungen der Genexpression, des Lipidstoffwechsels und der
Membranzusammensetzung induziert werden, die essentiell das inflammatorische

Potential von IcSFAs beeinflussen ®®. Analog ist auch eine TLR9-vermittelte
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Umprogrammierung des zellularen Metabolismus von Adipozyten durch ODNs oder
andere Liganden (wie z. B. der cfDNA) denkbar, und die TLR9-unabhangige Inhibition
von Resistin kénnte ein Indikator fir eine veranderte Genexpression durch z. B. TLR7-
oder TLR9-induziertes Priming in Adipozyten sein. Zuklnftige Studien missen deshalb
Aufschluss Uber die Interaktion von TLR9 mit anderen endosomal lokalisierten

Rezeptoren (TLR3, TLR7, TLR8) in diesem Zusammenhang geben mussen.
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5.1 Zusammenfassung

Weltweit sterben jahrlich mindestens 2,8 Millionen Menschen pro Jahr an den Folgen
von Adipositas, die Tendenz ist steigend. Ubergewicht und Adipositas sind mit
zahlreichen Komorbiditdten wie Diabetes mellitus Typ 2, Krebs und kardiovaskularen
Erkrankungen assoziiert und bedeuten massive Einschrankungen der Lebensqualitat der
Betroffenen. Durch den Einfluss zahlreicher Faktoren Ubersteigt bei Adipositas die
Kalorienaufnahme den Verbrauch deutlich, wodurch generell eine Volumenzunahme des
Fettgewebes und dessen proinflammatorische Transformation (adipose inflammation)
induziert werden. Diese Adipositas-assoziierte metabolische Entzindung wird auch als
Metaflammation bezeichnet.

Lange Zeit wurde das Fettgewebe als simpler Energiespeicher verstanden, da die
primare Funktion von Fettzellen die Umwandlung von Glukose zu Fettsduren ist, die sie
in Form von Triglyzeriden in ihren Lipidvakuolen fir einen spateren Bedarf speichern. In
den letzten Jahrzehnten hat sich das Fettgewebe, vor allem durch seine Fahigkeit zur
Sekretion von Adipokinen, als endokrines Organ etabliert. Durch die aktive Expression
diverser bioaktiver Peptide ist es in der Lage, zahlreiche physiologische Prozesse zu
beeinflussen. Aktuelle Studien konnten auflerdem nachweisen, dass Adipozyten selbst
in der Lage sind immunmodulatorisch zu wirken, indem sie Uber die Expression und
Aktivierung von TLRs aktiv die Sekretion antipathogener Molekile induzieren. Neuste
Erkenntnisse implizieren, dass die Aktivierung von TLRs in diversen Geweben zur
Entstehung der Adipositas-assoziierten Insulin-Resistenz beitragen koénnten. Dabei
scheint vor allem die Expression von TLR9 bei Adipositas von grofRer Bedeutung zu
sein. Samtliche Studien zu TLR9 fokussieren sich allerdings auf dessen Expression und
Funktion in Immunzellen wie Makrophagen oder dendritische Zellen. Zu TLR9 in

Adipozyten ist bislang wenig bekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals die Gen- sowie Proteinexpression von TLR9 in
murinen 3T3-L1 Adipozyten, sowie in humanen und murinen Fettgeweben
nachgewiesen werden. Analysen von 3T3-L1 Adipozyten zu verschiedenen Zeitpunkten
der adipozytaren Differenzierung ergaben dabei, dass TLR9 im Verlauf der Adipogenese
induziert wird. Immunzytochemische Analysen wiesen aullerdem auf eine
zytoplasmatische Lokalisation von TLR9 in Adipozyten hin. Die TLR9-Expression ist im
viszeralen gegeniber dem sc Fettgewebe von nicht-diabetischen Adipositaspatientinnen
signifikant  erhdht und  korreliert  Fettdepot-abhdngig  mit  systemischen

Resistinkonzentrationen.
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5.1 Zusammenfassung

Durch einen siRNA-vermittelten Knockdown von TLR9 in 3T3-L1 Adipozyten konnte
aullerdem nachgewiesen werden, dass eine intakte TLR9-Expression notwendig flr eine
adaquate adipozytare Differenzierung ist. Der TLR9-Knockdown verursachte eine
Inhibition der intrazellularen Lipidakkumulation, sowie der Expression des
Adipozyten-spezifischen Adipokins Adiponektin. Korrelierend mit diesen Beobachtungen
wurde auch im Serum von TLR9-defizienten BALB/c Mausen verglichen mit
Wildtyp-Mausen eine signifikant reduzierte Adiponektinkonzentration detektiert.

Um auRerdem die regulatorische Funktion von TLR9 in Adipozyten zu analysieren,
wurden zusatzlich Stimulationsexperimente mit synthetischen CpG-ODNs durchgeflhrt.
Wahrend eine Stimulation von murinen 3T3-L1 Adipozyten mit diesen TLR9-Liganden
die Expression und Sekretion des proinflammatorischen Proteins Resistin reduziert, blieb
die Sekretion des eher antiinflammatorischen Adiponektins unverandert. Diese Effekte
blieben gréfltenteils auch bei einer Kostimulation mit dem proinflammatorischen Molekdl
LPS bestehen. Genexpressionsanalysen nach Stimulation mit CpG-ODNs ergaben
aullerdem, dass auch die Expression von proinflammatorischen MCP-1 durch die
Aktivierung der TLR9-Signalkaskade inhibiert wird. Zusatzlich wurde ein Einfluss der
TLR9-spezifischen Ligandenbindung auf die Expression der Glukosetransporter
detektiert. Um zu verifizieren, dass diese Effekte in Abhangigkeit von TLR9 induziert
werden, wurden auflerdem analoge Stimulationsexperimente mit TLR9-Liganden in
primaren Adipozyten aus Wildtyp- und TLR9-defizienten Mausen ex vivo durchgefuhrt.
Dabei haben die verschiedenen CpG-ODNs unterschiedliche Effekte in den primaren
Adipozyten aus TLR9” und TLR9"™ Mausen ausgeldst. In primaren humanen
Adipozyten hat die Stimulation mit den verschiedenen TLR9 Liganden eine starke
Inhibition der MCP-1 Expression ausgeldst, wahrend die Adiponektinexpression
Uberwiegend unbeeinflusst blieb.

