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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Adipositas und Metabolisches Syndrom

Ubergewicht und Adipositas sind bedeutende Risikofaktoren fiir das Auftreten zahlreicher
Folgeerkrankungen, darunter Insulinresistenz und Typ 2 Diabetes mellitus (T2DM),
kardiovaskulare Erkrankungen sowie bestimmte Tumore (z.B. Brust- oder Darmtumore). Das
zeitgleiche Vorliegen einer arteriellen Hypertonie, einer Lipidstoffwechselstérung und einer
Insulinresistenz in Kombination mit einer Adipositas definiert das sogenannte Metabolische
Syndrom, welches nachweislich durch eine hohe kardiovaskulare Mortalitat gekennzeichnet
ist [1-3]. Ubergewicht wird definiert durch einen Kérpermasseindex (BMI) gréRer als 25 kg/m?2.
Von einer Adipositas spricht man ab einem BMI von 30 kg/m?, wobei hier eine Unterteilung in
drei Schweregrade erfolgt: Die Adipositas Grad | liegt vor bei einem BMI von 30 — 34,9 kg/m?,
Adipositas Grad Il bei einem BMI von 35 — 39,9 kg/m? und Adipositas Grad lll, auch morbide
Adipositas genannt, ist definiert durch einen BMI ab 40 kg/m?. Mit steigendem BMI steigt
infolge einer Vermehrung der Korperfettmasse auch das Risiko fur die Entstehung der
genannten Folgeerkrankungen sowie die Adipositas-assoziierte Mortalitdt [4-7]. Nach
Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) hat sich die weltweite Pravalenz der
Adipositas seit 1980 mehr als verdoppelt. So wurden im Jahr 2014 weltweit 39% der Uber 18-
jahrigen Erwachsenen als Ubergewichtig klassifiziert, 13% der Erwachsenen waren adipds. In
Deutschland waren laut statistischem Bundesamt im Jahr 2013 sogar 52% der erwachsenen
Bevdlkerung Ubergewichtig und 16% adipds. Aktuelle Prognosen fur die nachsten Jahrzehnte
sagen eine weitere Zunahme der Adipositas-Pravalenz, verbunden mit immensen Kosten flr

das Gesundheitssystem, voraus [8].

Ubergewicht und Adipositas entstehen durch ein Ungleichgewicht aus Energieaufnahme und
Energieverbrauch, oftmals als Resultat aus einem UbermaRigen Konsum hochkalorischer
Nahrungsmittel und zu wenig Bewegung. Dieses Ungleichgewicht wird besonders in der
heutigen Zeit durch sozio-kulturelle Faktoren wie sitzende Berufstatigkeiten, passive
Freizeitaktivitaten (z.B. Computer, Fernsehen) und unregelmaRige, ungesunde (,Fastfood)

Mahlzeiten beglnstigt.

Die Behandlung der Adipositas hat stets eine Reduktion des Kdrpergewichts zum Ziel. Neben
der erforderlichen Veranderung des Ess- und Bewegungsverhaltens der Patienten gab es in
der Vergangenheit diverse Ansatze, einer Adipositas mit Hilfe einer unterstiitzenden
pharmakologischen Therapie entgegenzuwirken. Arzneistoffe wie Rimonabant, ein

Cannabinod-Rezeptorantagonist, und Sibutramin, ein indirektes Sympathomimetikum, sollten
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durch Appetitminderung zu einer Gewichtsreduktion fuhren. Aufgrund schwerwiegender
unerwinschter Arzneimittelwirkungen [9, 10] wurde fir die Praparate jedoch ein Ruhen der
Zulassung seitens der Europaischen Arzneimittelagentur angeordnet. Als einzig verbliebenes
Arzneimittel fur die Behandlung der Adipositas ist in Deutschland der Lipase-Hemmstoff
Orlistat, welcher zu einer verringerten Fettresorption aus dem Darm, allerdings dadurch
bedingt auch zum Auftreten unangenehmer Fettstiihle flhrt, zugelassen. Infolgedessen steht
die Aufdeckung innovativer Targets fur die Pravention und Therapie einer Adipositas weiterhin

im Fokus des Forschungsinteresses.

1.2 WeiRes Fettgewebe

Die Entstehung der Adipositas ist gekennzeichnet durch eine starke Zunahme der
Kdrperfettmasse. Hieran ist hauptsachlich das weille Fettgewebe, welches als Speicherorgan
fir Uberschissige aufgenommene Energie dient, beteiligt. Besonders die Expansion des
viszeralen weillen Fettgewebes steht in Verbindung mit einem erhdéhten Risiko fir
metabolische Folgeerkrankungen [11-13]. Das weil3e Fettgewebe besteht grofRtenteils aus den
lipidspeichernden, univakuolaren weilden Adipozyten. Zu einem geringeren Anteil finden sich
in der stromal-vaskularen Fraktion auch Fibroblasten, Praadipozyten, Endothelzellen und
Immunzellen. Im Folgenden soll sowohl auf die Entstehung weilter Adipozyten als auch die
pathologischen Veranderungen des weillen Fettgewebes im Rahmen der Adipositas

eingegangen werden.

1.2.1 Abstammung und Differenzierung weiRer Adipozyten

Praadipozyten des weillen Fettgewebes stammen von adipogenen Myf5-negativen
Progenitorzellen ab, die aus mulitpotenten mesenchymalen Stammzellen entstehen [14]. Die
Differenzierung von Praadipozyten in ausgereifte weille Adipozyten wurde in vitro mit Hilfe
praadipozytarer Zelllinien (z.B. 3T3-L1 Zellen) extensiv untersucht [15-18]. Initial erfordert die
Adipogenese in vitro einen Wachstumsarrest, welcher durch Konfluenz der Zellen ausgeldst
wird. Durch Zugabe differenzierungsfordernder Substanzen findet im Anschluss die
sogenannte ,klonale Expansion® statt, die durch DNA Replikation im Rahmen von ein bis zwei
weiteren mitotischen Zellteilungen gekennzeichnet und unerlasslich fur die adipogene
Differenzierung ist [19]. Zeitgleich wird die Expression der frihen Differenzierungsmarker
Cebp/B sowie Cebp/d induziert. An diese Phase schlie3t sich ein sekundarer, endgultiger
Wachstumsarrest der Zellen in der Gp Phase des Zellzyklus an [20]. AuRerdem wird nun die

Expression von Ppary und Cebp/a induziert, welche flir die nachfolgende adipogene
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Transkriptionskaskade notwendig ist. In der Folge kommt es zur terminalen Differenzierung
der weilden Adipozyten, erkennbar an dem vermehrten Auftreten intrazellularer Lipidtropfen

sowie der Expression terminaler Differenzierungsmarker wie Leptin, Adiponectin und Fabp4.

1.2.2 Expansion des weilRen Fettgewebes

Das weille Fettgewebe besitzt die Fahigkeit, sich rasch und effizient an Unterschiede in der
Nahrstoffversorgung anzupassen. Evolutiondar bedingt dienen die im Fettgewebe
gespeicherten Lipide als Energielieferant und sollen so ein Uberleben in Phasen des Hungerns
und einem damit verbundenen Nahrstoffmangel sicherstellen. Im Gegenzug reagiert das
weille Fettgewebe im Falle des Auftretens einer positiven Energiebilanz, z.B. durch
Uberernahrung, mit einer Expansion bzw. vermehrten Energiespeicherung in Form von
Triglyzeriden. Dieser Mechanismus beglnstigt die Entstehung metabolischer Erkrankungen.
Im Rahmen der Expansion des Fettgewebes kommt es sowohl zur Hyperplasie als auch
Hypertrophie weiler Adipozyten [21, 22], wobei in Mausen auf fettreicher Diat gezeigt werden
konnte, dass primar hauptsachlich eine Hypertrophie auftritt, auf welche etwa einen Monat
spater eine Hyperplasie folgt [23]. Wie beschrieben wurde, korreliert insbesondere die
Hypertrophie weilRer Adipozyten mit dem Auftreten einer Insulinresistenz und einem erhéhten
Risiko fur die Entwicklung eines T2DM [24, 25]. Im Gegenzug kommt es durch hyperplastische
Vorgange, wie durch Proliferation und Differenzierung von Praadipozyten in zahlreiche kleine
Adipozyten, zu einer gesunden Expansion des weillen Fettgewebes. Dies ist mit einem

geringeren Risiko metabolischer Folgeerkrankungen verbunden [26].

1.2.3 Die Rolle von Vaskularisierung und Hypoxie im weiRen Fettgewebe

Eine ausreichende Vaskularisierung spielt eine entscheidende Rolle fur Wachstum und
Funktion aller Gewebe und Organe, da Uber diese die Versorgung mit Sauerstoff, Nahrstoffen,
aber auch Hormonen und Wachstumsfaktoren sichergestellt wird. Die im Vergleich zu anderen
Organen nahezu einzigartige Expansionsfahigkeit des Fettgewebes geht auch mit einem
hohen angiogenen Potenzial einher, denn ein gesundes Wachstum von Gewebe erfordert
stets einen simultanen Ausbau des umgebenden vaskuldren Netzwerkes. Demzufolge wird
auch die im Rahmen einer fettreichen Diat beobachtete Expansion des weillen Fettgewebes
von einer verstarkten Angiogenese begleitet [27, 28]. Hierfur werden zwei verschiedene
Mechanismen postuliert [29]. So kdnnte zum einen die gesteigerte Kalorienaufnahme zu einer
krankhaften Hypertrophie des Fettgewebes fiihren, wodurch eine Hypoxie ausgeldst wird [30-
32], die schliellich — ahnlich wie im Bereich des Tumorwachstums beschrieben — eine
Angiogenese induziert. Zum anderen konnte es durch die vermehrte Kalorienzufuhr zur

Auslésung metabolischer Signale kommen (z.B. Uber Insulin-vermittelte Signalwege [33, 34]),

3



Einleitung

die eine Angiogenese auslésen und erst hierauf die Entstehung einer Hypertrophie folgt — eine

Hypoxie wird in diesem Fall vermieden.

Eine tragende Rolle fir pro-angiogene Prozesse spielt der vaskuldre endotheliale
Wachstumsfaktor A (VEGF-A), dessen Expression beispielsweise durch Hypoxie- oder Insulin-
vermittelte Signale induziert wird. In Verbindung mit Adipozyten konnte bereits gezeigt werden,
dass eine Blockade des VEGF-Rezeptor 2 (VEGFR2) sowohl die Angiogenese als auch die
Differenzierung von Praadipozyten hemmt [35]. Der Knockout von Vegf-a im Mausmodell fuhrt
zu vermehrter Inflammation des Fettgewebes und gesteigerter Insulinresistenz, wohingegen
eine Uberexpression von Vegf-a im Fettgewebe die Vaskularisierung verstarkt und zeitgleich
die Inflammation im Fettgewebe sowie eine durch fettreiche Diat induzierte Insulinresistenz
vermindert [36]. In humanen Studien konnte weiterhin demonstriert werden, dass adipése,
insulinsensitive Patienten eine hdhere Expression von VEGF-A im weillen Fettgewebe
aufweisen als adipbése, insulinresistente Patienten [37]. Zusammenfassend wird
angenommen, dass eine insuffiziente Angiogenese im Rahmen einer fettreichen Diat zu einer
Hypoxie und der Aktivierung des Hypoxie-induzierbaren Faktors 1a (HIF-1A) fuhrt, was
schlieBlich eine Inflammation und Dysfunktion des Fettgewebes bewirkt. So konnte zum
Beispiel durch eine Uberexpression von Hif-1a im Fettgewebe von Mausen keine pro-
angiogene Antwort beobachtet werden, vielmehr kam es zur Induktion von Fibrose und
Inflammation [38]. Im Gegenzug fiihrte ein Knockout von Hif-1a im Fettgewebe zu einer

Reduktion der Fettmasse und erhdhter Insulinsensitivitat [39].

1.2.4 Rolle des weilRen Fettgewebes fir die Adipositas-assoziierte

Insulinresistenz

Das weil’e Fettgewebe hat neben der Aufgabe der Lipidspeicherung auch eine wichtige
Funktion als endokrines, sekretorisches Organ. Beispielsweise ist das hauptsachlich aus
reifen Adipozyten freigesetzte Proteohormon Leptin mafgeblich an der Regulation des
Hungergeflhls beteiligt. Im Rahmen einer Adipositas wird bedingt durch die Hypertrophie im
Fettgewebe ein Status chronischer Inflammation ausgelést, gekennzeichnet durch einen
Anstieg der inflammatorischen Genexpression (z.B. A Disintegrin And Metalloproteinase
Domain Protein 8 (ADAMS8), Monozyten chemotaktisches Protein 1 (MCP-1), EGF-like
module-containing mucin-like hormone receptor-like 1 (F4/80), Cluster of differentiation 68
(CD68)) sowie einer starken Makrophagen-Akkumulation [40, 41]. Aus dem Fettgewebe
werden schliellich Zytokine wie Interleukin 6 (IL-6), MCP-1 und Tumornekrosefaktor a (TNF-
a) in den systemischen Blutkreislauf abgegeben. Studien zu IL-6 bei Adipositas konnten

zeigen, dass 30% des im Plasma gemessenen IL-6 aus der erhdhten Expression und
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Freisetzung aus dem weillen Fettgewebe stammt und die Plasmakonzentration positiv mit
dem Auftreten einer Insulinresistenz korreliert [42, 43]. Auch fiir eine erhdhte Sekretion von
TNF-a und MCP-1 konnte ein kausaler Zusammenhang zur Entstehung einer Insulinresistenz
nachgewiesen werden [41, 44, 45]. Bei langfristig bestehender Adipositas werden
Makrophagen als Hauptquelle der inflammatorischen Zytokine im Fettgewebe gehandelt. Auf
der anderen Seite konnte kurzlich gezeigt werden, dass adipozytare Progenitorzellen im
Fettgewebe bereits zu Beginn einer entstehenden Adipositas fiir eine verstarkte Produktion
von MCP-1 sorgen, wodurch Monozyten angelockt werden, die schliefdlich in Makrophagen
differenzieren [46]. Fur die Invasion von Makrophagen in das weile Fettgewebe werden
zudem weitere Mechanismen diskutiert. So kdénnten diese z.B. durch das Hypertrophie- und
Hypoxie-bedingte Absterben von Adipozyten zur Phagozytose [47] oder den gesteigerten

Fluss freier Fettsauren (free fatty acids, FFA) angelockt werden.

Besonders den FFA wird in der Entstehung der Insulinresistenz eine tragende Rolle
zugesprochen [48]. Im Rahmen der Adipositas kommt es durch die starke Expansion des
Fettgewebes zu einer gesteigerten Freisetzung von FFA [49, 50]. Als Signalmolekiile, z.B. als
Liganden der Toll-like-Rezeptoren TLR2 oder TLR4, tragen FFA zur Inflammation und
Inhibition des Insulin-Signalwegs in peripheren Geweben wie Muskel und Leber, aber auch im
Fettgewebe selbst bei. Dies erfolgt liber eine Aktivierung der Proteinkinase C (PKC), des JNK
oder IKKB Signalwegs, wodurch eine inhibitorische Serin-Phosphorylierung der Insulin-
Rezeptor-Substrate (IRS) und damit eine Hemmung Insulin-vermittelter Signale erfolgt. Auf
Ebene des Fettgewebes kann es zu einem Circulus vitiosus kommen: FFA l6sen eine
Insulinresistenz in Adipozyten aus, wodurch die lipolysehemmende Wirkung des Insulins

aufgehoben wird und verstarkt weiter FFA in die Zirkulation abgegeben werden.

Auch die vermehrte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS)
durch eine gesteigerte B-Oxidation der FFA oder Endoplasmatisches Retikulum (ER)-Stress
spielen vermutlich eine Rolle. Der Anteil an FFA, der in periphere Gewebe aufgenommen und
nicht Uber B-Oxidation abgebaut wird, kann zu Triglyzeriden reverestert werden und im
Gewebe akkumulieren. Es kommt somit zu einer ektopen Fettspeicherung in Muskel und Leber
[51]. Dies kann wiederum einen Funktionsverlust des Gewebes zusammen mit einer

verminderten Insulinsensitivitat hervorrufen (s. Abbildung 1).
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Abbildung 1: Zugrundeliegende Mechanismen einer Adipositas-induzierten Insulinresistenz [52].

1.3 Braunes Fettgewebe

Anders als die weilden Adipozyten, welche eine univakuolare Morphologie aufweisen, sind
braune Adipozyten multivakuolar und besonders reich an Mitochondrien. Der hohe Gehalt an
Mitochondrien bedingt die braunliche Erscheinung des Fettgewebes. Zusatzlich zeichnet sich
das braune Fettgewebe durch eine starke Innervation und Vaskularisierung aus. Braunes
Fettgewebe istin der Lage, Energie Uber den Prozess der zitterfreien Thermogenese in Warme
umzuwandeln. Bei Nagern finden sich braune Fettdepots vor allem in interskapularen, aber
auch axillaren und periaortalen Bereichen. Lange Zeit wurde angenommen, dass dieses

spezialisierte Fettgewebe beim Menschen nur in Neugeborenen vorkommt und daher im Alter
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keine Rolle mehr spielt. Jedoch konnten verschiedene Studien der letzten Jahre vermehrt
metabolisch aktives braunes Fettgewebe in supraklavikuldren Bereichen sowie im
Nackenraum bei Erwachsenen nachweisen [53-56]. Aufgrund der Fahigkeit zur zitterfreien
Thermogenese (s. 1.3.2) stellt das braune Fettgewebe fiir die Behandlung der Adipositas und

Insulinresistenz ein innovatives und vielversprechendes Target dar.

1.3.1 Abstammung und Differenzierung brauner Adipozyten

Im Gegensatz zum weillen Fettgewebe entwickeln sich Praadipozyten des braunen
Fettgewebes aus der myogenen Linie Myf5-positiver Progenitorzellen. Prinzipiell sind in die
Differenzierung brauner Fettzellen die gleichen Transkriptionsfaktoren involviert wie bei der
Differenzierung weilder Fettzellen, wobei CEBP/B im braunen Fettgewebe deutlich starker
exprimiert wird als im weillen Fettgewebe [57]. Die Entstehung eines braunen Adipozyten
scheint neben dem Progenitorzelltyp durch die Beteiligung von spezifischen Koaktivatoren
determiniert zu werden. Zum Beispiel sorgt der Koaktivator EBF2 zusammen mit PPARYy flr
die Expression von PRDM16, welches die Differenzierung zu einem braunen Adipozyten
malfdgeblich bestimmt [58]. Auch der PPARYy Koaktivator PGC-1a wird als wichtiger Faktor flr
die Aktivierung von braunen Adipozyten beschrieben. Ausgereifte braune Adipozyten weisen
ein spezifisches Expressionsprofil auf, welches die Aktivierungsmarker UCP-1, CIDE-A und
PGC-1a beinhaltet [59].

Neben dem klassischen braunen Fettgewebe konnen braune Adipozyten auch in Form von
Nestern im weillen Fettgewebe auftreten. Man bezeichnet den zugrunde liegenden Vorgang
als ,Browning“ und die Zellen aufgrund ihrer von braunen Adipozyten teilweise abweichenden
Charakteristik als beigefarbene Adipozyten [60]. Hierbei wurde lange Zeit diskutiert, ob ein
Browning durch Transdifferenzierung bestehender weifer Adipozyten oder aber durch neue
Differenzierung von Progenitorzellen zustande kommt. Zuletzt konnte eine Studie den
Nachweis erbringen, dass beigefarbene Adipozyten im weillen Fettgewebe hauptsachlich
infolge einer Differenzierung von Myf5-negativen Progenitorzellen entstehen [23]. Sowohl die
Aktivierung brauner als auch beigefarbener Adipozyten kann Uber eine Steigerung der

Thermogenese zu einer verbesserten metabolischen Gesundheit fihren [59].

1.3.2 Zitterfreie Thermogenese

Das braune Fettgewebe ist an der Aufrechterhaltung einer konstanten Kdérpertemperatur
beteiligt und weist hierzu einen besonderen Mechanismus der Thermoregulation auf: die
zitterfreie Thermogenese. Hierbei wird gespeicherte oder direkt aus der Nahrung gewonnene
Energie (Kohlenhydrate oder Fettsduren) zur Generierung von Warme genutzt.

Klassischerweise flhrt eine Kalteexposition zur Aktivierung der zitterfreien Thermogenese.
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Bekannt ist allerdings auch, dass Ubererndhrung bzw. eine gesteigerte Kalorienaufnahme
Ausléser fur Thermogenese sein kdnnen (,Diat-induzierte Thermogenese®). Physiologisch
erfolgt die Aktivierung der zitterfreien Thermogenese durch eine Stimulation des Sympathikus,
wodurch Noradrenalin freigesetzt wird, welches insbesondere Gber f3-adrenerge Rezeptoren
eine Lipolyse in braunen Adipozyten induziert. Die aus der Lipolyse freigesetzten FFA werden
Uber B-Oxidation weiter abgebaut. Daraufhin entsteht wahrend der Atmungskette im
Mitochondrium ein Protonengradient, der nicht zur Gewinnung von Energie in Form von ATP
(oxidative Phosphorylierung) genutzt wird, sondern der direkten Transformation in Warme
dient. An diesem Prozess ist das flr das braune Fettgewebe spezifische mitochondriale
Transmembranprotein UCP-1, auch Thermogenin genannt, entscheidend beteiligt. Protonen
aus dem mitochondrialen Intermembranraum werden Gber den Anionen-Transporter UCP-1 in
die Matrix des Mitochondriums eingeschleust. Somit sorgt UCP-1 fir eine Entkopplung der
oxidativen Phosphorylierung. Die dadurch gewonnene Energie wird schlieBlich direkt in

Warme umgewandelt (s. Abbildung 2).

Gekoppelt: Entkoppelt:

Oxidative Phosphorylierung Protonenstrom
H* H+

/+ i§ H\ H+
Intermembranraum

Innere  atp thase I r y
Mitochondrienmembran Y "J:“ I UCP ""!
Matrix I/\ Atmungskette 1 : ?

ATP . ADP+Pi | H*

Warme

ATP-Synthese

Abbildung 2: Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung durch UCP-1 im braunen
Fettgewebe (modifiziert nach Collins, http://people.duke.edu/~sc9/research.html).

Die grolie Bedeutung der zitterfreien Thermogenese flir den Metabolismus wird daran deutlich,
dass eine Ablation des braunen Fettgewebes in Mausen zu Adipositas und Insulinresistenz
fuhrt [61]. Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden, dass die Transplantation von braunem
Fettgewebe in Mausen zu einer Gewichtsreduktion sowie verbesserter Glukose- und

Insulintoleranz fihrt [62]. Eine Aktivierung des braunen Fettgewebes durch einen Kaltereiz
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verstarkt aulerdem die Aufnahme und Oxidation von FFA aus dem Blut in braune Adipozyten,

wodurch die Konzentration schadlicher Plasmalipide im Blut gesenkt wird [63].

Weiterhin finden sich in der Literatur Studien zur Rolle der spezifischen Marker des braunen
Fettgewebes in Bezug auf die Entwicklung einer Adipositas und Insulinresistenz.
Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass die Expression des Thermogenesemarkers Ucp-
1 im Verlauf einer hochkalorischen Diat im braunen Fettgewebe von Mausen erhdht wird, um
mit Hilfe der Diat-induzierten Thermogenese einer Adipositas entgegenzuwirken [64, 65]. Im
Umkehrschluss entwickeln Ucp-1-knockout Mause aufgrund einer defekten Thermogenese
unter thermoneutralen Bedingungen eine Adipositas [66, 67]. Fur den Zelltod-Aktivator CIDE-
A konnte gezeigt werden, dass eine Defizienz im Mausmodell zu einer Resistenz gegenuber
einer Diat-induzierten Adipositas fuhrt, vermutlich bedingt durch eine Erhéhung des
Sauerstoffverbrauchs der Tiere [68]. Im Fall des PPARy Koaktivators PGC-1a wurde
beschrieben, dass die Expression thermoregulatorischer Gene wie Ucp-7 mitunter von PGC-
1a induziert wird [69]. Ferner ist PGC-1a an der mitochondrialen Biosynthese sowie dem [3-
oxidativen Metabolismus beteiligt und damit essentiell fiir eine Aktivierung des braunen
Fettgewebes. Ein Knockout von Pgc-1a verhindert entsprechend die verstarkte Expression
thermoregulatorischer Gene infolge einer hochkalorischen Diat und flhrt somit zur Auslésung

einer Insulinresistenz [70, 71].

1.3.3 Vaskularisierung im braunen Fettgewebe

Kalte und B-adrenerge Signale kénnen auch eine verstarkte Vaskularisierung des braunen
Fettgewebes ausldsen, mit dem Ziel, den Sauerstofftransport aufgrund des erhéhten Bedarfs
zu vereinfachen. Die Steigerung der Vaskularisierung erfolgt tiber eine vermehrte Produktion
von VEGF-A [72-74]. Wie bereits fur das weille Fettgewebe erdrtert spielt VEGF-A auch flur
den Metabolismus im braunen Fettgewebe eine Rolle. So konnte demonstriert werden, dass
VEGF-A in braunen Adipozyten in vitro das Uberleben und die Proliferation der Zellen
verbessert, wohingegen ein VEGF-neutralisierender Antikbrper Apoptose ausldste [75]. Eine
Uberexpression von Vegf-a im Mausmodell erhoht die Masse des braunen Fettgewebes und
kann ferner ein Browning des weillen Fettgewebes sowie die Expression von Ucp-1
induzieren, einhergehend mit einer Verbesserung der metabolischen Aktivitdt und Gesundheit
[76, 77]. Erst kirzlich konnte nachgewiesen werden, dass es auch im braunen Fettgewebe
infolge einer Diat-induzierten Adipositas zu einer Hypoxie und Schadigung der mitochondrialen
Funktion durch ROS kommt, vermittelt durch eine Ausdiinnung vaskularer Gefalle bzw. einer
verminderten Expression von Vegf-a. Daraus resultiert ein ,Whitening® des braunen
Fettgewebes, gekennzeichnet durch eine verstarkte Lipidakkumulation aufgrund der

mitochondrialen Dysfunktion der braunen Fettzellen. Analog flihrt der adipozytenspezifische
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Knockout von Vegf-a in Mausen zu einem Whitening und einer Reduktion der
Mitochondrienzahl im braunen Fettgewebe. Uber eine virale Transduktion von Vegf-a in das
braune Fettgewebe adipéser Mause konnte die Vaskularisierung und die Funktion des
braunen Fettgewebes wiederhergestellt werden, zusatzlich zeigte sich eine Verbesserung der
Insulinsensitivitdt. Die verminderte Expression von Vegf-a nach Induktion einer Diat-
induzierten Adipositas scheint, zumindest in Teilen, die Folge einer Reduktion 3-adrenerger
Signalwege zu sein, da in adipdsen Mausen eine verringerte Expression von Adrb7 und Adrb3

im braunen Fettgewebe gezeigt werden konnte [78].

1.4 Rolle der extrazellularen Matrix im Fettgewebe

Die extrazellulare Matrix (EZM) stellt ein komplexes Netzwerk aus Proteoglykanen,
Polysacchariden, Kollagen- und Elastinfasern sowie Fibronektinen und Lamininen dar,
welches dem Gewebe als Strukturgeber und mechanische Stiitze dient, aber auch Zell-Zell
und Zell-Matrix Interaktionen sowie die Vermittlung extrazellularer Signale beeinflussen kann.
Im weillen Fettgewebe kommt es wahrend der Adipogenese sowie der Entwicklung einer
Adipositas zu zahlreichen strukturellen Umwandlungen in der EZM, wobei sowohl Synthese-
als auch Degradationsprozesse flir die Funktion des Gewebes von Bedeutung sind. Es wird
vermutet, dass die EZM fiir das Uberleben von weilen Adipozyten eine groRRe Rolle spielt, da
der volumindse Lipidtropfen innerhalb der Zelle z.B. durch mechanischen Stress platzen
koénnte. Dies kann mit Hilfe der Stutzfunktion einer dichtgepackten EZM vermieden werden
[79]. Im Rahmen der Differenzierung von Adipozyten erfolgt eine Umwandlung der Fibronektin-
reichen stromalen Matrix, die Praadipozyten umgibt, zu einer laminaren Basalmembran in
reifen Adipozyten [80, 81]. Gleichzeitig kommt es zu einer verstarkten Expression von Kollagen
IV und verschiedenen Lamininen [82]. Reife Fettzellen investieren viel Energie in die
Prozessierung bzw. Aufrechterhaltung ihrer EZM, woran auch die abbauenden Enzyme, vor
allem Matrix-Metalloproteinasen (MMP), beteiligt sind. MMP konnten bereits mit
metabolischen Dysfunktionen in Verbindung gebracht werden. So flihrt ein Knockout von
Mmp3 im Mausmodell zu einer Hyperplasie und Hypertrophie des Fettgewebes [83], dhnliche
Effekte wurden fir MMP9 und MMP11 beschrieben [84, 85]. Andererseits zeigen Mause, die
mit einem globalen MMP-Inhibitor behandelt wurden, eine Reduktion des Fettgewichts nach

Futterung einer hochkalorischen Diat [86].

Ausgereifte Adipozyten mussen im Rahmen der Expansion in der Lage sein, ihnre EZM adaquat

anzupassen [87]. Gelingt dies nicht bzw. wird ein hypertrophisches Limit erreicht, kdnnen

Hypoxie sowie anschliefend Inflammation und Fibrose des Fettgewebes die Folge sein —
10
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typische Veranderungen des weillen Fettgewebes bei Vorliegen einer Adipositas. Im Rahmen
dieser Vorgange kommt es zu einer verstarkten Expression zahlreicher EZM-Bestandteile,
wobei insbesondere Kollagen VI mit metabolischen Dysfunktionen in Zusammenhang
gebracht wird [88, 89].

Auch die Angiogenese im Fettgewebe kann von der EZM beeinflusst werden. So inhibiert
Kollagen IV das initiale GefaRwachstum wahrend der Angiogenese, wohingegen eine MMP-
vermittelte Degradation der EZM fir eine funktionale Angiogenese notwendig sein kann [90].
Das weil3e Fettgewebe adipdser Patienten ist gekennzeichnet durch ein verringertes Auftreten
kapillarer bzw. einem erhohten Auftreten groRer GefalRe. Dies steht im Zusammenhang mit
einer Reduktion von Elastin und korreliert mit dem Auftreten einer Insulinresistenz. Kollagen V
hingegen wird bei Adipositas im Fettgewebe stark induziert und findet sich insbesondere in
der Umgebung der grolRen Gefalde. Es konnte nachgewiesen werden, dass Kollagen V zu

einer dosisabhangigen Reduktion der Angiogenese fuhrt [91].

Zu den Veranderungen der EZM im braunen Fettgewebe gibt es bis dato keine hinreichenden

Untersuchungen.

1.5 Hyaluronsaure

1.5.1 Struktur, Vorkommen und Synthese

Ein weiterer wichtiger Bestandteil der EZM ist die Hyaluronsaure (HA), ein lineares
Glykosaminoglykan bestehend aus alternierenden 3-1,3- bzw. B-1,4-glykosidisch verknipften
Disacchariden von D-Glukuronsaure und N-Acetyl-D-Glukosamin (s. Abbildung 3). Die Grole
des HA-Polymers kann zwischen 5 — 20.000 kDa variieren, wobei im gesunden Gewebe
hauptsachlich hochmolekulare HA (HMW-HA) in einer GréRenordnung von ca. 3000 — 4000
kDa vorliegt. HA kommt ubiquitar in Geweben und Korperflissigkeiten aller Wirbeltiere sowie
einiger Bakterien vor. Die hochsten Konzentrationen des Polysaccharids beim Menschen
finden sich in der Nabelschnur, der Gelenkflissigkeit, der Haut und dem Glaskorper des Auges
[92].
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Abbildung 3: Strukturformel der Hyaluronsaure.

Im Gegensatz zur Synthese anderer Glykosaminoglykane findet die Synthese der HA in
Eukaryonten nicht im Golgi-Apparat, sondern direkt an der zellularen Plasmamembran statt.
An der Synthese der HA sind drei verschiedene membranstindige HA-Synthase-(HAS)-
Isoenzyme beteiligt: HAS1, HAS2 und HAS3 [93, 94]. Die Synthese erfolgt an der inneren
Plasmamembran unter alternierender Verwendung der zytosolischen Substrate UDP-a-D-
Glukuronsaure und UDP-a-N-Acetyl-D-Glukosamin. Das entstehende HA-Polymer wird
schlief3lich in den Extrazellularraum extrudiert, wobei hierfur verschiedene Mechanismen
postuliert werden. Zunachst wurde angenommen, dass das synthetisierte HA-Polymer Gber
ABC-Transporter aus der Zelle ausgeschleust wird [95], allerdings konnte auch fur die HAS
nachgewiesen werden, dass eine direkte Translokation der HA in die EZM erfolgen kann [96].
Jede der HAS ist eigenstandig in der Lage, HA zu synthetisieren, wobei sich die Lange des
HA-Polymers unterscheiden kann [97, 98]. Verschiedene Signalmolekile, Wachstumsfaktoren
und Zytokine koénnen die Expression der HAS beeinflussen. So wird im Rahmen von
Verletzungen und inflammatorischen Prozessen die HAS Expression durch Freisetzung von
z.B. Platelet-derived growth factor (PDGF), Epidermal growth factor (EGF), Transforming
growth factor-B (TGF-B), Interleukin-1B8 (IL-1B), TNFa oder Interferone induziert [99]. Eine
besondere Rolle in der embryonalen Entwicklung konnte fir HAS2 nachgewiesen werden.
Eine vollstandige Deletion der Synthase fiuhrte im Mausmodell zu schweren kardialen und
vaskularen Fehlbildungen, sodass die Embryonen noch im Mutterleib versterben [100]. Has1-

und Has3-defiziente Mause sind hingegen lebensfahig.

1.5.2 Bindeproteine, Rezeptoren und Degradation

HA kann mit zahlreichen HA-Bindeproteinen und Makromolekilen [101, 102] der EZM
interagieren, aber auch als Ligand membranstandiger Rezeptoren Signalkaskaden [103]
ausldsen. Beispiele typischer HA-Bindeproteine sind CD44, Receptor for hyaluronan mediated
motility (RHAMM, auch HMMR genannt), TNF-stimulated gene 6 protein (TSG-6), Hyaluronan
receptor for endocytosis (HARE), Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor (LYVE-1),

TLR2 und TLR4, Versican oder das kurzlich als HA-Bindeprotein identifizierte KIAA1199 [104].
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Uber Interaktion mit den Rezeptoren kann HA Einfluss auf Proliferation und Migration,
Wundheilung, Inflammation und Tumorentstehung und -progression nehmen. Beispiele
intrazellularer Signalkaskaden von HA-Rezeptoren sowie deren Effekte sind in Abbildung 4
aufgezeigt. HA kann aber auch als freies Polysaccharid in der EZM vorliegen und dient in
dieser Form beispielsweise als Wasserspeicher, Schmiermittel oder der Bereitstellung einer

pro-migratorischen Matrix [1085].

CD44 RHAMM LYVE-1 HARE TLR2/4
I | | | | | I
T | T | T
J ) A | |
f | E 1 | | |
PI3BK  RAS Ezrin c-Src PKC PDGFBR NF-kB NF-«B
AKT  RAF1  Merlin  FAK NF-xB EGF2 ERK1/2 TNFa
ERK1/2 ErbB1/2 RAS  PI3K IL-18
ERK1/2 MMPs
Zytoskelett Adhasion Inflammation
Mikrotubuli Entwicklung Uberleben
Tumorwachstum Apoptose
Migration
Proliferation
Entwicklung

Abbildung 4: Signalwege und Effekte der HA-Rezeptoren auf Zell- und Gewebefunktionen [103].

Die Degradation der HA erfolgt durch Hyaluronidasen (HYAL). Diese sind in der Lage, die [3-
1,4-glykosidischen Verbindungen zwischen N-Acetyl-D-Glukosamin und D-Glukuronsaure zu
hydrolysieren und HA-Fragmente freizusetzen. Zu den insgesamt sechs verschiedenen HYAL,
die in Saugetieren identifiziert werden konnten, gehéren HYAL1, HYAL2, HYALS3, PH-20 und
HYALP1 [106]. FUr den Abbau der HA spielen HYAL1 und HYALZ2 die gréfite Rolle, wobei
gezeigt werden konnte, dass HYAL2 hauptsachlich HMW-HA in Fragmente einer Gro3e von
20 kDa spaltet. Der weitere Abbau bis hin zu Oligosacchariden erfolgt schlieRlich durch PH-
20 [107]. Auch die Bildung von ROS kann an einer Degradation der HA und anderen Molekiile
der EZM beteiligt sein [108-110]. Durch Fragmentierung entsteht niedermolekulare HA (LMW-
HA), deren Funktion sich von HMW-HA unterscheidet. LMW-HA entsteht vor allem im Rahmen

einer Gewebeverletzung oder Entziindung, vermutlich durch Dysregulation in der Expression
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oder Funktion von HAS und HYAL, und dient als inflammatorisches [111], aber auch

Angiogenese-forderndes [112] Signalmolekul.

1.5.3 4-Methylumbelliferon, ein Inhibitor der HA-Synthese

Bei 4-Methylumbelliferon (4-MU), auch Hymecromon genannt, handelt es sich um ein
modifiziertes Cumarin (7-Hydroxy-4-methylcumarin), das aufgrund seiner choleretischen und
papaverinartigen spasmolytischen Wirkung als Galletherapeutikum eingesetzt wird [113]. Die
Strukturformel von 4-MU ist in Abbildung 5 dargestellt. Neben seiner Verwendung als
Gallengang-Relaxans konnte nachgewiesen werden, dass 4-MU die Synthese der HA
inhibieren kann [114, 115]. Der zugrundeliegende Mechanismus besteht in einer Depletion des
zellularen UDP-a-D-Glukuronsaure Pools, da 4-MU selbst kompetitives Substrat der UDP-
Glukuronosyltransferase (UGT) ist. Durch die Entstehung des 4-MU-Glukuronids kommt es zu
einer Reduktion der UDP-a-D-Glukuronsdure und durch die Substratverarmung zu einer
dosisabhangigen Hemmung der HAS-Aktivitat [116]. Ferner wird postuliert, dass 4-MU eine
reduzierte Expression der HAS2 und HAS3 mRNA bewirkt und somit beide Mechanismen zu
einer Inhibition der HA-Synthese beitragen [117]. In einer weiteren Studie wird berichtet, dass
4-MU auch in der Lage ist, die Expression der UDP-Glukose-Pyrophosphorylase (UGPP)
sowie der UDP-Glukose-Dehydrogenase (UGDH) zu reduzieren [118]. Beide Enzyme sind
essentiell fur die Synthese der HA-Vorstufen N-Acetyl-D-Glukosamin und D-Glukuronsaure
[119, 120].

¢ S e A &
[4 5
CH

Abbildung 5: Strukturformel von 4-Methylumbelliferon.

Die bis dato meisten Studien zu der Wirkung von 4-MU als Inhibitor der HA-Synthese wurden
im Bereich der Tumorforschung durchgefiihrt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die
Anwendung von 4-MU mit anti-proliferativen, anti-migratorischen, anti-invasiven und
Apoptose-induzierenden Eigenschaften verbunden ist [121-126]. Weitere Untersuchungen
zeigen einen protektiven Effekt der 4-MU Behandlung auf die Induktion eines akuten
Nierenschadens [127], im Bereich autoimmuner Reaktionen des zentralen Nervensystems
(ZNS) [128] sowie fur entzindliche Prozesse der Lunge [129, 130].

14



Einleitung

1.5.4 Rolle der Hyaluronsaure im weiRen Fettgewebe

Auch Zellen des Fettgewebes sind in der Lage, gro3e Mengen HA zu synthetisieren. So finden
sich in der Literatur diverse Studien, die Hinweise zu einer funktionellen Rolle der HA im
weillen Fettgewebe liefern. Bereits im Jahr 1993 wurde beschrieben, dass es im Rahmen der
adipogenen Differenzierung von 3T3-L1 Zellen zu einer typischen Erhéhung der Viskositat des
Zellkulturmediums kommt. Damit einhergehend konnte eine verstarkte Synthese von HA und
Proteoglykanen nachgewiesen werden [131]. Die Veranderung der Viskositat des Mediums
konnte schlielllich eindeutig auf eine gesteigerte HA-Synthese zurlickgefihrt werden [132].
Zudem zeigten Allingham et al., dass die Phase der klonalen Expansion von 3T3-L1 Zellen mit
einer gesteigerten Expression der Has2, Has3 und Hyal2 mRNA einhergeht, wahrend Has1
nicht detektierbar war und die Expression der Hyal1 keinen Veranderungen unterlag. Ebenso
wurde eine verstarkte Sekretion von HMW-HA (entsprechend einer Grofde > 10.000 kDa) in
den Uberstand der Zellen beobachtet. Dahingegen wurde wéhrend der terminalen
Differenzierung der 3T3-L1 Zellen vermehrt LMW-HA einer GréfRe von 20 kDa detektiert, der
angiogene Wirkungen zugeschrieben werden [133]. Auch die Gruppe um Zizola et al. konnte

eine gesteigerte HA-Synthese in differenzierenden 3T3-L1 Zellen nachweisen [134].

Veranderungen des HA-Systems konnten auch in hypertrophen Adipozyten in vitro und in vivo
beobachtet werden. Induziert durch hohe Glukosekonzentrationen im Medium reifen 3T3-L1
Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen, die unter niedrigen Glukosekonzentrationen differenziert
werden, zu hypertrophen Adipozyten heran. Dies geht einher mit einer verstarkten Expression
von Serum Amyloid A3 (Saa3) und Mcp-1, welche Marker eines akuten inflammatorischen
Geschehens sind. Zeitgleich erfolgt eine verstarkte Synthese von HA und erhéhte Expression
der Has2 mRNA. Has1 und Has3 konnten in diesen Untersuchungen nicht nachgewiesen
werden. Postuliert wurde, dass HA und SAA3 in Form eines Komplexes die Adhasion von
Monozyten an hypertrophe Adipozyten und damit die Inflammation im Fettgewebe verstarken.
Durch Vorbehandlung hypertropher 3T3-L1 Zellen mit Hyaluronidase konnte eine
Monozytenadhasion vermieden werden. In vivo wurde eine erhdhte Synthese der HA im
weillen Fettgewebe von LDL-Rezeptor-(LdIr)-knockout Mausen nach Diat-induzierter
Adipositas nachgewiesen. Ebenso zeigten Leptin-defiziente (ob/ob) Mause, die ein
genetisches Modell eines T2DM darstellen, im Vergleich zu C57BL/6J Kontrollmausen eine

verstarkte Expression der Has2 mRNA im weillen Fettgewebe [135].

Des Weiteren konnte die Expression des HA-Rezeptors CD44 im weil3en Fettgewebe bereits
mit dem Auftreten einer Insulinresistenz und T2DM in Verbindung gebracht werden [136, 137].

Genauere Untersuchungen im Mausmodell zeigten eine Reduktion der Diat-induzierten
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Inflammation des Fettgewebes, eine verbesserte Insulinsensitivitdt sowie eine verringerte
Lebersteatose in CD44-defizienten oder anti-CD44-Antikdrper-behandelten Tieren [138, 139].

Im Allgemeinen liegt nahe, dass Stérungen des HA-Stoffwechsels auch den
Glukosemetabolismus und die Insulinsensitivitdt beeinflussen, da HA aus den Glukose-
Derivaten D-Glukuronsaure und N-Acetyl-D-Glukosamin synthetisiert wird. Auch ist
wahrscheinlich, dass eine gestorte Glukoseverwertung und —toleranz zu Veranderungen im
HA-System flhrt.