Zusammenfassend scheint TLR9 in Adipozyten damit, anders als in Immunzellen, eine
eher antiinflammatorische Funktion zu haben. Méglicherweise erkennen Adipozyten die
Nukleotide, welche von nekrotischen Adipozyten (crown-like structures) bei viszeraler
Adipositas lokal freigesetzt werden. Eine gezielte Beeinflussung der adipozytaren
TLR9-Signaltransduktion bietet damit einen potentiellen neuen, protektiven
Therapieansatz fiir die proinflammatorische Transformation des Fettgewebes, vor allem

bei Adipositas.
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5.2 Summary

Worldwide approximately 2.8 million deaths per year are related to obesity and its
numerous comorbidities, e. g. diabetes mellitus type 2, cancer and cardio-vascular
disease. Furthermore obesity not only portrays a severe burden for public health
systems, but it also implies a substantial restriction in the quality of life for obese
patients. There are numerous key elements causing an excess of nutrients and energy,
inducing a general increase of total adipose tissue mass. In response multiple cell types
including immune cells generate a systemic low-grade inflammatory state of the adipose
tissue (adipose inflammation). This metabolic inflammatory state is also known as
metaflammation.

Traditionally, adipose tissue was seen as a simple reservoir for energy storage, due to its
primary function of metabolizing glucose into fatty acids and to store them in form of
triglycerides within the lipid droplets of adiocytes. Within the last decades this
understanding has changed. Today adipose tissue is known to be an endocrine organ,
which directly influences numerous physiological processes through the active secretion
of cytokines and chemokines. Furthermore recent studies demonstrated that adipocytes
themselves are able to actively participate in anti-microbial responses by the activation
and expression of different pattern recognition receptor (PRR) subtypes, such as Toll-like
receptors (TLRs). Recent data imply an association between the activation of TLRs and
insulin resistance within obesity, particularly the expression of TLR9. Currently, available
studies on the role of TLR9 during obesity exclusively focused on its expression and
function in immune cells, like macrophages and dendritic cells. To date little is known
about TLR9 in adipocytes.

Within this work the TLR9 gene and protein expression were described for the first time
in murine 3T3-L1 adipocytes, as well as in human and murine adipose tissue. Analysis of
3T3-L1 adipocytes on different states of adipose differentiation revealed, that
TLR9-expression is induced during adipogenesis. Immunocytochemical analysis implied
a cytoplasmatic localization of TLR9. Total TLR9 gene expression in visceral adipose
tissue was significantly induced compared to subcutaneous adipose tissue in female
non-diabetic patients suffering from obesity. Depending on different fat depots there was
a significant correlation of the TLR9 gene expression and systemic resistin
concentrations.

In 3T3-L1 adipocytes a siRNA-mediated knockdown of TLR9 revealed that
TLR9-expression is inevitable for functional adipogenesis. TLR9 knockdown caused a

severe inhibition of intracellular lipid accumulation and significantly reduced adiponectin
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5.2 Summary

expression. In correlation to these findings systemic adiponectin levels are significantly
reduced in TLR9-deficient BALB/c mice compared to wildtype littermates.

The physiological function of TLR9 in adipocytes was analyzed by stimulation
experiments using synthetic TLR9-agonists, so called CpG-oligonucleotides (ODNs),
containing a cytosine— phosphate—guanine (CpG) dideoxynucleotide motif.
Agonist-activation of TLR9 in murine 3T3-L1 adipocytes significantly reduced the
secretion of proinflammatory resisitin, while concentrations of antiinflammatory
adiponectin remained unaffected. In general co-stimulation with proinflammatory
lipopolysaccharide (LPS) did not alter the stimulatory characteristics of CpG-ODNs on
the adipokine secretion profile. Gene-expression analysis following stimulation with
CpG-ODNs revealed a significant reduction of proinflammatory monocyte chemotactic
protein 1 (MCP-1). Interestingly activation of TLR9-signalling also had an impact on
gene-expression of glucose transporters. To verify that these stimulatory effects were
TLR9-dependent, analogous experiments were performed using ex vivo differentiated
primary adipocytes from TLR9""™ and TLR9” mice. Stimulation with TLR9-agonists had
differential effects on gene-and protein-expression. In primary human adipocytes MCP-1
expression was significantly reduced upon CpG-ODN stimulation, while adiponectin
expression remained unaffected.

Thus, opposed to its well described function in immune cells, adipocytic TLR9 seems to
have a rather antiinflammatory effect. Thus, adipocytes are potential physiological
sensors of nucleotides, released by necrotic adipocytes (crown-like structures) within
visceral obesity. Therefore the specific manipulation of adipocytic TLR9-signalling could
be a potential target for a new protective therapy against adipose tissue inflammation,

especially within obesity.
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