Zur Rolle der HA im braunen Fettgewebe sind bis dato keine Studien bekannt.
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1.6 Zielsetzung

Patienten mit Adipositas haben ein hohes Risiko, eine Insulinresistenz und folglich einen
T2DM zu entwickeln. Im Jahr 2012 lag T2DM auf Rang 8 der haufigsten Todesursachen
weltweit. Wurde die Adipositas in der Vergangenheit hauptsachlich als Problem reicherer
Industrienationen angesehen, so zeigt sich heute auch ein deutlicher Anstieg der Adipositas-
Pravalenz in einkommensschwacheren Nationen. Da bislang keine ausreichenden
Therapiemdglichkeiten zur Verfliigung stehen, besteht ein grofies Interesse an der Erforschung
adaquater Zielstrukturen fiir die Pravention und Behandlung einer Adipositas. Veranderungen
der Funktion im weillen Fettgewebe haben einen malgeblichen Einfluss auf die
Insulinsensitivitat. Im Rahmen der Adipositas kommt es zu einer Hypertrophie und chronischen
Inflammation im weil3en Fettgewebe, was eine Reduktion der systemischen Insulintoleranz zur
Folge hat. Fur HA als wichtiger Bestandteil der EZM des Fettgewebes konnte bereits gezeigt
werden, dass diese wahrend der Differenzierung und Hypertrophie weiller Adipozyten
akkumuliert. Im Gegensatz zum weil3en Fettgewebe wird das braune Fettgewebe aufgrund
der Fahigkeit zur Steigerung des Energieumsatzes Uber die zitterfreie Thermogenese als
potentielles Adipositas-Praventiv gehandelt. Bis dato gibt es allerdings keine Untersuchungen

zu Veranderungen des HA-Systems im braunen Fettgewebe.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht in der Untersuchung des Einflusses der HA-Matrix
auf die Funktion von weillem und braunem Fettgewebe im Hinblick auf die Entstehung einer

Adipositas und Insulinresistenz. Dazu sollen folgende Untersuchungen durchgefihrt werden:

e Charakterisierung des HA-System im Fettgewebe wahrend der Differenzierung und der

Entstehung von Adipositas

e Einfluss der pharmakologischen Inhibition der HA-Synthese mittels 4-MU auf die

Entwicklung einer Adipositas und Insulinresistenz

¢ Einfluss einer durch genetischen Knockout induzierten Inhibition der HAS2- und HAS3-

vermittelten HA-Synthese auf die Entwicklung einer Adipositas und Insulinresistenz

Zur Beantwortung der Fragestellungen soll das etablierte Modell der Diat-induzierten
Adipositas in Mausen herangezogen werden. Aufgrund der beschriebenen gegensatzlichen
Funktion von weiRem und braunem Fettgewebe sollen die Untersuchungen der
systematischen Aufklarung der Bedeutung des HA-Systems in den jeweiligen Geweben
dienen. Dies ist insbesondere deshalb relevant, da bis dato in Bezug auf die Rolle der HA bzw.

EZM im braunen Fettgewebe keine Studien vorliegen.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellversuche

2.1.1 Verwendete Substanzen fir die Zellkultur

Tabelle 1: Verwendete Substanzen fiir die Zellkultur

BEZEICHNUNG

Bradford Reagenz

PRODUKT /
ZUSAMMENSETZUNG

Bio-Rad Protein Assay Dye

HERSTELLER

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Sigma-Aldrich,

BSA Bovines Serumalbumin St. Louis, MO, USA
alles Sigma-Aldrich,
Dexamethason Dexamethason St. Louis, MO, USA
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium, | Gibco®, Life Technologies™,
high glucose (4,5 g/l) Paisley, UK
3 1: 1 Mix DMEM high glucose Gibco®, Life Technologies™,
DB 1z (4,5 g/l)/ Ham's F-12 Paisley, UK
DPBS Dulbecco's phosphate-buffered Gibco®, Life Technologies™,
saline (DPBS) Paisley, UK
FCS Fetales Kalberserum Gibco®, Lif? Technologies ™,
Paisley, UK
150 mM NH4CI
Erythrozyten-Lyse- 1 mM KHCO3 alles Sigma-Aldrich,
Puffer 0,1 mM Na:EDTA St. Louis, MO, USA
pH7,2-74
29,8 g HEPES
8,78 g NaCl
HEPES 1n 'S%?G’fﬁose alles Sigma-Aldrich,
(1,25-fach) 18.8 g BSA St. Louis, MO, USA
0,132 g CaCl;
in 1L destilliertem H>O
HMW-HA Haelon5 Abbott Medical Optics,

(gelbst zu 100 pg/ml in DPBS)

Santa Ana, CA, USA

Hvaluronidase Hyaluronidase aus Sigma-Aldrich,
! Streptomyces hyalurolyticus St. Louis, MO, USA
; Sigma-Aldrich,
IBMX 3-Isobutyl-1-methylxanthine St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich,

Indomethacin

Indomethacin

St. Louis, MO, USA

18




Material und Methoden

PRODUKT /
BEZEICHNUNG ZUSAMMENSETZUNG HERSTELLER
Insulin Insulin aus bovinem Pankreas Sigma-Aldrich,
(geldst in H2O mit Eisessig pH2) St. Louis, MO, USA
VWR Chemicals,
Isopropanol 2-Propanol AnalaR NORMAPUR Fontenay-sous-Bois, Frankreich
Worthington Biochemical
Kollagenase | Kollagenase |, 295 U/mg Corporation, Lakewood, NJ, USA
. 4-Methylumbelliferon-Natriumsalz Sigma-Aldrich,
AN T 2 (100 uM geldst in Hz0) St. Louis, MO, USA
N " Sigma-Aldrich,
Olrot O Olrot O Pulver St. Louis, MO, USA
PenStre Penicillin-Streptomycin Gibco®, Life Technologies™,
P (10 000 units/ml) Paisley, UK
- - Sigma-Aldrich,
Rosiglitazon Rosiglitazon St. Louis, MO, USA
AUt /18 saurefreie, phosphatgepufferte Carl Roth GmbH & Co KG,
NOHSHABEIIT AT Formaldehydlésung 4 % (pH 7) Karlsruhe
, N . Sigma-Aldrich,
T3 3,3',5-Triiodo-L-thyronin St. Louis, MO, USA
. . Gibco®, Life Technologies™,
TE Trypsin EDTA LAsung Paisley, UK

2.1.2 Verwendete Zellen

2.1.2.1 3T3-L1 Zellen

Zur Untersuchung der adipogenen Differenzierung wurde die Fibroblasten-ahnliche
praadipozytare Zelllinie 3T3-L1 [140] (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) verwendet. Um ein
ausreichendes Mal} an Differenzierung zu erhalten, wurden ausschliellich Zellen der
Passagen 8 — 11 eingesetzt und regelmaRig bei Erreichen einer etwa 70-prozentigen
Konfluenz passagiert. Hierzu wurden die Zellen mit DPBS gewaschen und durch Zugabe einer
TE-L&sung fur 3 min bei Raumtemperatur abgelést. Die Kultivierung der 3T3-L1 Zellen erfolgte
in DMEM supplementiert mit 10% FCS und 1% PenStrep bei 37°C und 5% COs..

2.1.2.2 Praadipozyten aus dem braunen und weien Fettgewebe

Fir die Isolation der Praadipozyten aus der stromal-vaskuladren Fraktion (SVF) des braunen
und weillen Fettgewebes [141] wurden 0,25 — 0,5 g supraventrikuldres braunes Fettgewebe
sowie 0,5— 1 g epididymales weiltes Fettgewebe aus 8 — 12 Wochen alten, mannlichen

C57BL/6J Mausen (Janvier Labs, Le Genest Saint-Isle, Frankreich) entnommen. Mittels eines
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Skalpells wurden die Gewebestiicke bis zum Erreichen einer sehr feinen Konsistenz
zerkleinert und in 4,5 ml einer sterilen Losung, zusammengesetzt aus 0,5 ml Kollagenase |
Lésung (5000 U/ml) und 4 ml einer 1,25-fach HEPES Ldsung (s. Tabelle 1), bei 37°C fur
90 min auf einer Schittelplatte verdaut. Die so erhaltene Suspension wurde im
Reaktionsgefal® mit DMEM/F-12 (1% PenStrep) auf 30 ml aufgefillt und bei 50x%g fir 5 min
zentrifugiert. Die Interphase, welche die SVF enthalt, wurde unterhalb der schwimmenden
Lipidfraktion enthommen und in ein neues Reaktionsgefal® Uberfuhrt. In einem nachsten
Zentrifugationsschritt bei 200xg fir 10 min wurde die SVF pelletiert, der Uberstand bis auf 5 ml
Restvolumen abgesaugt und die SVF Suspension fir 5 min mit 10 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer
bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde die Lysereaktion mit 15 ml DMEM/F-12
(10% FCS, 1% PenStrep) gestoppt. Um unerwiinschte endotheliale Zellen zu entfernen wurde
die SVF durch ein Nylonsieb mit 20 um Porenbreite gefiltert (Merck Millipore, Darmstadt) und
abschlieltend bei 200xg flir 5 min zentrifugiert. Das erhaltene Pellet mit Praadipozyten wurde
in 1 ml DMEM/F-12 (10% FCS, 1% PenStrep) resuspendiert und die Zellen mittels Trypanblau-
Farbung in einem Countess™ Automated Cell Counter (Invitrogen™, Life Technologies™,
Carlsbad, CA, USA) gezahlt. Die isolierten Praadipozyten wurden anschlieend zu jeweils
50.000 Zellen pro cm?in DMEM/F-12 (10% FCS, 1% PenStrep) ausgesat. Im weiteren Verlauf
wurden die Zellen in DMEM (10% FCS, 1% PenStrep) bei 37°C und 5% CO- kultiviert.

2.1.3 Differenzierung in Adipozyten
2.1.3.1 3T3-L1

Fir die adipogene Differenzierung wurden 20.000 Zellen pro cm? ausgesat und zwei Tage
nach Erreichen einer vollstandigen Konfluenz mit den differenzierungsinduzierenden
Substanzen Insulin (1 ug/ml), IBMX (0,5 mM) sowie Dexamethason (0,25 uM) behandelt. Nach
zwei Tagen wurde das Medium gewechselt und fir zwei weitere Tage 1 pg/ml Insulin
zugesetzt. Die Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Differenzierung im

Hinblick auf Genexpression und HA-Sekretion analysiert (s. Abbildung 6).

0 48 96 144 216 h
A t pre d2 d4
Hssaa Differenzierung Insulin Medium g

Abbildung 6: Differenzierungsprotokoll der 3T3-L1 Zellen.
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2.1.3.2 Praadipozyten aus braunem Fettgewebe

Zwei Tage nach Erreichen einer vollstandigen Konfluenz wurde die adipogene Differenzierung
durch Behandlung mit 2 ug/ml Dexamethason, 5 pg/ml Insulin, 125 yM Indomethacin, 0,5 mM
IBMX, 1 nM T3 sowie 0,5 uM Rosiglitazon Uber einen Zeitraum von zwei Tagen induziert.
Fortan wurden bei jedem Mediumwechsel 5 pg/ml Insulin und 1 nM T3 zugesetzt. Sieben Tage
nach Induktion der Differenzierung wurden die ausgereiften braunen Adipozyten fir Analysen

verwendet.

2.1.3.3 Praadipozyten aus weiBem Fettgewebe

Zwei Tage nach Erreichen einer vollstandigen Konfluenz wurde die adipogene Differenzierung
durch Behandlung mit 0,1 yM Dexamethason, 100 pg/l Insulin, 60 yM Indomethacin und 250
MM IBMX Uber einen Zeitraum von zwei Tagen induziert. Anschliellend wurde das Medium
gewechselt und fur weitere zwei Tage 100 ug/l Insulin zugesetzt. Sieben Tage nach Induktion

der Differenzierung wurden die ausgereiften weilen Adipozyten fir Analysen verwendet.

2.1.4 Behandlungen mit 4-MU, HMW-HA und Hyaluronidase

In vitro wurden 3T3-L1 Zellen sowie Praadipozyten aus braunem und weilem Fettgewebe zur
Hemmung der HA-Synthese ab Induktion der Differenzierung sowie nachfolgend bei jedem
Mediumwechsel mit 100 ypM 4-MU-Natriumsalz behandelt. Zur Uberpriifung der Reversibilitat
des 4-MU-vermittelten Effekts wurden 4-MU vorbehandelte 3T3-L1 Zellen 24 h nach
Differenzierungsbeginn durch exogene Zugabe von 100 ug/ml hochmolekularer HA (HMW-
HA) stimuliert. Die Stimulation mit HMW-HA wurde am nachsten Tag gemeinsam mit dem

Wechsel auf DMEM plus 1 ug/ml Insulin wiederholt.

Der HA-Verdau in 3T3-L1 Zellen erfolgte 24 h nach Induktion der Differenzierung durch
Zugabe von 2 U/ml Hyaluronidase fir 24 h. Am folgenden Tag wurde mit dem Standard-

Differenzierungsprotokoll fortgefahren.

2.1.5 Olrot O Firbung

Die ausgereiften Adipozyten wurden am siebten Tag nach Beginn der Differenzierung mit
Roti®-Histofix 4% (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe) fir 20 min bei Raumtemperatur
fixiert. Im Anschluss wurde dreimal mit destilliertem H,O gewaschen und die Zellkulturplatte
fiir ca. 20 min bei 37°C getrocknet. Zur Herstellung der Olrot O Stammlésung wurden 300 mg
Olrot O Pulver in 100 ml Isopropanol bei 60°C gelést. Fiir die gebrauchsfertige, stets frisch
herzustellende Olrot O Lésung wurden 9 ml der Stammldésung mit 6 ml destilliertem H,0

gemischt und durch einen 0,22 um Sterilfilter gegeben. Die fixierten Zellen wurden
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anschlieRend fir 10 min bei Raumtemperatur gefarbt. Hiernach wurde die Olrot O Lésung

abgenommen und die Uberschissige Farbe mit destilliertem H,O ausgewaschen.

Die Intensitat der Olrot O Farbung des Zellrasens wurde durch Analyse der Cy5-Fluoreszenz
quantifiziert. Gemessen wurde bei hoher Intensitat mit dem roten Laser bei einer Exzitation
von 633 nm und einer Emission von 670 nm im Typhoon Phosphorimager (GE Healthcare,

Uppsala, Schweden).

2.1.6 HA-Bindeprotein Sandwich ELISA-ahnlicher Assay

Zur Messung der Menge an sekretierter HA im Uberstand der 3T3-L1 Zellen wurde zu den in
Abbildung 1 dargestellten Zeitpunkten der Uberstand der Zellen abgenommen und mittels
ELISA-ahnlichem Assay (Hyaluronic Acid Test Kit, Corgenix, Broomfield, CO, USA) nach
Instruktionen des Herstellers analysiert. Die Zelliberstande wurden fir die Messung in der
Regel im Verhaltnis 1:50 mit destillietem H,O verdinnt. Fir die Quantifizierung wurde
zeitgleich eine Eichreihe mit verschieden konzentrierter HA (0, 50, 100, 200, 500, 800 ng/ml)
gemessen. Die entsprechenden Absorptionen wurden bei 450 nm im ELISA-Plate Reader
(Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
bestimmt. Die errechnete HA-Konzentration wurde schlieRBlich auf die Gesamt-
Proteinkonzentration der Zellen korreliert. Fur die Proteinbestimmung wurden die Zellen mit
0,1 M Natronlauge lysiert und mittels Methode nach Bradford quantifiziert [142]. Hierzu wurde
das Bradford-Reagenz im Verhaltnis 1:5 mit destillietem H>O verdinnt und je 200 pl
zusammen mit 10 pl Probe in eine 96-Loch-Platte (Greiner Bio-One, Frickenhausen) pipettiert.
Fir die Errechnung der absoluten Proteinkonzentrationen wurde zuséatzlich eine
Verdunnungsreihe mit BSA gemessen. Die photometrische Messung erfolgte ebenfalls im
ELISA-Plate Reader (Multiskan™ FC Microplate Photometer) bei 595 nm.

2.1.7 Transfektion von siRNA in 3T3-L1 Zellen

Zur Untersuchung des Einflusses eines genetischen Knockdowns der HA-Synthasen Has2
und Has3 sowie der HA-Rezeptoren Cd44 und Rhamm (Hmmr) in vitro wurden 3T3-L1 Zellen
mit kleiner interferierender RNA (siRNA) transfiziert. Hierzu wurden die 3T3-L1 Zellen einen
Tag vor siRNA Behandlung zu jeweils 20.000 Zellen pro cm? in 24-Loch-Platten (Greiner Bio-
One, Frickenhausen) ausgesat. Fur die Transfektion wurde die jeweilige siRNA (s. Tabelle 2,
Qiagen, Hilden) mit dem Transfektionsreagenz Lipofectamine™ RNAIMAX (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) fir 20 min in serum- und antiobiotikafreiem DMEM komplexiert.
Die finale Konzentration pro Transfektionsansatz betrug 30 nM siRNA, komplexiert mit 1 pl

RNAIMAX. Das Medium der zuvor ausgesaten 3T3-L1 Zellen wurde abgesaugt und die
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Lésung aus komplexierter siRNA zugegeben. Nach 30 min wurde 10% FCS zugesetzt. Am
folgenden Tag (Has2 siRNA, Has3 siRNA) oder zwei Tage spater (Cd44 siRNA, Rhamm
siRNA) wurde das Medium abgesaugt und die adipogene Differenzierung nach dem
Standardprotokoll gestartet. Die Verifizierung des Knockdowns erfolgte 72 h nach Transfektion
mittels gPCR.

Tabelle 2: Verwendete siRNA

GEN SPEZIES BEIZEICHNUNG ZIEL-mRNA KATALOGNUMMER
NM_ 001039150,
NM_ 001039151,
Mm_Cd44 6 NM_001177785,
Cd44 | Mus musculus | pio iTube siRNA | NM_001177786, SUPAALT
NM_ 001177787,
NM_009851
Mm_Has2_8
Has2 | Mus musculus FlexiTube SIRNA NM_008216 S102732954
Mm_Has3 3 NM_008217,
Has3 | Mus musculus FlexiTube SIRNA XM_994700 S101063125
Mm_Hmmr_3
Rhamm | Mus musculus FlexiTube SiRNA NM_013552 SI101067997
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2.2 Tierversuche

Alle tierexperimentellen Untersuchungen wurden basierend auf §8 des Tierschutzgesetzes
durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV) Nordrhein-
Westfalen am 11.03.2013 unter dem Aktenzeichen Az. 84-02.04.2012.A398 genehmigt. Zucht
und Haltung der Tiere erfolgte unter standardisierten Bedingungen in der Zentralen Einrichtung

fur Tierforschung und Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf.

2.2.1 Verwendete Tiere

C57BL/6J Mause wurden entweder direkt von Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich)
bezogen oder der hauseigenen C57BL/6J Zucht des ZETT entnommen. Verwendet wurden
die Tiere fir die 4-MU Behandlung, die Untersuchung der Veranderungen im HA-System bei

Diat-induzierter Adipositas sowie als Wildtyp-Kontrollen zu HAS3-knockout Mausen.

Des Weiteren wurden verschiedene Has-knockout Mause untersucht, welche im Folgenden

genauer beschrieben werden:

e Ubiquitdre Has2-knockout Maus (Rosa26CreER™*- | Hag2flox/flox)

Da die Has2 in der embryonalen Entwicklung unverzichtbar ist und daher eine kongenitale
Deletion des Enzyms im Mausmodell letal verlauft, wurde der Has2-knockout erst im adulten
Alter induziert. Hierzu wurde sich des Cre/LoxP-Rekombinase-Systems bedient, wobei eine
ubiquitare Tamoxifen-induzierbare Rosa26CreER™ Maus [143] (Taconic, Hudson, NY, USA)
mit einer Has2™Mx Maus [144] gekreuzt wurde. In Mé&usen des Genotyps
Rosa26CreER™*"/ Has2™¥fx wird durch Tamoxifen-Behandlung die an einen mutierten
Ostrogenrezeptor (ER) gebundene Cre-Rekombinase aktiviert und schneidet den von loxP-
Erkennungssequenzen flankierten (,gefloxten“) DNA Abschnitt - hier die Has2 kodierende
Sequenz — heraus, welche anschlieend degradiert wird. Zur Induktion des Has2-Knockouts
wurde mannlichen Rosa26CreER™*" / Has21¥lx Mausen im Alter von 16 — 20 Wochen tber
5 Tage eine tagliche Dosis von 4 mg Tamoxifen (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oral tiber
eine Schlundsonde verabreicht. Als Kontrolle dienten identisch behandelte Rosa26CreER™*"
Tiere. Nach einer einwochigen Tamoxifen Auswaschphase wurden die Tiere flr die in

Abschnitt 2.2.2. beschriebenen Fltterungsexperimente verwendet.
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e Ubiquitare HAS3-knockout Maus

Zur Generierung humaner HAS3-knockout Mause (genOway, Lyon, Frankreich) wurde
zunachst eine HAS3-knockin Maus entwickelt, bei welcher eine humane HAS3 cDNA Sequenz
an Stelle des Exons 2 der murinen Has3 eingefligt wurde. Die eingebaute humane HAS3
cDNA wurde zu Selektionszwecken am 5° Ende mit einer FRT-Neomycin-FRT Sequenz
flankiert. Weiterhin wurde die humane HAS3 cDNA an den 5° und 3' Enden mit loxP Stellen
flankiert. Durch Verpaarung dieser Maus mit einer Maus, die konstitutiv Flp-Rekombinase
exprimiert, wurde das FRT-Neomycin-FRT Konstrukt herausgeschnitten und eine HAS3-
knockin™1x Maus generiert. Zum Erhalt der humanen HAS3-knockout Maus wurde
schliellich die HAS3-knockin™/* Maus mit einer Maus gekreuzt, welche konstitutiv Cre-
Rekombinase exprimiert, wodurch die eingefligte humane HAS3-Sequenz an den gefloxten
Enden herausgeschnitten und abgebaut wurde. Als Kontrolltiere wurden entweder Wildtyp-
Wurfgeschwister oder C57BL/6J Tiere verwendet, auf deren Hintergrund die humane HAS3-

knockout Maus vor Verwendung Uber mindestens 6 Generationen zuruckgekreuzt wurde.

ATG Stop
Wildtype L - \- . B
Has3 locus L '1_1 T {—i |
] A N
1 Mo
I \ &
I
Recombined . ATG Stop
(hHAS3 ORF) e ] | m hHAS3 I —i .
Has3 locus loxP loxP
FRT FRT
l+ FLP
Floxed E1 ATG Stop E3 E4
HAS3 Knooken = = —={— I P — -
Has3 locus oxP J
l+Cm
Constitutive E1 E3 E4
Has3 loou - —--
Has3 locus

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Generierung der humanen HAS3-knockout Maus

(modifiziert nach genOway, Confidential Data 2009).
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e Adipozytenspezfische Has2-knockout Maus (Fabp4Cre*~ | Has2flo¥floxy  ynd
adipozytenspezifische HAS3-knockout Maus (Fabp4Cre*" /| HAS3-knockinfo¥/fox)

Fir die Generierung eines adipozytenspezifischen Has2- und HAS3-Knockouts wurden
Fabp4Cre*~ Mause (Stamm B6.Cg-Tg(Fabp4-cre)1Rev/J, The Jackson Laboratory, Bar
Harbor, ME, USA) eingesetzt, welche die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Fabp4-
Promotors exprimieren. Dies bedingt, dass nur im braunen und weilten Fettgewebe, wo Fabp4
primar exprimiert wird, eine Cre-Rekombinase Aktivitdt vorliegt. Nach Verpaarung mit
Has2fo¥ox phzw, HAS3-knockin™/* Tieren entsteht der Knockout in Mausen des Genotyps
Fabp4Cre*- | Has2"/ox bzw. Fabp4Cre*- /| HAS3-knockin™™* somit ausschlieBlich im
braunen und weillen Fettgewebe. Als Kontrolle fur die adipozytenspezifischen Has2- und

HAS3-knockout Mause wurden parallel Fabp4Cre*" untersucht.

2.2.2 Futterung und experimentelles Schema

Fur das Modell der Diat-induzierten Adipositas wurden mannliche Mause aller unter 2.2.1
beschriebenen Tiergruppen ab einem Alter von 8 — 10 Wochen Uber einen Zeitraum von
22 Wochen mit einer diabetogenen Diat (DD, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest) gefuttert
(s. Abbildung 8). Eine Ausnahme bildeten die ubiquitdren Has2-knockout Mause, bei welchen
der Knockout erst im Alter von 16 — 20 Wochen induziert werden konnte. Daher wurde hier
erst eine Woche nach letztmaliger Tamoxifengabe (Mausalter 18 — 22 Wochen) mit der
Futterung begonnen (s. Abbildung 9). Die Zusammensetzung der DD ist in Tabelle 3
beschrieben. Die 4-MU Behandlung in der Gruppe der C57BL/6J Tiere erfolgte durch
Einarbeitung von 50 g/kg 4-MU (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in die DD. Um den leicht
bitteren Geschmack des 4-MU zu uberdecken wurde das Futter aullerdem mit Schokoladen-
Aroma (ssniff) versetzt. Als Kontrolle fir die 4-MU-behandelten C57BL/6J Mause dienten
demzufolge C57BL/6J, die mit DD plus Schokoladen-Aroma geflttert wurden.

Im Verlauf der Futterung wurden nukleare Magnetresonanz (NMR) Analysen, metabolische
Phanotypisierungen und intraperitoneale Glukose- sowie Insulintoleranztests durchgefihrt.

Zur Bestimmung des Korpergewichts wurden die Tiere einmal wochentlich gewogen.

Weiterhin wurden mannliche, 8 — 10 Wochen alte C57BL/6J Mause fir die Analyse der durch
Adipositas ausgelosten Veranderungen im HA-System des Fettgewebes (s. 3.1.2) verwendet.
Hierzu wurden die Tiere Uber 16 Wochen mit DD oder Kontrolldiat (Mause-Haltungsfutter von
ssniff, Zusammensetzung s. Tabelle 3) gefuttert und anschlieBend die Genexpression im

Fettgewebe untersucht.
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Tabelle 3: Zusammensetzung der DD und Kontrolldiat

DIABETOGENE DIAT (DD) KONTROLLDIAT

INHALTSSTOFF GRAMM [%] INHALTSSTOFF GRAMM [%]
Casein 22,8 Trockensubstanz 87,7
Maltodextrin 12 Rohprotein 19
Saccharose 24,02 Rohfett 3,3
Schweineschmalz 35,85 Rohfaser 49
Mineralien-Mix 4 Rohasche 6,4
Vitamin-Mix 1 N-freie Extraktstoffe 54,1
Cholinchlorid 0,13 Starke 36,5
DL-Methionin 0,2 Zucker 47
KCAL [%] KCAL [%]

Kohlenhydrate 26 58
Protein 15 33
Fett 59 9

&

Alter: 8— 10w
& ipGTT
22w DD 13
I I
0 5 11 14 17 22w
NMR NMR ITT NMR +
TSE TSE

Abbildung 8: Experimentelles Schema der C57BL/6J * 4-MU, HAS3-knockout und
adipozytenspezifischen Has2- und HAS3-knockout Mause.
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&
Alter: 16 -20w
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5d, 4 mg/d

Abbildung 9: Experimentelles Schema der ubiquitaren Has2-knockout Mause.

2.2.3 NMR Messung

Kdrperfett- und Magermasse der Mause wurden mittels NMR im minispec NMR analyzer
(Bruker Corporation, Billerica, MA, USA) zu den Zeitpunkten 5, 11 und 17 Wochen nach
Fatterungsbeginn ermittelt. Zur Berechnung des Korperfettanteils wurden die Werte der

Fettmasse durch die Summe aus Fett- und Magermasse dividiert.

2.2.4 TSE Phenomaster

Futteraufnahme, Bewegungsaktivitat und Energieumsatz der Mause wurden mittels Messung
im TSE Phenomaster (TSE systems, Chesterfield, MO, USA) bestimmt. Bei den hierfur
verwendeten Kafigen handelt es sich um formatgleiche, den Mausen vertraute Haltungskafige,
die allerdings durch einen technisch modifizierten Deckel verschlossen werden. Am Deckel
befinden sich Trinkflasche und Futterraufe, welche mit hochprazisen Sensoren einer Waage
verbunden sind und somit die Wasser- und Futteraufnahme Uber die Zeit der Messung
aufzeichnen. Weiterhin enthalt das System ein Modul (,CaloSys*) fur indirekte Gas-
Kalorimetrie, womit der Energieumsatz der Mause, gemessen am Oz-Verbrauch des Tiers,

ermittelt werden kann.

Vor der eigentlichen Messung wurden die Mause zur Gewdhnung an Raumlichkeit, Deckel,
Trinkflasche und Futterraufe fliir drei Tage einzeln in Adaptionskafige gesetzt. Die Messung
erfolgte anschlieRend ebenfalls einzeln liber drei Tage in den TSE Phenomaster Kafigen. Uber
den Zeitraum der Messung wurden etwa alle 30 min die jeweiligen metabolischen Parameter

aufgezeichnet. Da durch das Umsetzen der Tiere von den Adaptions- in die Messkafige initial
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Abweichungen auftreten kénnen, wurden ausschlieBlich die Messwerte der letzten 48 h mit in
die Auswertung einbezogen. Die aufgenommene Futtermenge wurde auf die jeweilige
Magermasse der Tiere bezogen. Der O,-Verbrauch wurde mittels allometrischer Skalierung

auf die jeweilige Korperoberflache (Kérpergewicht®’®) der Tiere bezogen [145].

Eine Besonderheit stellte die Messung des kalteinduzierten Energieumsatzes dar. Hierbei
wurden die Mause Uber eine Dauer von nur 24 h an die TSE Messkafige gewdhnt, welche sich
in einem temperierbaren Container befanden. Nach der Adaption erfolgte die Umstellung der
Temperatur von 24°C auf 4°C flr eine Messdauer von 8 h, wobei die Messwerte wiederum
alle 30 min aufgezeichnet wurden. Der Zustand der Tiere wurde wahrend der Kaltemessung
regelmafig Uberwacht. Die Analyse des kalteinduzierten Energieumsatzes wurde in
Kooperation mit dem Institut fir Klinische Biochemie und Pathobiochemie unter Leitung von
Herrn Prof. Dr. Al-Hasani von Frau Dr. Tamara Castafieda am Deutschen Diabetes Zentrum
(DDZ) in Dusseldorf durchgefihrt.

2.2.5 Glukose- und Insulintoleranztests

Zur Messung der Glukoseverwertung und Insulinsensitivitat der Mause wurden
intraperitoneale Glukosetoleranztests (ipGTT) sowie Insulintoleranztests (ITT) durchgefihrt.
Vor den Tests wurde den Mausen fur 6 h das Futter entzogen und anschliel’end die basale
Blutglukosekonzentration ermittelt. Danach wurde den Tieren eine Dosis von 1 g/kg KG
Glukose oder 0,75 U/kg KG Insulin injiziert und nach 5 (nur ipGTT), 15, 30, 60 und 120 min
erneut die Glukosekonzentration gemessen. Der Blutstropfen fir die Messung wurde durch
einmaliges Anschneiden der Schwanzspitze gewonnen. Gemessen wurde in
Einfachbestimmung mit dem Accu-Chek Compact Plus Blutzuckermessgerat (Roche

Diagnostics, Mannheim).

Fir die Auswertung wurden die absoluten Werte der zu den verschiedenen Zeitpunkten
gemessenen Blutglukosekonzentration sowie die daraus errechnete AUC verwendet. Falls
zwischen den Versuchsgruppen ein signifikanter Unterschied in der basalen (Nichtern-)
Blutglukosekonzentration auftrat, wurden die nachfolgend gemessenen Werte der
Blutglukosekonzentration von dem basalen Wert subtrahiert. Die Darstellung erfolgte
entsprechend als Veranderung der basalen Blutglukosekonzentration, woraus dann auch die

zugehorige AUC errechnet wurde.

2.2.6 Entnahme und Aufbereitung der Proben

Um vergleichbare Nichternwerte fir die Plasma-Analysen zu erhalten wurde den Tieren 6 h
vor der Tétung erneut das Futter entzogen. Nach der Tétung wurden die Mause mit 70%
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Ethanol desinfiziert und das Abdomen gedffnet. Das epididymale weille Fettgewebe des
rechten Nebenhodens, der kaudale Teil des Lobus lateralis sinister der Leber, der rechte Teil
des interskapularen braunen Fettgewebes sowie das subkutane weil’e Fettgewebe der
rechten Flanke wurden herausprapariert und direkt in flissigem Stickstoff eingefroren. Bis zur
weiteren Verarbeitung erfolgte die Lagerung bei -80°C. Das linke epididymale weil3e
Fettgewebe, ein zu dem bereits entnommenen Lebergewebe angrenzendes Stiick des Lobus
lateralis sinister, der linke Teil des interskapularen braunen Fettgewebes und das subkutane
weille Fettgewebe der linken Flanke wurden enthnommen und mit Roti®-Histofix 4% fur 24 h
fixiert, anschlieRend entwassert und in Paraffin eingebettet. Am Leica RM2255
Rotationsmikrotom (Leica Biosystems GmbH, Nussloch) wurden aus den Paraffinblécken
5 um dicke Gewebeschnitte angefertigt und auf Objekttrager aufgezogen, wobei die ersten ca.
1000 — 1500 ym bis zum Erhalt eines grof¥flachig zusammenhangenden Gewebes in der
Schnittflache verworfen wurden. Um eine moglichst reprasentative Analyse des epididymalen
weillen Fettgewebes durchfiihren zu kénnen wurden hier pro Objekttrager insgesamt drei
Gewebeschnitte unterschiedlicher Tiefe aufgezogen, wobei zwischen den einzelnen Schnitten
stets 300 uym verworfen wurden bevor der nachste Schnitt aufgezogen wurde. Das Gewebe
wurde abschlieRend fur 1 h bei 60°C auf dem Objekttrager hitzefixiert.

2.2.7 Histochemische Farbungen

Das auf Objekttrager aufgezogene Gewebe wurde durch dreimalige Behandlung mit
Roticlear® (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe) fur 15 min sowie aufeinanderfolgend fir
jeweils 2 min mit Ethanol absolut, 96% (V/V) Ethanol und 70% (V/V) Ethanol entparaffiniert.
Im Anschluss wurden die Schnitte dreimal mit 1xPBS (Zusammensetzung: 137 mM NaCl, 2,7
mM KCI, 1,5 mM KH2POQOg4, 8,3 mM NaHPO4, pH 7,4) gewaschen und mit den ab Abschnitt

2.2.7.2 detailliert beschriebenen Farbungen fortgefahren.

Nach erfolgter Farbung wurde das Gewebe abschlieRend durch Behandlung mit der
aufsteigenden Alkoholreihe (70% (V/V) Ethanol, 96% (V/V) Ethanol, Ethanol absolut flr jeweils
2 min) sowie Roticlear® (5 min) entwassert und mit Roti®-Mount (Carl Roth GmbH & Co KG,

Karlsruhe) Medium eingedeckt.
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2.2.7.1 Verwendete Antikorper und Bindeproteine

Tabelle 4: In der Histochemie verwendete Antikdrper und Bindeproteine

ANTIKORPER / EINGESETZTE
BINDEPROTEIN KATALOGNUMMER KONZENTRATION
anti-Maus MAC2 Cedarlane, Burlington, )
(Ratte) s Ontario, Kanada I 2 1ein
anti-Maus UCP-1 Abcam, Cambridge, MA, )
(Kaninchen) ab10983 USA 1:500
biotinyliertes GSL | Vector Laboratories, _
- Isolectin B4 B-1205 Burlingame, CA, USA 1:100
anti-Kaninchen- Novus Biologicals
IgGga HRP NB7126 Littleton. CO. USA 1:600
(Ziege)
ZM A EINEET $c2004 Biotecsharlwrgligyrutz)allas 1:200
IgG-HRP (Ziege) TX, USA
- Invitrogen™ by Thermo
Str?gta,\‘/l’f)'(ﬂm?% 43-8316 Fisher Scientific, 1:50
y Waltham, MO, USA

2.2.7.2 Hamatoxylin und Eosin (H&E) Farbung

Fiar die Kernfarbung wurden die Schnitte fur 1 min mit Hamalaun-Losung (Merck KGaA,
Darmstadt) behandelt und Gber 5 min mit Leitungswasser geblaut. AnschlieRend erfolgte die
Farbung mit einer 1% (m/V) Eosin-Losung (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) fur 1 min.

2.2.7.3 MAC2 Farbung
Die Gewebeschnitte wurden fur 1 h mit einer Lésung aus 2% BSA / 10% FCS in 1xPBS bei

Raumtemperatur blockiert und danach tGber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer mit dem
anti-Maus-MAC2 Primarantikorper (s. Tabelle 4) inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
Schnitte dreimal mit 1xPBS gewaschen und zur Inaktivierung von Peroxidasen fur 5 min mit
einer 3% H20.-Lésung blockiert. Erneut wurde dreimal mit PBS gewaschen. Anschlie3end
erfolgte die Behandlung mit dem anti-Kaninchen IgG2a HRP-gekoppelten Sekundarantikdrper
(s. Tabelle 4) in einer feuchten Kammer fir 1 h bei Raumtemperatur. Nach dreimaligen
Waschen mit 1xPBS und 10-minitiger Behandlung mit 50 mM Trispuffer (pH 7,6) wurde mit
3,3-Diaminobenzidin (DAB Reagenz, Zytomed, Berlin) detektiert. Die Kernfarbung erfolgte

wiederum mit Hamalaun-Ldsung.

Fir die Auswertung der MAC2-Farbung im epididymalen Fettigewebe wurden am

Axioimager.M2 Mikroskop (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena) 6 Bilder divergierender
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Gewebeareale aufgenommen. Die Anzahl der MAC2-positiven kronenartigen Strukturen

wurden auf die Gesamtzahl der ausgewerteten Adipozyten korrigiert.

2.2.7.4 UCP-1 Farbung
Vor der Blockierung mit 2% BSA / 10% FCS in 1xPBS wurde eine hitzeinduzierte Antigen-

Demaskierung durchgefiihrt, wozu die Gewebeschnitte fur 15 min mit Citratpuffer (HIER
Citrate Buffer pH 6,0, Zytomed, Berlin) im Dampfgarer gekocht wurden. Nach Abkihlung und
dreimaligem Waschen mit 1xPBS wurde wiederum fiir 1 h bei Raumtemperatur blockiert. Mit
Ausnahme des hier verwendeten anti-Maus-UCP-1 als Primar- bzw. anti-Kaninchen IgG HRP
als Sekundarantikérper (s. Tabelle 4) wurde im weiteren Verlauf der Farbung wie unter 2.2.7.2.

beschrieben verfahren.

2.2.7.5 Isolectin B4 Farbung

Wie im Fall der UCP-1 Farbung wurden zunachst die Antigene durch 25 min Kochen im
Dampfgarer demaskiert. Da zur Farbung der a-Galactose Epitope auf Endothelzellen
biotinyliertes Isolectin B4 (s. Tabelle 4) eingesetzt wurde, musste vorerst fur jeweils 10 min mit
Avidin und Biotin (Avidin Biotin Blocking System, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) blockiert werden. Im Anschluss erfolgte die Blockierung mit 2% BSA / 10% FCS in
1xPBS fir 1 h. Danach wurden die Gewebeschnitte (iber Nacht bei 4°C mit dem biotinylierten
Isolectin B4 inkubiert. Am nachsten Tag wurde dreimal mit 1xPBS gewaschen und zur
Detektion der Biotinreste am Isolectin B4 flir 1 h im Dunkeln mit Cy5-gekoppeltem Streptavidin
(s. Tabelle 4) behandelt. Im Gegensatz zu den anderen Farbungen wurden die Objekttrager
hier nach der Entwasserung mit der aufsteigenden Alkoholreihe und Roticlear® mit Roti®-
Mount FluorCare DAPI (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe) eingedeckt, wodurch zeitgleich
eine Farbung der Kerne mit DAPI erfolgte.

Fur die Auswertung wurden am Axioimager.M2 Mikroskop pro Maus 5 Bilder unterschiedlicher
Areale des braunen Fettgewebes aufgenommen. Mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms
Fiji (Fiji is Just ImageJ) sowie dem Zusatzprogramm Biovoxxel wurde die Isolectin B4 positive
Flache pro Bildausschnitt quantifiziert und als Mittelwert der 5 ausgewerteten Aufnahmen

dargestellt.

2.2.8 Analyse der AdipozytengroRe

Fur die Analyse der Adipozytengrof3e wurde das H&E gefarbte Fettgewebe verwendet.
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2.2.8.1 Adipozyten des epididymalen weiBen Fettgewebes

Pro Objekttrager wurden von jedem der drei aufgezogenen Schnitte 2 Aufnahmen am
Axiolmager.M2 Mikroskop angefertigt, sodass fir jedes Gewebe insgesamt 6 Aufnahmen aus
unterschiedlichen Arealen fur die Analyse zur Verfigung standen. Die Auswertung erfolgte mit
dem Bildbearbeitungsprogramm Fiji (Fiji is Just ImageJ) sowie dem Zusatzprogramm
Biovoxxel. In die Auswertung inkludiert wurden Adipozyten, die mindestens eine Flache von
400 pm? und eine mdglichst runde Form aufwiesen. Manuell wurden alle nicht-adipozytaren
Strukturen sowie abgestorbene Adipozyten, erkennbar an den umliegenden kronenartigen
Strukturen, aussortiert. FUr die Auswertung wurde die mittlere Adipozytengrofie (Flache) pro
Maus dargestellt. Weiterhin wurde ein Histogramm erstellt, welches die GréRenverteilung der

Adipozyten in Form der prozentualen Haufigkeit zeigt.

2.2.8.2 Adipozyten des interskapularen braunen Fettgewebes

Fur die Analyse der Adipozytengrofle im braunen Fettgewebe wurden 5 Aufnahmen
unterschiedlicher Areale am Axiolmager.M2 Mikroskop angefertigt. Mit Hilfe der AxioVision
Software Version 4.8.3.0 (Carl Zeiss Microscopy GmbH; Jena) wurde pro Aufnahme die
Flache von 10 reprasentativen Adipozyten gemessen und am Ende der Mittelwert aus den

insgesamt 50 analysierten Zellen berechnet.

2.2.9 Herstellung und Analyse des Mauseplasmas

Das Blut fur die Plasmagewinnung wurde mittels Herzpunktur entnommen, durch Zugabe von
1 mM EDTA (Merck KGaA, Darmstadt) in 0,9% NaCl (B. Braun AG, Melsungen) antikoaguliert
und auf Eis gelagert. Die Weiterverarbeitung der Proben erfolgte durch zweifache
Zentrifugation. Zunachst wurden die Proben bei 4°C und 800xg flr 15 min zentrifugiert und
das im Uberstand befindliche Plasma in ein neues ReagenzgefaR tberfiihrt. Im zweiten Schritt
wurde das Plasma fiir 5 min bei 15.700xg zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und bis

zur Messung bei -20°C eingefroren.

Die Plasmakonzentration von Cholesterol, HDL und LDL + VLDL wurde mit dem HDL and
LDL/VLDL Quantification Colorimetric/Fluorometric Kit (Biovision, Inc., Milpitas, CA, USA)
bestimmt. Fur die Quantifizierung der Triglyzeride wurde das Triglyceride Colorimetric Assay
Kit (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MIl, USA) und fir die Bestimmung der FFA das
MaxDiscovery™ Non-esterified Fatty Acid (NEFA) Assay Kit (Bioo Scientific, Austin, TX, USA)
verwendet. Die Insulinkonzentration im Plasma wurde mittels Ulfra Sensitive Rat Insulin ELISA
Kit (Crystal Chem, Inc., Downers Grove, IL, USA) analysiert. Alle genannten Analysen wurden

entsprechend der Angaben des Herstellerprotokolls durchgefihrt.
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2.3 Analyse der Genexpression

2.3.1 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Die Isolation der RNA aus Zellen und Gewebe erfolgte nach der Phenol-Chloroform-Methode
[146] unter Verwendung des peqGOLD TriFast™ Reagenzes (PEQLAB Biotechnologie
GmbH, Erlangen). Die Zellen wurden durch Zugabe von 1 ml peqGOLD TriFast™ fir 15 min
lysiert und in ein neues Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Das bei -80°C zwischengelagerte Gewebe
wurde durch Zugabe von 1 ml des Reagenzes sowie einer RNase-freien Wolframcarbid-
Mahlkugel in einer MM 400 Schwingmihle (beides Retsch GmbH, Haan) dissoziiert. Die RNA-
Isolation des Fettgewebes erforderte aufgrund des hohen Lipidgehalts, der sich stérend auf
die Analyse auswirken kann, einen Zwischenschritt, in dem die dissoziierten Proben bei
12.000xg flir 10 min bei 4°C zentrifugiert wurden [141]. Hiernach lassen sich im
Reaktionsgefal® drei Phasen unterscheiden: Die obere Phase enthalt Gberschissige Lipide,
die leicht gelblich bis pinkfarbene Interphase enthalt die RNA und im Pellet finden sich
Extrazellularmembranen, Polysaccharide und hochmolekulare DNA. Fir die weiteren Schritte
wurde die RNA-haltige Interphase abgenommen und in ein neues Reaktionsgefald Gberflhrt.
Im weiteren Verlauf wurden Zellen und Gewebe gleich behandelt. Die lysierten Proben wurden
mit 200 pl Chloroform (VWR Chemicals, Fontenay-sous-Bois, Frankreich) vermischt und bei
15.700x%g fur 15 min zentrifugiert. Im Anschluss wurde die wassrige Phase abpipettiert und in
einem neuen Reaktionsgefald zu gleichen Teilen mit Isopropanol (VWR Chemicals, Fontenay-
sous-Bois, Frankreich) gemischt. Die Fallung der RNA erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Am
folgenden Tag wurde die gefallte RNA fur 45 min bei 15.700xg in der Zentrifuge pelletiert, der
Uberstand abgesaugt und das RNA-Pellet einmal mit 75% (V/V) Ethanol gewaschen.
AbschlieRend wurde das Pellet erneut bei 15.700xg fur 30 min sedimentiert und nach
Absaugen des Uberstands fiir 5 — 10 min bei 37°C getrocknet. Je nach GroRke des Pellets
wurde die RNA in 15 — 30 pl RNase freiem Wasser (Merck Millipore, Darmstadt) aufgenommen
und bei 65°C flr 5 min unter Schitteln gelést. Die Messung von Quantitat und Qualitat der
RNA wurde am NanoDrop 1000 Spektrophotometer (PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen) vorgenommen, wobei anschlielend nur solche RNA in cDNA umgeschrieben
wurde, bei der die [260 nm / 280 nm] und [260 nm / 230 nm] Absorptionsquotienten einen Wert
> 1,8 aufwiesen. Die cDNA-Synthese erfolgte unter Verwendung des QuantiTect Reverse

Transcription Kits (Qiagen, Hilden) mit 1000 ng RNA nach dem Protokoll des Herstellers.

2.3.2 Quantitative Real-Time PCR (qPCR)

Die Analyse der mRNA Genexpression erfolgte am Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Darmstadt) oder StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Life
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Technologies™, Singapur). Fir die qPCR wurde der Platinum® SYBR® Green gqPCR
SuperMix-UDG (Life Technologies™, Carlsbad, CA, USA) mit zugesetztem ROX-Farbstoff
eingesetzt. Die verwendeten Primer wurden mit Hilfe der Primer3Plus Software [147] sowie
NCBI Primer-BLAST [148] entworfen und uber Invitrogen™ (Life Technologies™, Carlsbad,
CA, USA) bezogen. Die Sequenzen der Primerpaare sind in Tabelle 5 aufgelistet. In den
finalen gPCR-Ansatzen betrug die Konzentration des Forward- und Reverse-Primers jeweils
0,625 uM. Die Konzentration der Proben im Ansatz betrug 2,083 ng/ul, wobei jede Probe als
Duplikat gemessen wurde. Die Reaktionsbedingungen fir den qPCR-Lauf und die
anschlieende Dissoziationskurve wurden dem Herstellerprotokoll des Platinum® SYBR®

Green gPCR SuperMix-UDG entnhommen.

Die Auswertung erfolgte mit der jeweils zugehoérigen 7300 Real-Time PCR System RQ Study
Software Version 1.4 (Applied Biosystems) bzw. StepOne™ Software Version 2.3 (Life
Technologies™). Fir die relative Quantifizierung wurde nach der AACqg-Methode [149]
vorgegangen, wobei die mRNA Expression der Zielgene auf die Expression der endogenen
Kontrolle (18S rRNA) korrigiert wurde.

Tabelle 5: Fiir die qPCR verwendete Primer und deren Sequenzen

GEN FORWARD PRIMER 5'-3' REVERSE PRIMER 5'-3' ‘
18S GCAATTATTCCCCATGAACG GGCCTCACTAAACCATCCAA
Cd44 GACCGGTTACCATAACTATTGTC CATCGATGTCTTCTTGGTGTG
Cidea GCAGCCTGCAGGAACTTATC TCATGAAATGCGTGTTGTCC
Has1 TATGCTACCAAGTATACCTCG TCTCGGAAGTAAGATTTGGAC
Has2 CAAAAATGGGGTGGAAAGAG ACAGATGAGGCAGGGTCAAG
Has3 CTCAGTGGACTACATCCAGG GACATCTCCTCCAACACCTC
Hyal1 GAAATGACAGATTATCTTCTGCCC | TTGTCTGAGCTTAGCCAGAG
Hyal2 GGTGGACCTTATCTCTACCAT TATTGGCAGGTCTCCATACTT
n-1g GGATGAGGACATGAGCACCT CGTCACACACCAGCAGGTTA
11-6 GATGGATGCTACCAAACTGGA | GGTACTCCAGAAGACCAGAGGA
Leptin CAGGGAGGAAAATGTGCTGGAG | CCGACTGCGTGTGTGAAATGTC
Mcp-1 TTCCTTCTTGGGGTCAGCAC GGCTGGAGAGCTACAAGAGG
Pgc-1a GCGGACAGAATTGAGAGACC CATTCTCAAGAGCAGCGAAA
Rhamm GCAGAAGGAGGAGCAGAGTG GGCGTGAGCAGCAATATGT
Tnf-a TCGAGTGACAAGCCTGTAGC AAGGTACAACCCATCGGCTG
Ucp-1 TCAGGATTGGCCTCTACGAC TGCCACACCTCCAGTCATTA
Vegf-a AGCTTCCTACAGCACAGCAG TGAGAGGTCTGGTTCCCGAA
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2.4 Statistische Auswertung

Die statische Auswertung der Ergebnisse erfolgte unter Verwendung der GraphPad Prism
Software Version 6.02 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).

Prinzipiell wurde zum Vergleich zweier Datensatze der ungepaarte Student’s t-test und zum
Vergleich mehrerer Datensatze eine One-way ANOVA mit zugehérigem Dunnet’'s multiple
comparisons test durchgefiihrt. Bei Vorliegen von zwei beeinflussenden Variablen (z.B. Zeit
und Behandlung bei Toleranztests oder Gewichtsverlaufen) wurde eine Two-way ANOVA mit
anschlielendem Sidak’s multiple comparison test angewandt. Im Fall von Zellkultur-
Versuchen, bei denen die Werte als Vielfaches einer Kontrolle mit konstantem Wert dargestellt
wurden, diente der gepaarte Wilcoxon signed-rank test dem Vergleich von zwei gepaarten
Datensatzen sowie der Friedman test (gepaarte Datensatze) oder der Kruskal-Wallis test
(nicht gepaarte Datensatze) mit anschlielendem Dunn’s multiple comparisons test dem
Vergleich mehrerer Datensatze. Um von einer Normalverteilung ausgehen zu kénnen, wurden
die auf einer exponentiellen Funktion beruhenden Daten der mRNA Genexpression fir die

statistische Auswertung logarithmiert.

Mit Hilfe des Grubb’s Tests wurden Ausreil3er identifiziert und von der statistischen Analyse
ausgeschlossen. Bei Vorliegen eines p-Wertes < 0,05 wurden die Ergebnisse als signifikant

unterschiedlich gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des HA-Systems wahrend der adipogenen
Differenzierung und der Entstehung von Adipositas

Zunachst sollte charakterisiert werden, ob bzw. inwiefern HA und HA-assoziierte Gene im
Rahmen der Adipozytendifferenzierung sowie der Entstehung von Adipositas und
Insulinresistenz Veranderungen unterliegen. Die Verdnderungen wahrend der Adipogenese
wurden an der etablierten Zelllinie 3T3-L1 in vitro untersucht. /n vivo wurde der Einfluss einer
Adipositas und Insulinresistenz sowohl im braunen als auch im weillen Fettgewebe in
C57BL/6J Mausen analysiert.

3.1.1 Veranderungen im HA-System wahrend der Differenzierung von
3T3-L1 Zellen

Zur Charakterisierung des HA-Systems im Verlauf der adipogenen Differenzierung wurden
3T3-L1 Zellen nach dem beschriebenen Standardprotokoll differenziert und zu verschiedenen
Zeitpunkten im Hinblick auf HA-Sekretion und mRNA Expression der Has, Hyals und HA-
Rezeptoren Cd44 und Rhamm untersucht. Im Einklang mit anderen Studien zu 3T3-L1 Zellen,
welche einen Anstieg der HA-Synthese [132, 134] sowie der Has2 mRNA [133] im Verlauf der
Differenzierung beschreiben, konnte auch hier eine signifikant gesteigerte HA-Sekretion im
Uberstand der 3T3-L1 Zellen 48 h nach Induktion der Adipogenese detektiert werden. Im
weiteren Verlauf der Differenzierung sank die HA-Konzentration im Uberstand wieder auf
Basalniveau (s. Abbildung 10A). Weiterhin konnte ebenfalls eine Induktion der Has2 mRNA
sowie der Rhamm mRNA 48 h nach Differenzierung gezeigt werden (s. Abbildung 10B und D).
Im Fall der Has3, Cd44, Hyal1 und Hyal2 mRNA konnten keine signifikanten Veranderungen
im Zeitverlauf der Differenzierung festgestellt werden (s. Abbildung 10C, E-G). Die Expression

der Has1 mRNA war in 3T3-L1 Zellen nicht nachweisbar.
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Abbildung 10: Veranderungen im HA-System wahrend der Differenzierung von 3T3-L1 Zellen.

A, Konzentration der innerhalb von 24 h sekretierten HA im Uberstand von 3T3-L1 Zellen, gemessen
mittels HA-Bindeprotein Sandwich ELISA-ahnlichem Assay, n = 4-5. B-G, Expression der Has2, Has3,
Rhamm, Cd44, Hyal1 und Hyal2 mRNA im Zeitverlauf der Differenzierung der 3T3-L1 Zellen, n = 5-7.
Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM, *p < 0,05. pre = Praadipozyten, d2 = Tag 2 (48 h nach
Differenzierung), d4 = Tag 4 (96 h nach Differenzierung) und d7 = Tag 7 (168 h nach Differenzierung).

3.1.2 Genexpression der Has und HA-Rezeptoren im Modell der Diat-
induzierten Adipositas in C57BL/6J Mausen

Im nachsten Schritt sollte der Einfluss einer Adipositas und Insulinresistenz auf die
Genexpression der HAS und HA-Rezeptoren im Fettgewebe in vivo untersucht werden.
Zunachst sollte verifiziert werden, dass durch Futterung einer diabetogenen Diat (DD) in
C57BL/6J Mausen tatsachlich eine Adipositas und Insulinresistenz induziert wird. Hierzu
wurden Mause Uber 16 Wochen mit einer DD vs. Kontrolldiat gefuttert. Wahrend der Futterung
uber 16 Wochen konnte eine deutliche Steigerung der Gewichtszunahme unter DD im
Vergleich zur Kontrolldiat beobachtet werden (s. Abbildung 11A). AuRerdem zeigte sich nach
13 Wochen Fuatterung im  Glukosetoleranztest eine signifikant verschlechterte
Glukosesensitivitat in der Gruppe DD-gefutterter Mause (s. Abbildung 11B). Somit konnte
bestatigt werden, dass das vorliegende Modell fir Untersuchungen einer Diat-induzierten
Adipositas geeignet ist. Nach 16 Wochen Fuatterung wurde schliellich das braune
interskapulare sowie das weil3e epididymale Fettgewebe aus C57BL/6J Mausen enthommen

und die Genexpression mittels gPCR analysiert.
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Abbildung 11: Induktion einer Adipositas und Insulinresistenz in C57BL/6J Mausen nach
Futterung einer DD vs. Kontrolldiat.

A, Korpergewicht wahrend der Fitterung Uber 16 Wochen, n = 4-6. B, Absolute
Blutglukosekonzentration im Verlauf des ipGTT nach 13 Wochen Futterung sowie zugehdrige AUC, n =
7. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, *p < 0,05.

3.1.2.1 Genexpression im braunen interskapularen Fettgewebe

Nach 16 Wochen Futterung konnte im braunen Fettgewebe der DD-gefiitterten Tiere eine
signifikante Induktion der Has? und Has2 mRNA, jedoch keine Veranderung der Has3, Hyal1
und Hyal2 mRNA beobachtet werden. Die Genexpression der HA-Rezeptoren Cd44 und

Rhamm wurde unter diabetogenen Bedingungen wiederum stark induziert.
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Abbildung 12: Verdnderungen der mRNA Expression HA-assoziierter Gene im braunen
Fettgewebe adiposer C57BL/6J Mause.

Has1-3, Rhamm, Cd44, Hyal1 und Hyal2 mRNA Expression nach 16 Wochen Fitterung einer DD vs.
Kontrolldiat, n = 8-9. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM, *p < 0,05.
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3.1.2.2 Genexpression im weiBen epididymalen Fettgewebe

Analog zu den Ergebnissen aus dem braunen Fettgewebe konnte auch im epididymalen
weillen Fettgewebe nach 16 Wochen Fuitterung ein deutlicher Trend zu einer gesteigerten
Has1 mRNA Expression sowie eine signifikant erhdhte Has2 mRNA Expression in adipbsen
Mausen gezeigt werden. Erneut zeigte sich keine Veranderung der Has3 mRNA Expression
in Folge der diabetogenen Futterung, wohl aber eine starke Induktion der HA-Rezeptoren
Rhamm und Cd44. Fur die Hyal1 und Hyal2 mRNA Expression konnte eine tendenziell
verstarkte Expression nach Diat-induzierter Adipositas beobachtet werden.
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Abbildung 13: Verdnderungen der mRNA Expression HA-assoziierter Gene im weilen
Fettgewebe adiposer C57BL/6J Mause.

Has1-3, Rhamm, Cd44, Hyal1 und Hyal2 mRNA Expression nach 16 Wochen Ftterung einer DD vs.
Kontrolldiat, n = 8-9. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, *p < 0,05.

3.2 Inhibition der HA-Synthese und des HA-Signalings in vitro

Im Folgenden sollte aufgeklart werden, inwieweit die beobachtete Steigerung der HA-
Synthese sowie ein HA-Signaling Uber die verstarkt exprimierten Rezeptoren RHAMM und

CD44 fur die Differenzierung und Lipidakkumulation von Adipozyten essentiell ist.

3.2.1 Inhibition der HA-Synthese mittels 4-MU-Natriumsalz

Zunachst wurden Praadipozyten aus stromal-vaskularen Zellen des braunen und weifl3en
Fettgewebes isoliert und der Einfluss einer Inhibition der HA-Synthese auf die Differenzierung

analysiert. Hierzu wurden die Zellen ab Induktion der Differenzierung kontinuierlich mit 100 yM
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4-MU-Natriumsalz behandelt. Eine Woche nach Differenzierung wurden die ausgereiften
braunen und weilen Adipozyten mit dem fettldslichen Farbstoff Olrot O angefarbt. Die 4-MU-
behandelten Zellen zeigten eine signifikant reduzierte Lipidakkumulation (s. Abbildung 14A
und B). Die mikroskopischen Aufnahmen verdeutlichen, dass unter 4-MU eine geringere
Anzahl ausdifferenzierter Adipozyten vorlag. Die Inhibition der HA-Synthese mittels 4-MU
fuhrte in isolierten Praadipozyten somit zu einer Reduktion der Adipogenese und

Lipidakkumulation.
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Abbildung 14: Differenzierung isolierter Fettgewebs-Praadipozyten unter Behandlung mit 4-
MU-Natriumsalz.

Représentative Aufnahmen der Olrot O Farbung differenzierter brauner (A) und weiRer (B) Adipozyten
mit zugehdriger quantitativer Auswertung der Olrot O Intensitat, n = 7 (A), n = 6 (B). MaRstabsbalken
entspricht 200 yum. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, *p < 0,05.

Um zu verifizieren, dass der beobachtete 4-MU Effekt tatsachlich im Zusammenhang mit einer
reduzierten HA-Konzentration steht, wurden weiterfiihrende Experimente an 3T3-L1 Zellen
vorgenommen. Zunachst konnte nachgewiesen werden, dass auch die Behandlung der 3T3-
L1 Zellen mit 100 uM 4-MU zu einer verringerten Differenzierung der Adipozyten fihrt.
Allerdings konnte der inhibitorische Effekt von 4-MU durch exogene Zugabe hochmolekularer
HA (HMW-HA) zu Zellen, die bereits fur 24 h mit 4-MU behandelt waren, aufgehoben werden.
In einem weiteren Ansatz wurden 3T3-L1 Zellen 24 h nach Induktion der Adipogenese mit
Hyaluronidase (2 U/ml) behandelt, um so dem beschriebenen Anstieg der HA-Konzentration
in der frihen Phase der Differenzierung entgegenzuwirken. Auch die somit ausgelOste
Degradation der HA konnte eine Reduktion der adipogenen Differenzierung hervorrufen (s.
Abbildung 15A). Fur die beschriebenen Experimente in 3T3-L1 Zellen wurde neben der Olrot
O Farbung auch eine Analyse der mRNA Expression des Adipozytenmarkers Leptin
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durchgefuhrt (s. Abbildung 15B). Leptin wird von 3T3-L1 Praadipozyten kaum, im Verlauf der
Adipozytenreifung jedoch immer starker exprimiert. Die Reduktion der Leptin Genexpression
in 4-MU und Hyaluronidase behandelten 3T3-L1 Zellen bestarkt damit die Ergebnisse der Olrot
O Farbung sowie die Hypothese, dass die Anwesenheit von HA fir die adipogene
Differenzierung und damit einhergehend fiir die Speicherung von Lipiden in Adipozyten in vitro

notwendig ist.
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Abbildung 15: Behandlung mit 4-MU, HMW-HA und Hyaluronidase in 3T3-L1 Zellen.

A, Olrot O Farbung differenzierter 3T3-L1 Zellen, unbehandelte Kontrolle vs. 4-MU, Hyaluronidase und
4-MU + HMW-HA Behandlung. Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen (Mafstabsbalken 200 ym)
sowie die quantitative Auswertung der Farbung, n = 6. B, Analyse der Leptin mMRNA Expression in
differenzierten 3T3-L1 Zellen unter 4-MU und Hyaluronidase Behandlung, n = 4-5. Dargestellt sind
Mittelwerte £ SEM, *p < 0,05.

3.2.2 Transfektion von siRNA in 3T3-L1 Zellen

Fur eine genauere mechanistische Untersuchung zur Rolle der HA in der Adipogenese wurden
3T3-L1 Zellen mit siRNA transfiziert. Es ist bekannt, dass 3T3-L1 Praadipozyten fir die
Konversion in reife Adipozyten zu Beginn ein Stadium des Wachstumsarrests [140, 150] sowie
direkt im Anschluss eine klonale Expansion [19] durchlaufen missen. Damit der Knockdown
der Zielgene bereits in diesen kritischen Stadien der Adipogenese vorliegt, wurde die
Transfektion der 3T3-L1 Zellen noch vor Induktion der Differenzierung durchgefuhrt. Nach 72 h
erfolgte die Bestimmung der Knockdown-Effizienz mittels qPCR (s. Abbildung 16A). Die
ausgereiften Adipozyten wurden schlieBlich wieder mit Hilfe der Olrot O Farbung analysiert (s.
Abbildung 16B). Der Knockdown der Has2 fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der

Differenzierung von 3T3-L1 Zellen. Dahingegen konnte durch den Knockdown der Has3 kein
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Effekt auf die Adipogenese detektiert werden. Dies untermauert die eingangs formulierte
Hypothese, dass insbesondere die HAS2-vermittelte HA-Synthese fir die Differenzierung von
3T3-L1 Zellen von Noten ist. Des Weiteren zeigte sich eine verminderte Lipidakkumulation
nach Knockdown der HA-Rezeptoren Rhamm und Cd44, was zudem die Annahme einer pro-

adipogenen HA-Signaltransduktion im Rahmen der frihen Differenzierung der 3T3-L1 Zellen

weiter bestarkt.
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Abbildung 16: Transfektion von siRNA in 3T3-L1 Zellen.
A, Bestimmung der Knockdown-Effizienz 72 h nach Transfektion der Has2, Has3, Rhamm oder Cd44
SiRNA, n = 4 (Has2, Rhamm, Cd44 siRNA), n = 6 (Has3 siRNA). B, Quantitative Analyse der Olrot O

Farbung in differenzierten 3T3-L1 Zellen nach siRNA Transfektion mittels RNAIMAX, n = 7
(Has2 siRNA), n = 9 (Has3, Rhamm, Cd44 siRNA). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, *p < 0,05.

3.3 Effekt einer 4-MU-vermittelten Inhibition der HA-Synthese in vivo

Weiterfuihrend sollte der Effekt einer 4-MU-vermittelten Inhibition der HA-Synthese in einem in
vivo Modell untersucht werden. Hierzu wurde in 8 — 10 Wochen alten, mannlichen C57BL/6J
Mausen durch diabetogene Fltterung Uber 22 Wochen eine Adipositas ausgeldst. Die Tiere
wurden dazu entweder mit diabetogener Diat (DD) als Kontrolle oder DD plus 50 g/kg 4-MU
(DD 4-MU) gefuttert. Im Zeitverlauf wurden die Gewichts- und Korperfettzunahme, die
Glukose- und Insulintoleranz sowie der Energieumsatz der Tiere untersucht. Nach Tétung der
Mause erfolgte die morphologische und molekularbiologische Analyse des braunen und
weillen Fettgewebes sowie der Leber. Weiterhin wurde die Insulin- und Lipidkonzentration im

Plasma untersucht.
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3.3.1 Analyse der Gewichts- und Korperfettzunahme unter Behandlung
mit 4-MU

Zur Analyse der Gewichtszunahme wurden die Mause einmal woéchentlich gewogen. Dabei
zeigte sich in der Gruppe der DD 4-MU-behandelten Tiere bereits nach 5 Wochen eine
signifikant geringere Gewichtszunahme als in den DD-geflitterten Kontrolltieren. Der
Gewichtsunterschied blieb im Folgenden Uber die gesamte Futterungszeit bestehen
(s. Abbildung 17A). Weiterhin konnten NMR Untersuchungen der Tiere nach 5, 11 und 17
Wochen Filtterung bestatigen, dass der Korperfettanteil in Bezug auf die Gesamt-
Korpermasse der Tiere (= Korperfett- plus Magermasse) in der 4-MU-behandelten Gruppe
deutlich reduziert war (s. Abbildung 17B). Um auszuschlieRen, dass die detektierten
Unterschiede nur auf einer verringerten Futteraufnahme der 4-MU-behandelten Mause
beruhen, wurde im Rahmen der metabolischen Untersuchung im TSE Phenomaster die
Menge des aufgenommenen Futters pro Maus kontrolliert. Hierbei konnte gezeigt werden,
dass keine nachweisbaren Unterschiede in der Futteraufnahme zwischen den Gruppen
vorlagen (s. Abbildung 17C). Folglich schien der positive Effekt auf die Gewichtszunahme und
Fettakkumulation spezifisch durch die Behandlung der C57BL/6J Mause mit 4-MU zustande

zu kommen.
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Abbildung 17: Korpergewicht, Korperfettmasse und Futteraufnahme von C57BL/6J Mausen
gefuttert mit DD * 4-MU.

A, Gewichtsverlauf wahrend der diabetogenen Futterung tber 22 Wochen, n = 8-9. B, NMR Analysen
zur Bestimmung des Korperfettanteils pro Gesamt-Kérpermasse, bestimmt nach 5 (n = 12-14), 11 und
17 Wochen (n = 8-9) Futterung. C, Analyse der innerhalb von 24 h aufgenommenen Futtermenge
wahrend der Messung im TSE Phenomaster nach 11 Wochen Ftterung, korrigiert fir die Magermasse
des jeweiligen Tiers, n = 5-6. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, *p < 0,05.

3.3.2 Effekt von 4-MU auf die Glukose- und Insulintoleranz

Anknlpfend wurde die Frage adressiert, ob sich die demonstrierten Gewichtsunterschiede
auch auf die systemische Glukose- und Insulintoleranz der Mause auswirken. Hierzu wurde
nach 13 Wochen Futterung ein ipGTT sowie nach 14 Wochen Futterung ein ITT durchgefuhrt.
In den Tests konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit 4-MU zu einer verbesserten
Glukosetoleranz  fihrt, gekennzeichnet durch einen geringeren Anstieg der
Blutglukosekonzentration nach Injektion der Glukose (1 g/kg KG) sowie einer geringeren
zugehdrigen AUC in der 4-MU-behandelten Gruppe (s. Abbildung 18A). Auch die
Insulinsensitivitat schien unter 4-MU Behandlung verbessert, da die Tiere der 4-MU Gruppe
im ITT auf das injizierte Insulin (0,75 U/kg KG) mit einem starkeren Abfall der
Blutglukosekonzentration reagierten, einhergehend mit einer signifikant geringeren AUC

(s. Abbildung 18B). Da bekannt ist, dass Adipositas und Insulinresistenz gegenregulatorisch
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zu einer verstarkten Freisetzung von Insulin aus dem Pankreas fuhren [151, 152], wurde
zusatzlich die Insulinkonzentration im Plasma der diabetogen gefutterten Tiere untersucht.
Dabei konnte demonstriert werden, dass die 4-MU Behandlung zu einer reduzierten Insulin-
Plasmakonzentration im Vergleich zur Kontrolle fuhrt (s. Abbildung 18C). Dies wiederum lasst

auf verringerte Insulinresistenz in 4-MU-behandelten Mausen schliel3en.
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Abbildung 18: Bestimmung der Glukose- und Insulintoleranz in C57BL/6J gefittert mit
DD * 4-MU.

A, Absolute Blutglukosekonzentration sowie zugehorige AUC des ipGTT nach 13 Wochen Ftterung, n
= 7-8. B, Absolute Blutglukosekonzentration sowie zugehorige AUC des ITT nach 14 Wochen Fltterung,
n = 8. C, Mittels ELISA bestimmte Insulinkonzentration im Plasma nach 22 Wochen Fitterung, n = 6-7.
Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM, *p < 0,05.

3.3.3 Analyse der Hypertrophie und Inflammation im weiBen Fettgewebe

Durch Adipositas ausgeldste pathologische Verdnderungen im weilen Fettgewebe, wie
beispielsweise exzessive Hypertrophie, Hypoxie und Inflammation, kdnnen mafigeblich zu der
Entwicklung einer Insulinresistenz beitragen. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die
Inhibition der HA-Akkumulation durch 4-MU auch auf Ebene des epididymalen weil3en
Fettgewebes einer Insulinresistenz entgegenwirkt. Nach 22 Wochen Fitterung DD + 4-MU
wiesen Tiere, die mit 4-MU behandelt wurden, ein signifikant geringeres Gewicht des linken
epididymalen Fettlappens auf (s. Abbildung 19A). Darlber hinaus zeigte sich unter Futterung
mit 4-MU auch eine Reduktion der Adipozytengréfe (s. Abbildung 19B), was besonders in der
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prozentualen GrélRenverteilung der weillen Adipozyten deutlich wird: In 4-MU-behandelten
Mause konnten im Vergleich zur Kontrolle prozentual mehr kleine, jedoch weniger grol3e
Adipozyten detektiert werden (s. Abbildung 19C).

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die reduzierte Adipozytenhypertrophie nach 4-MU
Behandlung auch auf inflammatorische Prozesse des weilRen Fettgewebes Einfluss nimmt.
Entzindetes Fettgewebe ist gekennzeichnet durch das Auftreten sogenannter kronenartiger
Strukturen, welche positiv fur den auf Makrophagen zu findenden Oberflachenmarker MAC2
sind. In der immunhistochemischen MAC2 Farbung zeigte sich tatsachlich eine reduzierte
Anzahl der kronenartigen Strukturen im epididymalen Fettgewebe 4-MU-behandelter Tiere (s.
Abbildung 19D). Unterstutzend konnte auflerdem demonstriert werden, dass die
Genexpression der inflammatorischen Marker Mcp-1 und /I-18 im epididymalen Fettgewebe

signifikant sowie Tnf-a und /I-6 tendenziell reduziert war (s. Abbildung 19E).

Zusammenfassend scheint also die verringerte Gewichtszunahme und verbesserte
Insulintoleranz in  4-MU-behandelten  Mausen mitunter in einer reduzierten

Adipozytenhypertrophie und —inflammation begriindet zu sein.
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Abbildung 19: Effekt der 4-MU Behandlung auf Hypertrophie und Inflammation im weiRen
Fettgewebe von DD-gefiitterten C57BL/6J.

A, Gewicht des linken epididymalen Fettlappens bei Entnahme nach 22 Wochen Futterung, n = 11.
B, Analyse der AdipozytengroRe im epididymalen weiRen Fettgewebe nach 22 Wochen Fltterung sowie
reprasentative Aufnahmen der zugrunde liegenden H&E Farbung (Malstabsbalken 200 pm).
C, Prozentuale GroRenverteilung der Adipozyten. D, Quantitative Auswertung sowie reprasentative
Aufnahmen der MAC2 Farbung aus dem epididymalen Fettgewebe. Malstabsbalken entspricht
500 ym. E, mRNA Expression der inflammatorischen Gene Tnf-a, II-6, Mcp-1 und /I-16. Daten aus B-E
beruhen auf n = 6-7. Gezeigt sind Mittelwerte £ SEM, *p < 0,05.
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3.3.4 Untersuchung der Lipidakkumulation der Leber sowie des basalen
Energieumsatzes der Mause

Wie zuvor beschrieben, konnte kein Unterschied in der aufgenommenen Futtermenge
zwischen Kontrolle und 4-MU-gefutterten C57BL/6J Mausen nachgewiesen werden. Daher
stellte sich die Frage, was in den 4-MU-behandelten Tieren mit der Gberschissigen Menge an
aufgenommenen Kalorien passiert, wenn deren Speicherung in Form von Triglyzeriden im
Fettgewebe offenbar deutlich reduziert ist. Zu diesem Zweck wurde zunachst die Leber der
beiden Versuchsgruppen analysiert, da bekannt ist, dass bei mangelnder oder erschopfter
Triglyzeridspeicherung im Fettgewebe eine ektope Lipidakkumulation in der Leber erfolgen
kann [153, 154]. In der H&E Farbung der Leberpraparate konnte eine deutliche
Leberverfettung der DD-gefltterten Tieren demonstriert werden, welche in der 4-MU-
gefltterten Gruppe jedoch nahezu vollstandig unterdriickt war (s. Abbildung 20A). Auch das
Gewicht der Leber war nach 16 Wochen Fatterung mit DD plus 4-MU reduziert (s. Abbildung
20B). Demzufolge fuhrte die Behandlung der Mause mit 4-MU nicht zu einer ektopen
Lipidakkumulation in der Leber, sondern schien vielmehr auch vor der Entstehung einer durch

Adipositas und Insulinresistenz hervorgerufenen Fettleber zu schutzen.

Im nachsten Schritt wurde analysiert, ob die Futterung mit 4-MU zu Veranderungen im basalen
Energieumsatz der Mause und damit zu einer verstarkten Kalorienverbrennung fuhrt. Hierzu
wurden die Tiere nach 11 Wochen Futterung mittels Messung im TSE Phenomaster indirekt
kalorimetrisch untersucht. Tatsachlich konnte in der nachtlichen, aktiven Phase der Mause
eine signifikante Steigerung des Sauerstoffverbrauchs als Maf3 fur eine Erhéhung des basalen
Energieumsatzes gemessen werden (s. Abbildung 20C). Daraus kann geschlussfolgert
werden, dass die Reduktion von Adipositas und Insulinresistenz unter Behandlung mit 4-MU

mit einer erhdhten Verbrennung aufgenommener Kalorien einhergeht.
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Abbildung 20: Lipidakkumulation in der Leber und basaler Energieumsatz von C57BL/6J Mausen
gefuttert mit DD * 4-MU.

A, Reprasentative Aufnahmen der H&E Farbung der Leber (Maf3stabsbalken = 200 ym) und B,
Bestimmung des Lebergewichts nach 16 Wochen Fitterung DD £ 4-MU, n = 10-11. C, Analyse des
basalen Energieumsatzes mittels indirekter Kalorimetrie nach 11 Wochen Fuitterung, n = 4-6. Dargestellt
sind Mittelwerte £ SEM, *p < 0,05.

3.3.5 Veranderungen im braunen Fettgewebe unter Behandlung mit 4-MU

Um aufzuklaren, ob die beschriebene Veranderung des Energieumsatzes unter 4-MU
Behandlung aus einer erhdhten Aktivitat des braunen Fettgewebes und damit einer
gesteigerten Thermogenese resultiert, wurde im Folgenden das braune Fettgewebe der
C57BL/6J Mause analysiert. Passend zu den in vitro Daten, die eine Hemmung der
Differenzierung brauner Adipozyten durch 4-MU zeigten, konnte in vivo ein verringertes
Gewicht des braunen Fettgewebes detektiert werden (s. Abbildung 21A). Nicht nur das
Gewebe an sich, auch die braunen Adipozyten waren unter 4-MU Behandlung im Vergleich
zur Kontrolle deutlich kleiner und zeigten weniger Lipidakkumulation (s. Abbildung 21B). Mit
Hilfe der gqPCR konnte eine signifikante Induktion der mRNA Expression der
Aktivierungsmarker Ucp-1, Cidea und Pgc-1a demonstriert werden (s. Abbildung 21C). Auch
die immunhistochemische Farbung fir UCP-1 zeigte eine deutliche Steigerung des
mitochondrialen Markers im braunen Fettgewebe 4-MU-behandelter Tiere (s. Abbildung 21D).
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Abbildung 21: Effekt der 4-MU Behandlung auf Lipidakkumulation und Aktivitit im braunen

Fettgewebe.

A, Gewicht des braunen Fettgewebes nach 22 Wochen Fitterung DD + 4-MU, n = 5. B, Quantitative
Auswertung der AdipozytengroRe sowie reprasentative Aufnahmen der zugrundeliegenden H&E
Farbung. Malistabsbalken definiert 200 pym, n = 5-6. C, mRNA Expression der Aktivierungsmarker des
braunen Fettgewebes Ucp-1, Cidea und Pgc-1a, n = 6-7. D, Reprasentative Aufnahmen der UCP-1
Farbung, Malistabsbalken entspricht 200 um. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, *p < 0,05.

Wie in vorherigen Studien publiziert wurde, spielen Angiogenese und Vaskularisierung,
einhergehend mit einer erhéhten Expression von Vegf-a, fur die Steigerung der Aktivitat bzw.
Thermogenese im braunen Fettgewebe eine besondere Rolle [76, 78, 155]. Aus diesem Grund
wurde im nachsten Schritt die Vaskularisierung des braunen Fettgewebes der DD + 4-MU-
gefltterten Tiere untersucht. Tatsachlich zeigte sich infolge der 4-MU Behandlung eine
gesteigerte Expression der Vegf-a mRNA im braunen Fettgewebe (s. Abbildung 22A). Ferner
konnte mit Hilfe der Isolectin B4 Farbung eine erhdhte Dichte von Blutgefallen nach

Behandlung mit 4-MU demonstriert werden (s. Abbildung 22B).

Abschliellend wurde analysiert, ob die Inhibition der HA-Synthese mittels 4-MU auch nach
Auslésung eines Stimulus zu einer verstarkten Aktivierung des braunen Fettgewebes flhrt.
Hierzu wurden die Tiere im TSE Phenomaster fur 8 h der Kalte (4°C), einem bekannten

Induktor der Aktivitat des braunen Fettgewebes, ausgesetzt und in dieser Zeit indirekt
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kalorimetrisch untersucht. Als physiologische Reaktion zeigt sich mit Absinken der
Umgebungstemperatur ein gegenregulatorischer Anstieg des Sauerstoffverbrauchs der Tiere.
Dieser Anstieg war Uber die gemessenen 8 h Kalteexposition héher in 4-MU-behandelten
Tieren als in den Kontrollen (s. Abbildung 22C). Somit scheint 4-MU neben der Erhéhung des
basalen Energieumsatzes auch zu einer starkeren Aktivierbarkeit des braunen Fettgewebes

behandelter Mause zu fuhren.
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Abbildung 22: Vaskularisierung des braunen Fettgewebes und Kailte-induzierter Energieumsatz
von C57BL/6J Mausen gefittert mit DD * 4-MU.

A, Vegf-a mRNA Expression im braunen Fettgewebe, n = 6-7. B, Quantitative Analyse der Isolectin B4
Farbung im braunen Fettgewebe, dargestellt als Isolectin B4 positive Flache pro Bildausschnitt. Gezeigt
sind reprasentative Aufnahmen der Farbung. Malistabsbalken definiert 200 ym, n = 5-6. C, Messung
des Kalte-induzierten Sauerstoffverbrauchs wahrend 8 h Kalteexposition im TSE Phenomaster. Die
Messung und Analyse erfolgte durch Dr. Tamara Castafieda am Institut fir Klinische Biochemie und
Pathobiochemie des Deutschen Diabetes Zentrums (DDZ) in Disseldorf. Gezeigt sind Absolutwerte zu
den einzelnen Messzeitpunkten sowie der Mittelwert aus 8 h Kalteexposition, n = 10-12. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM, *p < 0,05.

Als Fazit kann postuliert werden, dass die Behandlung der Mause mit 4-MU zusammen mit

einer verstarkten Vaskularisierung zu einer Steigerung der thermogenetischen Aktivitat des
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braunen Fettgewebes flihrt. Dies resultiert schliellich in einem erhdéhten Energieumsatz,

sprich einer gesteigerten Verbrennung der mit der Nahrung aufgenommen Kalorien.

3.3.6 Effekt der 4-MU Behandlung auf Browning und Vaskularisierung des
weilen Fettgewebes

Neben der direkten Aktivierung des braunen Fettgewebes kann auch eine Transformation der
weillen Adipozyten, das sogenannte Browning, zu einer Steigerung der Thermogenese und
damit einem schlanken Phanotyp flihren. Um aufzuklaren, ob sich eine Behandlung mit 4-MU
in den Mausen auch in einem Browning des weillen Fettgewebes aullert, wurde das subkutane
Fettgewebe der DD + 4-MU-gefitterten Tiere analysiert. Die Analyse der Genexpression der
Marker des braunen Fettgewebes zeigte signifikante Steigerung der Pgc-17a mRNA im
subkutanen Fettgewebe 4-MU-behandelter Mause, allerdings keinen Effekt auf die Expression
von Ucp-1 und Cidea (s. Abbildung 23A). Weiterhin konnte in der UCP-1 Farbung des
subkutanen Fettgewebes weder in der DD Kontrolle, noch in den DD 4-MU-gefutterten Mausen
ein positives Signal detektiert werden (s. Abbildung 23B). Dennoch scheint 4-MU analog zu
den Ergebnissen aus dem braunen Fettgewebe auch die mRNA Expression von Vegf-q,
allerdings nicht die Isolectin B4 positive GefalRdichte im subkutanen Fettgewebe zu erhéhen
(s. Abbildung 23C und D).
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Abbildung 23: Analyse des Brownings und der Vaskularisierung im subkutanen Fettgewebe von

C57BL/6J gefiittert mit DD * 4-MU.

A, mRNA Expression der Aktivierungsmarker des braunen Fettgewebes Ucp-1, Cidea und Pgc-1a,
n = 6-8. B, Ucp-1 Farbung, MalRstabsbalken entspricht 200 um, n = 6-7. C, Vegf-a mRNA Expression,
n = 6-8. D, Isolectin B4 Farbung des subkutanen Fettgewebes. Quantitative Analyse der Isolectin B4
positiven Flache pro Feld sowie reprasentative Aufnahmen. MaRstabsbalken definiert 200 ym, n = 6-7.

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, *p < 0,05.

3.3.7 Plasma-Lipidprofil 4-MU-gefiitterter Mause

Im weiteren Verlauf wurde analysiert, ob die gesteigerte Aktivitat des braunen Fettgewebes
eine Konzentrationsanderung der Plasmalipide in den DD + 4-MU-gefitterten Mausen
hervorruft. Wie bekannt ist, geht eine Steigerung der Aktivitat und Thermogenese im braunen
Fettgewebe mit einer erhdhten Lipolyse bzw. vermehrten Oxidation freier Fettsauren (FFA)
einher. In der Zirkulation kann daraufhin eine Reduktion der Plasmalipidkonzentration
festgestellt werden [63]. Nach 22 Wochen Futterung mit DD + 4-MU zeigte sich allerdings kein
Unterschied in der Plasmakonzentration der Triglyzeride oder FFA (s. Abbildung 24A). Auch
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in die Cholesterin-, LDL + VLDL- und HDL-Konzentration im Plasma war unter Behandlung mit

4-MU im Vergleich zur Kontrolle unverandert (s. Abbildung 24B).
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Abbildung 24: Analyse der Plasmalipide von C57BL/6J Méausen nach 22 Wochen Fiitterung mit

DD * 4-MU.
Konzentration der Triglyzeride und FFA (A, n = 6-7) sowie des Cholesterins, LDL + VLDL und HDL (B,
n = 8) im Plasma der Mause. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.
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3.4 Untersuchung von Has-knockout Mausen im Hinblick auf einen
metabolischen Phanotyp

Um genauer aufzuschlisseln, Uber welchen Mechanismus die beobachtete protektive Wirkung
von 4-MU in vivo vermittelt wird, wurden verschiedene Has-knockout Mause im Modell der
Diat-induzierten Adipositas untersucht. Da 4-MU ein Inhibitor aller HA-Synthasen ist, sollte
hierbei unter anderem aufgeklart werden, ob die 4-MU-vermittelten Effekte tatsachlich
spezifisch einem HAS-Isoenzym zuzuschreiben sind, oder ob moglicherweise direkte, HA-
unabhangige Effekte eine Rolle spielen. Analysiert wurden sowohl ubiquitare Has2- und
HAS3-knockout Mause als auch adipozytenspezifische Has2- und HAS3-knockout Mause,
wodurch Erkenntnisse dariber gewonnen werden kénnen, ob eine spezifische Deletion der
Has im Fettgewebe oder aber der Knockout der Has in weiteren Geweben bzw. Zellen zur
Entstehung eines moglichen Phanotyps beitragen. Zu diesem Zweck wurden die
Schlisselexperimente aus den Untersuchungen der DD + 4-MU-gefiitterten C57BL/6J Mause

in den Has-knockout Mausen wiederholt.

3.4.1 Has2-knockout Mause

Aufgrund der Letalitdt des embryonalen Has2-Knockouts konnte erst im adulten Alter der
Mause ein Knockout induziert und dessen Effekt untersucht werden. Rosa26CreER™ /
Has2o¥fox Mause (Has2-knockout) und entsprechende Rosa26CreER™*- Mause (Kontrolle)
wurden im Alter von 16 — 20 Wochen mit Tamoxifen behandelt und eine Woche nach

letztmaliger Tamoxifengabe tUber 22 Wochen mit DD geflttert.

3.4.1.1 Analyse der Gewichts- und Korperfettzunahme

Uber den Zeitraum der Fitterung konnte kein signifikanter Unterschied in der
Gewichtszunahme zwischen Has2-knockout und den entsprechenden Rosa26CreER™*
Kontrollen detektiert werden (s. Abbildung 25A). Auch der Korperfettgehalt der Has2-knockout
Tiere war im Vergleich zur Kontrolle unverandert (s. Abbildung 25B). Eine Veranderung der
Futteraufnahme als moglicher beeinflussender Faktor konnte wiederum ausgeschlossen
werden, da auch hier kein Unterschied zwischen den Gruppen nachweisbar war (s. Abbildung
25C). Folglich scheint der ubiquitare Knockout der Has2 im Mausmodell keine Auswirkung auf

die Entstehung einer Diat-induzierten Adipositas zu haben.
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Abbildung 25: Korpergewicht, Korperfettmasse und Futteraufnahme von DD-gefiitterten Has2-
knockout vs. Rosa26CreER™*- Mausen.

A, Gewichtsverlauf wahrend der diabetogenen Futterung Uber 22 Wochen. B, NMR Analysen zur
Bestimmung des Koérperfettanteils pro Gesamt-Kérpermasse, bestimmt nach 5, 11 und 17 Wochen
Fitterung. C, Analyse der innerhalb von 24 h aufgenommenen Futtermenge wahrend der Messung im
TSE Phenomaster nach 11 Wochen Futterung, korrigiert fur die Magermasse des jeweiligen Tiers. Alle
Daten beruhen auf n = 9-11. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM.

3.4.1.2 Untersuchung der Glukose- und Insulintoleranz

Obgleich der Has2-Knockout zu keiner Veranderung der Gewichts- und Fettzunahme der
diabetogen gefutterten Mause fuhrte, sollte im Folgenden analysiert werden, ob unabhangig
davon ein Effekt auf die systemische Glukose- und Insulintoleranz vorlag. Hierzu wurde nach
19 Wochen Fitterung ein ipGTT und nach 20 Wochen Futterung ein ITT durchgefiihrt. In Has2-
knockout Mausen zeigte sich im ITT eine signifikante Verbesserung der Insulinsensitivitat (s.
Abbildung 26B). Der ipGTT nach 19 Wochen Fltterung wies jedoch auf eine unveranderte
Glukoseverwertung in Has2-knockout Mausen hin (s. Abbildung 26A). Des Weiteren konnte
nach 22 Wochen Fltterung nur eine tendenzielle Reduktion der Insulinkonzentration im
Plasma von Has2-knockout im Vergleich zu Rosa26CreER™*- Mausen festgestellt werden (s.
Abbildung 26C).
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Abbildung 26: Glukose- und Insulintoleranz in DD-gefiitterten Has2-knockout vs.
Rosa26CreER™?*- Mausen.

Absolute Blutglukosekonzentration sowie zugehdrige AUC von A, ipGTT nach 19 Wochen Futterung
und B, ITT nach 20 Wochen Futterung. C, Insulinkonzentration im Plasma nach 22 Wochen Fitterung.
Alle Daten beruhen auf n = 9-11. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM, *p < 0,05.

3.4.1.3 Analyse der Hypertrophie und Inflammation im weiBen Fettgewebe

Aufgrund der beobachteten verbesserten Insulinsensitivitat in Has2-knockout Mausen wurde
im nachsten Schritt das weilte Fettgewebe im Hinblick auf Hypertrophie und Inflammation
untersucht. Das Gewicht sowie die Adipozytengrélie des epididymalen Fettgewebe waren in
Has2-knockout Mausen signifikant reduziert (s. Abbildung 27A und B). In der GroRRenverteilung
der Adipozyten zeigte sich eine leichte Steigerung der prozentualen Haufigkeit von kleineren
Adipozyten sowie eine Abnahme der Haufigkeit hypertropher Adipozyten in der Gruppe der
Has2-knockout Tiere (s. Abbildung 27C). Die Analyse der Inflammation im weil’en Fettgewebe
demonstrierte zudem eine signifikante Abnahme der MAC2-positiven kronenartigen Strukturen
in Has2-knockout Mausen (s. Abbildung 27D). Damit einhergehend war auch eine Reduktion
der mRNA Expression der inflammatorischen Marker Mcp-1 und /-1 im weil3en Fettgewebe
detektierbar (s. Abbildung 27E). Die Ergebnisse der Analyse von Hypertrophie und
Inflammation in Has2-knockout Mausen sind vergleichbar mit den Beobachtungen, die in der
Gruppe 4-MU-behandelter C57BL/6J Mause gemacht wurden. So scheint ein kausaler

Zusammenhang zwischen dem ubiquitaren Knockout der Has2 und dem verbesserten
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Ansprechen der Mause auf Insulin bzw. der reduzierten Inflammation im epididymalen

Fettgewebe zu bestehen.
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Abbildung 27: Hypertrophie und Inflammation im epididymalen Fettgewebe von Has2-knockout
und Rosa26CreER™*- Mausen gefiittert mit DD.

A, Gewicht des linken epididymalen Fettlappens bei Entnahme nach 22 Wochen Fitterung, n = 9-10.
B, Analyse der AdipozytengréoRe nach 22 Wochen Fitterung sowie reprasentative Aufnahmen der
zugrunde liegenden H&E Farbung (Malstabsbalken 500 pm), n = 9-11. C, Prozentuale
Grolenverteilung der Adipozyten, n 9-11. D, Quantitative Auswertung sowie repréasentative
Aufnahmen der MAC2 Farbung aus dem epididymalen Fettgewebe. Mal3stabsbalken entspricht 500
um, n = 9-11. E, mRNA Expression der inflammatorischen Gene Mcp-1 und /-1, n = 7-8. Gezeigt sind
Mittelwerte + SEM, *p < 0,05.
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3.4.1.4 Effekt des Has2-Knockouts auf den basalen Energieumsatz und die

Funktion des braunen Fettgewebes

In Analogie zu den in 4-MU-behandelten C57BL/6J Mausen durchgefuhrten Experimenten
wurde auch der Effekt des Has2-Knockouts auf den Energieumsatz mit Hilfe indirekter
Kalorimetrie untersucht. Hierbei konnten keine Veranderungen im Sauerstoffverbrauch
zwischen Has2-knockout und Rosa26CreER™*- Mausen detektiert werden (s. Abbildung 28A).
Der ubiquitédre Has2-Knockout im Mausmodell hatte folglich keinen Einfluss auf den
Energieumsatz der Mause. Im Einklang mit dieser Feststellung konnten auch bei der Analyse
des braunen Fettgewebes von Has2-knockout Mausen im Vergleich zur Rosa26CreER™*-
Kontrolle keine relevanten Unterschiede festgestellt werden. Obwohl in Has2-knockout
Mausen das Gewicht des braunen Fettgewebes signifikant und die AdipozytengréfRe im
braunen Fettgewebe tendenziell reduziert waren (s. Abbildung 28B und C), konnte kein
Einfluss auf die Aktivitdt und Vaskularisierung im braunen Fettgewebe durch den Has2-
Knockout beobachtet werden. Dies konnte anhand der unveranderten mRNA Expression von

Ucp-1, Cidea, Pgc-1a sowie Vegf-a demonstriert werden (s. Abbildung 28D und E).
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Abbildung 28: Analyse des basalen Energieumsatzes sowie der Verdnderungen im braunen
Fettgewebe von Has2-knockout vs. Rosa26CreER™*-Mausen.

A, Basaler Energieumsatz, gemessen mittels indirekter Kalorimetrie nach 11 Wochen Futterung, n = 9-
11. B, Gewicht des braunen Fettgewebes nach 22 Wochen Fitterung, n = 9-11. C, Quantitative
Auswertung der AdipozytengroRe sowie reprasentative Aufnahmen der zugrundeliegenden H&E
Farbung. MaRstabsbalken definiert 200 ym, n = 9-11. D, mMRNA Expression der Aktivierungsmarker des
braunen Fettgewebes Ucp-1, Cidea und Pgc-1a sowie E, mMRNA Expression von Vegf-a im braunen
Fettgewebe, n = 8-10. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM, *p < 0,05.

3.4.2 Adipozytenspezifische Has2-knockout Mause

Die Problematik der Letalitat des kongenitalen Has2-Knockouts kann umgangen werden,
indem der Knockout der Has2 spezifisch im Fettgewebe ausgeldst wird. Adipozytenspezifische
Has2-knockout Mause waren lebensfahig und ohne phanotypische Auffalligkeiten. Im
verwendeten Modell der Fabp4Cre-Maus wurde sowohl im weiRen als auch im braunen
Fettgewebe ein Knockout induziert. Mit Hilfe des gewebespezifischen Knockouts konnte

aullerdem untersucht werden, welche Effekte spezifisch durch die Deletion in Adipozyten
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vermittelt werden, wohingegen bei ubiquitaren Knockout-Modellen haufig sekundare Effekte

durch die veranderte Genexpression in anderen Zielzellen beobachtet werden.

Im Alter von 8 Wochen wurde mit der diabetogenen Futterung der adipozytenspezifischen
Has2-knockout und der Fabp4Cre (Kontrolle) Mause begonnen. Zu diesem Zeitpunkt wiesen
die adipozytenspezifischen Has2-knockout Mause keinen Gewichtsunterschied zu den

Kontrollen auf.

3.4.2.1 Analyse der Gewichts- und Korperfettzunahme

Wahrend der diabetogenen Fitterung uber 22 Wochen konnte kein Unterschied in der
Gewichtszunahme zwischen adipozytenspezifischen Has2-knockout und Fabp4Cre Mausen
gezeigt werden (s. Abbildung 29A). Allerdings konnte nach 17 Wochen Fitterung im NMR eine
signifikante Reduktion des Korperfettgehalts von adipozytenspezifischen Has2-knockout
Mé&ausen nachgewiesen werden, welche nach 5 und 11 Wochen Fuitterung jedoch noch nicht
sichtbar war (s. Abbildung 29B). Die mit Hilfe des TSE Phenomasters durchgefuhrte Analyse
der Futteraufnahme zeigte wiederum keinen Unterschied zwischen den untersuchten
Tiergruppen (s. Abbildung 29C). Somit kann ausgeschlossen werden, dass der reduzierte
Kdrperfettanteil der adipozytenspezifischen Has2-knockout Mause durch eine verringerte

Futteraufnahme zustande kam.
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Abbildung 29: Korpergewicht, Korperfettmasse und Futteraufnahme von DD-gefiitterten
adipozytenspezfischen Has2-knockout vs. Fabp4Cre Mausen.

A, Gewichtsverlauf wahrend der diabetogenen Futterung Uber 22 Wochen, n = 13. B, NMR Analysen
zur Bestimmung des Korperfettanteils pro Gesamt-Kérpermasse, bestimmt nach 5 (n = 13), 11 (n = 12-
15) und 17 Wochen (n = 9-11) Fitterung. C, Analyse der innerhalb von 24 h aufgenommenen
Futtermenge wahrend der Messung im TSE Phenomaster nach 11 Wochen Fltterung, korrigiert fur die
Magermasse des jeweiligen Tiers, n = 5-7. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, *p < 0,05.

3.4.2.2 Untersuchung der Glukose- und Insulintoleranz

Die Glukose- und Insulintoleranz der Mause wurde wie zuvor mit Hilfe des ipGTT und ITT nach
13 bzw. 14 Wochen Fitterung analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass weder die
Glukoseverwertung noch die Insulinsensitivitdt zwischen adipozytenspezifischen Has2-
knockout Mausen und Fabp4Cre Kontrolltieren verandert war (s. Abbildung 30A und B).

Gleichwohl konnte kein Unterschied in der Insulinkonzentration im Plasma detektiert werden
(s. Abbildung 30C).
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Abbildung 30: Glukose- und Insulintoleranz in DD-gefiitterten adipozytenspezifischen Has2-
knockout vs. Fabp4Cre Mausen.

A, Absolute Blutglukosekonzentration sowie zugehdérige AUC des ipGTT nach 13 Wochen Fitterung, n
= 10-13. B, Absolute Blutglukosekonzentration sowie zugehoérige AUC des ITT nach 14 Wochen
Fitterung, n = 9-12. C, Mittels ELISA bestimmte Insulinkonzentration im Plasma nach 22 Wochen
Fitterung, n = 6-7. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM.

3.4.2.3 Analyse der Hypertrophie und Inflammation in weiBen Fettgewebe

Da der adipozytenspezifische Has2-Knockout nach 17 Wochen diabetogener Futterung zu
einer signifikanten Reduktion der Korperfettmasse flihrte, wurde im Folgenden analysiert,
inwiefern diese Beobachtung mit Veranderungen der Hypertrophie und Inflammation im
weillen Fettgewebe einhergeht. Tatsachlich konnte gefunden werden, dass sowohl das
Gewicht (s. Abbildung 31A) als auch die AdipozytengroRe (s. Abbildung 31B) des
epididymalen weillen Fettgewebes in adipozytenspezifischen Has2-knockout Mausen
reduziert war. Entsprechend konnte auch eine deutliche Verschiebung zu kleineren
Adipozyten in der prozentualen Verteilung der AdipozytengroRe demonstriert werden
(s. Abbildung 31C). Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit der beobachteten Reduktion in Masse
und Grdle des epididymalen Fettgewebes der 4-MU-behandelten C57BL/6J sowie der Has2-
knockout Mause. Allerdings fuhrte der adipozytenspezifische Has2-Knockout nicht zu einer
veranderten Inflammation des weilRen Fettgewebes (s. Abbildung 31D und E), was in 4-MU-

behandelten C57BL/6J sowie ubiquitaren Has2-knockout Mausen der Fall war.
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Abbildung 31: Hypertrophie und Inflammation im epididymalen Fettgewebe
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adipozytenspez.

adipozytenspezifischen Has2-knockout und Fabp4Cre Mausen gefiittert mit DD.

A, Gewicht des linken epididymalen Fettlappens bei Entnahme nach 22 Wochen Fitterung, n = 17. B,
Analyse der Adipozytengréfle nach 22 Wochen Futterung sowie reprasentative Aufnahmen der
zugrunde liegenden H&E Farbung (Malistabsbalken = 500 uym). C, Prozentuale GréRRenverteilung der
Adipozyten. D, Quantitative Auswertung sowie reprasentative Aufnahmen der MAC2 Farbung aus dem
epididymalen Fettgewebe. MalRstabsbalken entspricht 500 pm. E, mRNA Expression der
inflammatorischen Gene Mcp-1 und /I-13. Daten aus B-E beruhen auf n = 8-10. Gezeigt sind Mittelwerte
+ SEM, *p < 0,05.
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3.4.2.4 Effekt des adipozytenspezifischen Has2-Knockouts auf den basalen

Energieumsatz und die Funktion des braunen Fettgewebes

Wie bereits in den ubiquitdren Has2-knockout Mausen gezeigt, konnte auch der
adipozytenspezifische Has2-Knockout den basalen Energieumsatz der Mause nicht signifikant
beeinflussen (s. Abbildung 32A). Ferner waren weder das Gewicht, noch die Adipozytengrdlie
des braunen Fettgewebes in adipozytenspezifischen Has2-knockout Mausen im Vergleich zur
Kontrolle verandert (s. Abbildung 32B und C). Im Einklang mit diesen Befunden konnte
ebenfalls kein Unterschied in der mMRNA Expression der Aktivierungsmarker Ucp-1, Cidea und
Pgc-1a beobachtet werden (s. Abbildung 32D). Gleichwohl zeigte sich kein Effekt auf die
Expression der Vegf-a mRNA (s. Abbildung 32E).
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Abbildung 32: Analyse des basalen Energieumsatzes sowie der Veranderungen im braunen
Fettgewebe von adipozytenspezifischen Has2-knockout vs. Fabp4Cre Mausen.

A, Basaler Energieumsatz, gemessen mittels indirekter Kalorimetrie nach 11 Wochen Futterung, n = 5-
7. B, Gewicht des braunen Fettgewebes nach 22 Wochen Fitterung, n = 6-8. C, Quantitative
Auswertung der AdipozytengréRe sowie reprasentative Aufnahmen der zugrundeliegenden H&E
Farbung. Malistabsbalken definiert 200 ym, n = 7-8. D, mRNA Expression der Aktivierungsmarker des
braunen Fettgewebes Ucp-1, Cidea und Pgc-1a sowie E, mMRNA Expression von Vegf-a im braunen
Fettgewebe, n = 5-11. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM.
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3.4.3 HAS3-knockout Mause

Wie in vitro und in vivo Analysen demonstriert haben, trat weder im Rahmen der
Adipozytendifferenzierung noch wahrend der Diat-induzierten Adipositas eine Regulation der
Has3 mRNA Expression auf. In der Literatur finden sich jedoch Hinweise, dass die
Anwesenheit der HASS fiir verschiedene inflammatorische Prozesse von Bedeutung ist [156,
157]. Diesbezlglich konnte trotz fehlender Regulation auf Ebene der mRNA Expression ein
Einfluss des HAS3-Knockouts auf die Entstehung einer Diat-induzierten Adipositas nicht

ausgeschlossen werden und sollte daher im Folgenden genauer untersucht werden.

3.4.3.1 Analyse der Gewichts- und Korperfettzunahme
Verglichen mit Wildtyp-Kontrollmausen (WT) konnte kein Effekt des HAS3-Knockouts auf die

Gewichtszunahme wahrend der 22 Wochen Fitterung mit DD beobachtet werden
(s. Abbildung 33A). Weiterhin konnte zwischen HAS3-knockout und WT Mausen kein
Unterschied im Koérperfettanteil nach 5, 11 und 17 Wochen Futterung detektiert werden
(s. Abbildung 33B). Unterschiede im Fressverhalten konnten wiederum durch Bestimmung der
aufgenommenen Futtermenge mit Hilfe der Messung im TSE Phenomaster nach 17 Wochen
Futterung ausgeschlossen werden (s. Abbildung 33C). Somit scheint der ubiquitare Knockout
der HAS3 ebenfalls nicht zu der unter Behandlung mit 4-MU beobachteten anti-adipésen

Wirkung zu flihren.
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Abbildung 33: Korpergewicht, Korperfettmasse und Futteraufnahme von DD-gefiitterten HAS3-
knockout vs. Wildtyp Mausen.

A, Gewichtsverlauf wahrend der diabetogenen Fiitterung tGber 22 Wochen, n = 8. B, NMR Analysen zur
Bestimmung des Korperfettanteils pro Gesamt-Kérpermasse, bestimmt nach 5, 11 und 17 Wochen
Fltterung, n = 8. C, Analyse der innerhalb von 24 h aufgenommenen Futtermenge wahrend der
Messung im TSE Phenomaster nach 17 Wochen Futterung, korrigiert fir die Magermasse des
jeweiligen Tiers, n = 5-6. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.

3.4.3.2 Untersuchung der Glukose- und Insulintoleranz

Auch die Glukose- und Insulintoleranz, bestimmt mit Hilfe des ipGTT nach 13 Wochen und
des ITT nach 14 Wochen Fitterung, war zwischen HAS3-knockout und WT Mausen nicht
signifikant verandert (s. Abbildung 34A und B). AuRerdem konnte kein Unterschied in der
Insulinkonzentration im Plasma zwischen den Versuchsgruppen nachgewiesen werden (s.
Abbildung 34C).
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Abbildung 34: Glukose- und Insulintoleranz in DD-gefiitterten HAS3-knockout vs. Wildtyp
Mausen.

A, Absolute Blutglukosekonzentration sowie zugehdrige AUC des ipGTT nach 13 Wochen Fitterung.
B, Absolute Blutglukosekonzentration sowie zugehoérige AUC des ITT nach 14 Wochen Fltterung.
C, Mittels ELISA bestimmte Insulinkonzentration im Plasma nach 22 Wochen Fiitterung. Alle Daten
basieren auf n = 8. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.

3.4.3.3 Analyse der Hypertrophie und Inflammation in weiBen Fettgewebe

Obwohl keine Veranderung des Korperfettgehalts von HAS3-knockout Mausen im Vergleich
zur Kontrolle detektierbar war, zeigte sich sowohl im Gewicht des linken epididymalen
Fettlappens wie auch in der Adipozytengrofe des epididymalen Fettgewebes von HAS3-
knockout Tieren eine signifikante Reduktion (s. Abbildung 35A und B). Die Reduktion der
Adipozytengrofie konnte wiederum durch einen gesteigerten Anteil kleinerer Adipozyten in der
Darstellung der GréRenverteilung deutlich gemacht werden (s. Abbildung 35C). Dieses
Ergebnis ist vergleichbar mit den zuvor erhobenen Daten aus den 4-MU-gefutterten C57BL/6J
sowie den ubiquitaren und adipozytenspezifischen Has2-knockout Mausen. Trotz verringerter
Hypertrophie in den HAS3-knockout Mausen zeigte sich kein Effekt auf die Inflammation des
weillen Fettgewebes. Weder in der MAC2 Farbung noch in der mRNA Expression der
inflammatorischen Marker Mcp-1 und /I-18 konnte ein Unterschied detektiert werden (s.
Abbildung 35D und E).

69



Ergebnisse

Adipozytengroiie : WT o — HAS_3-knock(3qti
/ ; 1 Y Ny P
10000 A :
A . T goo0{ M
Fettgewicht 2 6000 %
> a1
= 15 S 4000
= * 2000
S 1.0 0
3
205 c
i GroRenverteilung der Adipozyten
0,0 .40
§30
3 WT =
Bl HAS3-knockout S 20
@ 10
T
0
S & & & & & & & & & &
S S LSS
MO R IR R R R ()90 R q@Q’
Flache [um?] Ny
; T ‘-4 o
D it eary E
. MAC2 = b~ Mcp-1 -1
g Farbung 2 [Pk g ° mRNA © mRNA
@ N ' s 5 S
'1%).8-8 Jo! ,éﬂ:,.\" *g' 1,5 -g 1,5
556 =6 a5l 10 10
(O — ; — ’
c o 4 - | S~ (0] 3]
£ 3| il b
X~ : @ S S 0 =G R,
g2 L 5 ., 1% e 05 205
1%, S| AR R Y 8 5
S E g ISRy © 0,0 S 0,0
2 i = { = s
& & g ;
3 pNE NI
< AR
T S

Abbildung 35: Hypertrophie und Inflammation im epididymalen Fettgewebe von HAS3-knockout
und Wildtyp Mausen gefiittert mit DD.

A, Gewicht des linken epididymalen Fettlappens bei Entnahme nach 22 Wochen Futterung, n = 8.
B, Analyse der AdipozytengrofRe nach 22 Wochen Fultterung sowie reprasentative Aufnahmen der
zugrunde liegenden H&E Farbung. Malstabsbalken entspricht 500 ym, n = 8-9. C, Prozentuale
GroRenverteilung der Adipozyten. D, Quantitative Auswertung sowie reprasentative Aufnahmen der
MAC2 Farbung aus dem epididymalen Fettgewebe. Malistabsbalken entspricht 500 ym, n = 8-9.
E, mMRNA Expression der inflammatorischen Gene Mcp-1 und /I-18, n 8. Gezeigt sind
Mittelwerte + SEM, *p < 0,05.
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3.4.3.4 Effekt des HAS3-Knockouts auf den basalen Energieumsatz und die

Funktion des braunen Fettgewebes

Analog zu den vorherigen Experimenten wurde auch in HAS3-knockout Mausen eine Analyse
des basalen Energieumsatzes durchgefiihrt. Hierbei konnten keine signifikanten
Veranderungen zwischen den Gruppen beobachtet werden (s. Abbildung 36A). Ferner zeigte
sich erneut kein Unterschied in der Adipozytengréfie und Morphologie des braunen
Fettgewebes (s. Abbildung 36B). Basierend auf der unveranderten mRNA Expression der
Aktivierungsmarker Ucp-1, Cidea und Pgc-1a sowie des Vaskularisierungsmarkers Vegf-a
schien ebenfalls die Funktion des braunen Fettgewebes durch den HAS3-Knockout
unbeeinflusst (s. Abbildung 36C und D).

A B
Basaler Energieumsatz Adipozytengroe £
— 1500 2500
s
S < £ 2000
£ £ 1000 2 1500
— (o)) gl N
2 £ 500 5 1000 5
= i 500 2
O € w I}
= 0 0 o
<
O WT Hl HAS3-knockout o
%))
<[
=3
c Ucp-1 Cidea Pgc-1a D Vegf-a
© mRNA o mMmRNA o mRNA o mRNA
£15 £15 £15 £15
c c c c
¢ ¢ $ $
<10 <10 < 1,0 <10
[0 [0 [} ()
© © © ©
305 3 05 3 05 305
< < < <
S S ® S
% 0.0 5 00 % 0.0 % 0.0
S S S S

Abbildung 36: Analyse des basalen Energieumsatzes sowie der Veranderungen im braunen
Fettgewebe von HAS3-knockout vs. Wildtyp Mausen.

A, Basaler Energieumsatz, gemessen mittels indirekter Kalorimetrie nach 17 Wochen Futterung, n = 6.
B, Quantitative Auswertung der AdipozytengroRe sowie reprasentative Aufnahmen der
zugrundeliegenden H&E Farbung. MaRstabsbalken definiert 200 um, n = 7. C, mRNA Expression der
Aktivierungsmarker des braunen Fettgewebes Ucp-1, Cidea und Pgc-1a sowie D, mRNA Expression
von Vegf-a im braunen Fettgewebe, n = 8. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM.
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3.4.4 Adipozytenspezifische HAS3-knockout Mause

Um ein vollstandiges Bild der Effekte eines Has2- bzw. HAS3-Knockouts auf die Entstehung
der Diat-induzierten Adipositas zu erhalten, wurden abschlieBend adipozytenspezifische

HAS3-knockout Mause untersucht.

3.4.4.1 Analyse der Gewichts- und Korperfettzunahme

Wie zuvor fir die ubiquitdren und adipozytenspezifischen Has2-knockout sowie die
ubiquitaren HAS3-knockout Mause beschrieben, konnte kein Unterschied in der
Gewichtszunahme der adipozytenspezifischen HAS3-knockout Tiere im Vergleich zur
Kontrolle beobachtet werden (s. Abbildung 37A). Somit konnte auch dieses Modell den
protektiven Effekt einer 4-MU Behandlung auf die Entstehung einer Adipositas nicht
widerspiegeln. Im Weiteren wurde daher auf die Messung der Korperfettmasse zu
verschiedenen Zeitpunkten verzichtet und nur stichprobenartig eine NMR Analyse zum
Zeitpunkt nach 17 Wochen Futterung durchgefiihrt. Hierbei konnte auch im Kérperfettgehalt
der adipozytenspezifischen HAS3-knockout Mause gegeniiber den Fabp4Cre Kontrolltieren
kein Unterschied detektiert werden (s. Abbildung 37B).
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Abbildung 37: Korpergewicht und Korperfettmasse von DD-gefiitterten adipozytenspezifischen
HAS3-knockout vs. Fabp4Cre Mausen.
A, Gewichtsverlauf wahrend der diabetogenen Futterung tUber 22 Wochen, n = 6-8. B, NMR Analyse
zur Bestimmung des Korperfettanteils pro Gesamt-Kérpermasse, bestimmt nach 17 Wochen Fitterung,
n = 6. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.

3.4.4.2 Analyse der Hypertrophie und Inflammation in weiBen Fettgewebe

Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus den ubiquitdren HAS3-knockout Mausen konnte in den
adipozytenspezifischen HAS3-knockout Mausen keine signifikante Veranderung der

AdipozytengroRe sowie der GroRenverteilung der Adipozyten demonstriert werden
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(s. Abbildung 38A und B). Allerdings flhrte der adipozytenspezifische HAS3-Knockout zu einer
Reduktion der Inflammation des weilen Fettgewebes, wie mit Hilfe der MAC2 Farbung sowie
der Expressionsanalyse der Inflammationsmarker Mcp-1 und /I-18 gezeigt werden konnte (s.
Abbildung 38C und D). Dieses Resultat stellt einen Gegensatz zu dem Befund der

unveranderten Inflammation des weilden Fettgewebes in ubiquitdren HAS3-knockout Mausen
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Abbildung 38: Hypertrophie und Inflammation im epididymalen Fettgewebe von

adipozytenspezifischen HAS3-knockout und Fabp4Cre Mausen gefiittert mit DD.

A, Analyse der AdipozytengroRe nach 22 Wochen Futterung sowie reprasentative Aufnahmen der
zugrunde liegenden H&E Farbung. Malstabsbalken entspricht 500 um. B, Prozentuale
GroRenverteilung der Adipozyten. C, Quantitative Auswertung sowie reprasentative Aufnahmen der
MAC2 Farbung aus dem epididymalen Fettgewebe. Mal3stabsbalken entspricht 500 um. D, mRNA
Expression der inflammatorischen Gene Mcp-1 und /I-13. Daten beruhen auf n = 8-10. Gezeigt sind
Mittelwerte + SEM, *p < 0,05.
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3.4.4.3 Effekt des adipozytenspezifischen HAS3-Knockouts auf die Morphologie

des braunen Fettgewebes

AbschlieRend wurde untersucht, ob der adipozytenspezifische HAS3-Knockout zu
Veranderungen im braunen Fettgewebe fiihrt. Allerdings konnte auch hier kein Unterschied in
der Adipozytengrofle zwischen adipozytenspezifischen HAS3-knockout und Fabp4Cre
Mé&ausen beobachtet werden. Wie zudem in der H&E Farbung gezeigt werden konnte, waren
Morphologie und Lipidakkumulation im braunen Fettgewebe unverandert (s. Abbildung 39A).
Auch die Expression der Aktivierungsmarker des braunen Fettgewebes Ucp-1, Cidea und Pgc-
1a wie auch die Expression des Vaskularisierungsmarkers Vegf-a unterlag keinen

signifikanten Veranderungen (s. Abbildung 39B und C).
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Abbildung 39: Analyse der Veranderungen im braunen Fettgewebe von adipozytenspezifischen
HAS3-knockout vs. Fabp4Cre Mausen.

A, Quantitative Auswertung der AdipozytengroRe sowie reprasentative Aufnahmen der
zugrundeliegenden H&E Farbung. Malistabsbalken definiert 200 um. B, mRNA Expression der
Aktivierungsmarker des braunen Fettgewebes Ucp-1, Cidea und Pgc-1a sowie C, mRNA Expression
von Vegf-a im braunen Fettgewebe. Alle Daten beruhen auf n = 8-10. Dargestellt sind Mittelwerte +
SEM.
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4 Diskussion

Veranderungen in der HA-Matrix treten im Zusammenhang mit zahlreichen pathologischen
Veranderungen im Gewebe auf. So wurde das HA-System bereits als Zielstruktur im Rahmen
von Tumorprogression, inflammatorischen Prozessen und kardiovaskuldren Erkrankungen
erforscht. Da die Vorstufen der HA-Synthese, D-Glukuronsaure und N-Acetyl-D-Glukosamin,
Derivate der Glukose sind, liegt die Vermutung nahe, dass Stérungen des HA-Stoffwechsels
auch den Glukosemetabolismus und die Insulinsensitivitat beeinflussen. Umgekehrt konnte
bereits demonstriert werden, dass unter hohen Glukosekonzentrationen eine gesteigerte HA-
Produktion auftritt, was wiederum fibrotische und inflammatorische Prozesse begunstigen
kann [158-160]. Eine Hemmung der HA-Akkumulation bei Hyperglykédmie und T2DM, z.B.
durch Behandlung mit dem HA-Synthese-Inhibitor 4-MU, kdnnte sich daher als schitzend vor
einer weiteren Verschlechterung der metabolischen Stoffwechsellage und deren typischen

Komplikationen erweisen.

Auf Ebene des weillen Fettgewebes gibt es Hinweise, dass HA auch im Verlauf der
Differenzierung weil3er Adipozyten und im Fettgewebe bei Diat-induzierter Adipositas verstarkt
synthetisiert wird. Systematische in vivo Untersuchungen, die aufklaren, inwiefern eine
Akkumulation der HA im Fettgewebe zu der Entstehung einer Adipositas-induzierten
Insulinresistenz beitragt, fehlten jedoch zum Zeitpunkt der Aufnahme der Arbeit. Die Rolle der

HA im braunen Fettgewebe ist bis dato ganzlich unbekannt.

Als Gegenstand dieser Arbeit wurde zunachst eine Charakterisierung des HA-Systems in vitro
und in vivo im braunen und weillen Fettgewebe unter Induktion einer diabetogenen
Stoffwechsellage vorgenommen. Im nadchsten Teil wurde der Einfluss einer
pharmakologischen Inhibition der HA-Synthese mittels 4-MU auf Differenzierung brauner und
weiller Adipozyten in vitro sowie auf die Entstehung von Adipositas und Insulinresistenz,
insbesondere auf Ebene des Fettgewebes, in vivo untersucht. Abschliellend wurde die HA-
Abhangigkeit der Effekte mittels einer Isoenzym-spezifischen Inhibition der HA-Synthese
durch Knockout der Has2 und HAS3, sowohl ubiquitér als auch adipozytenspezifisch, im

Mausmodell analysiert.

Im folgenden Abschnitt sollen nun die gewonnenen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

systematisch interpretiert und diskutiert werden.
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4.1 Veranderte HA-Matrix in der Differenzierung und Expansion des
Fettgewebes

Wahrend der adipogenen Differenzierung von 3T3-L1 Zellen, einem Modell weiler
Praadipozyten, zeigte sich innerhalb der ersten 48 h nach Induktion der Adipogenese ein
Anstieg der HA-Konzentration im Zelliberstand. Zu diesem Zeitpunkt wurde in gleichem
Ausmal} auch die Expression der Has2 mRNA induziert. Sowohl der Anstieg der HA-Synthese
als auch die Induktion der Has2 mRNA wurde in der Literatur bereits beschrieben [132-134].
Die Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass der beobachtete Anstieg der HA-Sekretion
primar auf eine gesteigerte HAS2-vermittelte HA-Synthese nach Induktion der Differenzierung
zurtckzufuhren ist. Weiterhin scheint wahrscheinlich, dass es im Rahmen der Adipogenese
zu einem gesteigerten Signaling der HA Uber den Rezeptor RHAMM kommt, da die Expression
der Rhamm mRNA im Zeitverlauf der Differenzierung der 3T3-L1 Zellen dem gleichen Muster
folgt wie die Expression der Has2 mRNA. Im Gegensatz zu den Untersuchungen von
Allingham et al. konnte keine Veranderung in der Expression der Hyal2 mRNA in der initialen
Phase der Differenzierung nachgewiesen werden [133]. Dies kann darin begriindet liegen,
dass die Zellen von verschiedenen Anbietern erworben und voneinander abweichende
Differenzierungsprotokolle angewendet wurden. Da hauptsachlich in der Frihphase der
Differenzierung signifikante Veranderungen des HA-Systems beobachtet wurden und stets ein
Rickgang auf Basalniveau in terminal differenzierten Adipozyten zu verzeichnen war, wird
suggeriert, dass Synthese und Signaling der HA in weilien Adipozyten in vitro vorwiegend flir
die Phase der klonalen Expansion entscheidend sind. In dieser Phase durchlaufen
wachstumsarretierte Praadipozyten ein bis zwei finale, fur die Differenzierung absolut
notwendige Zellteilungen [19]. Aufgrund der bekannten pro-proliferativen Eigenschaften
kénnte HA in diesem Prozess eine SchlUsselrolle einnehmen. Hinweise auf eine Adipogenese-
fordernde Wirkung der HA liefern auch Studien zur Rekonstruktion des Fettgewebes nach
Verbrennungen oder Tumorresektion, wobei HA-Gele als Biomaterial bzw. Tragermatrix
verwendet werden, in denen Praadipozyten inkorporiert sind. Nach Transplantation des HA-
Gels kam es zur adipogenen Differenzierung und Ausbildung einer vaskularisierten
Fettgewebe-ahnlichen Struktur [161, 162].

In vivo wurde die Expression der HA-assoziierten Gene sowohl im braunen Fettgewebe als

auch im weillen Fettgewebe von C57BL/6J Mausen untersucht. In beiden Geweben zeigte

sich nach Diat-induzierter Adipositas eine Induktion der Has? und Has2 mRNA, wobei die

Expression der Has3 mRNA unverandert blieb. Im Gegensatz zu dem in vitro System war

Has1 in beiden Fettgeweben klar nachweisbar und reguliert. Zusatzlich waren die HA-

Rezeptoren Cd44 und Rhamm verstarkt exprimiert. Eine Induktion der Has2 mRNA nach
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hochkalorischer Diat konnte bereits im weillen Fettgewebe von Ldlr-knockout Mausen
beschrieben werden [135]. Weiterhin konnten vorherige Studien demonstrieren, dass eine
verstarkte Expression von Cd44 im murinen und humanen weillen Fettgewebe mit einer
Hypertrophie, Inflammation und systemischen Insulinresistenz korreliert [136-139], wobei von
den Autoren hauptsachlich die Makrophagen der stromalen Fraktion als Ursache der
induzierten Cd44 Expression diskutiert werden. Basierend auf der Erkenntnis, dass wahrend
der in vitro Differenzierung von 3T3-L1 Zellen keine veranderte Expression von Cd44 gezeigt
werden konnte, scheint es durchaus denkbar, dass die Regulation von Cd44 in vivo nicht durch
Adipozyten selbst, sondern durch Zellen der stromal-vaskularen Fraktion zustande kommt.
Generell kann anhand der Expressionsanalysen des Fettgewebes keine Aussage darlber
gemacht werden, welcher Zelltyp mafigeblich an der Genregulation beteiligt ist, da die RNA
stets aus dem gesamten Fettlappen isoliert wurde. Fir genauere Analysen musste vor der
RNA-Isolation eine Auftrennung von stromal-vaskuldrer Fraktion und reifen Adipozyten

erfolgen.

In den bereits publizierten Studien zu CD44 wurde eine Reduktion der Diat-induzierten
Inflammation des Fettgewebes, einhergehend mit einer verbesserten Insulinsensitivitat in
Cd44-defizienten und anti-CD44-Antikérper-behandelten Tieren beobachtet [138, 139]. Die
Autoren sahen allerdings keinen Zusammenhang zur HA als Ligand des CD44-Rezeptors.
Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist allerdings wahrscheinlich, dass HA als
Signalmolekil an den Gber CD44 vermittelten Effekten beteiligt ist, da sowohl die Inhibition der
HA-Synthese wie auch die Hemmung des CD44-Signalweges eine verbesserte
Stoffwechsellage bedingt. Weiterhin fallt auf, dass braunes und weilles Fettgewebe adipdser
Mause eine starke Induktion der beiden HA-Rezeptoren CD44 und RHAMM aufweisen. Dies
legt nahe, dass beide Rezeptoren fiir die Expansion und Inflammation des Fettgewebes von
Bedeutung sind. Es besteht auch die Mdglichkeit, dass es zwischen CD44 und RHAMM zu
einer Interaktion in Form einer Komplexbildung kommt, wie beispielsweise in Untersuchungen
an Brustkrebszellen gezeigt wurde [163]. Andere Veroffentlichungen berichten davon, dass
die Rezeptoren ihre Signalwege gegenseitig beeinflussen kénnen oder es gar durch
Funktionsverlust des einen Rezeptors zur Ubernahme der Funktion durch den anderen
Rezeptor kommt [164, 165].

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die gesteigerte HA-Synthese sowohl in
der Differenzierung von Fettzellen als auch — HAS1- und HAS2-vermittelt — im Rahmen der
Veranderungen des Fettgewebes bei Adipositas von Bedeutung ist. Zudem scheinen hier die

HA-Rezeptoren CD44 und RHAMM involviert zu sein. Daher lag die Vermutung nahe, dass
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eine Inhibition der HA-Synthese bzw. der Signalwege Uber CD44 und RHAMM anti-adipogene

Effekte sowie eine Verbesserung der Stoffwechsellage bewirkt.

4.2 HA als kritischer Faktor in der Differenzierung von Adipozyten

Der Einfluss von HA auf die Adipogenese von braunem und weillem Fettgewebe wurde in vitro
durch Hemmung der HA-Synthese mittels 4-MU analysiert. Tatsachlich zeigte sich nach
repetitiver Behandlung mit 4-MU eine Reduktion der Lipidakkumulation in terminal
differenzierten 3T3-L1 Zellen und isolierten Praadipozyten des weillen und braunen
Fettgewebes. Das Strukturgertst von 4-MU basiert auf einem Cumarin, welches an Position 7
hydroxyliert und an Position 4 methyliert ist (s. Abbildung 5). 4-Hydroxycumarine, welche keine
Inhibition der HA-Synthese bewirken, werden als Antikoagulantien in der Medizin und in der
Schadlingsbekdmpfung eingesetzt. Aufgrund der wenig komplexen Struktur von 4-MU ist nicht
auszuschlie®en, dass bei Behandlung mit der Substanz auch Effekte ausgeldst werden, die
unabhangig von einer Hemmung der HA-Synthese sind. Im Modell der 3T3-L1 Zellen wurde
die HA-Abhangigkeit der 4-MU Effekte verifiziert, indem 4-MU vorbehandelte Zellen mit HMW-
HA stimuliert wurden und hierdurch der anti-adipogene Effekt von 4-MU aufgehoben werden
konnte. AulRerdem zeigten Hyaluronidase-behandelte 3T3-L1 Zellen eine gleichermallen
verminderte Differenzierung wie infolge einer Behandlung mit 4-MU. Weitere Experimente
unter Verwendung von siRNA in 3T3-L1 Zellen konnten auflerdem demonstrieren, dass ein
Knockdown der Has2, nicht aber der Has3, sowie der HA-Rezeptoren Cd44 und Rhamm die
Adipogenese inhibiert. Entscheidend war hier, dass der Knockdown, ahnlich wie auch die erste
Behandlung mit 4-MU, noch vor Induktion der Differenzierung und damit vor der klonalen
Expansionsphase stattfindet. Im Fall der Has2 war ein Knockdown 24 h vor Differenzierung
ausreichend, um den anti-adipogenen Effekt sichtbar zu machen. Fir die HA-Rezeptoren
CD44 und RHAMM war eine Induktion des Knockdowns 48 h vor Differenzierungsbeginn von
Noéten. Die beschriebenen Ergebnisse verdeutlichen, dass tatsachlich die HAS2-vermittelte
HA-Synthese und die GUber CD44 und RHAMM induzierten Signalwege durch Beeinflussung
der klonalen Expansion mafgeblich an der adipogenen Differenzierung in vitro beteiligt sind.
Obwohl keine signifikante Veranderung der Genexpresssion von Cd44 wahrend der
Adipogenese der 3T3-L1 Zellen beobachtet werden konnte, zeigt der siRNA-vermittelte Cd44-
Knockdown einen differenzierungshemmenden Effekt und verdeutlicht die Wichtigkeit beider
Rezeptoren fir eine funktionierende Adipogenese. Eine differenzierungsfordernde Rolle der
HA-Synthese wurde bereits von Hunt et al. fir die Myogenese beschrieben. Nach Induktion

der myogenen Differenzierung von C2C12 Myoblasten war ebenfalls eine Induktion der Has2
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mRNA zu beobachten. Ein Knockdown der Has2 mittels siRNA sowie die Behandlung mit 4-
MU in C2C12 Zellen flhrte zu einer Reduktion der Myoblastendifferenzierung, was allerdings
durch exogene Verabreichung von HA nicht aufzuheben war und damit einen Unterschied zu
den hier demonstrierten Ergebnissen darstellt. Die Autoren der Studie postulierten, dass eine
intrinsische HA-Synthese fir die Myogenese erforderlich ist [166]. In einer aktuellen
Publikation von Park et al. wurde hingegen beschrieben, dass LMW-Fragmente der HA die
Differenzierung von 3T3-L1 Zellen inhibieren kénnen [167]. Dies wiederum macht deutlich,
dass HA in Abhangigkeit ihrer Kettenlange das Zellverhalten auf unterschiedliche Weise

modulieren kann.

Die vereinfachte Annahme, dass die Expansion des Fettgewebes ursachlich fir die
Entstehung Adipositas-assoziierter Folgeerkankungen ist und daher die Entwicklung von
Inhibitoren der Adipogenese stets eine sinnvolle Therapieoption darstellt, konnte in der
Vergangenheit stellenweise widerlegt werden. Verschiedene Studien demonstrierten, dass
Faktoren, die zu einer Blockade der Expansion des Fettgewebes fihren, eine
Verschlechterung der metabolischen Gesundheit bewirken, da eine dysfunktionale
Lipidspeicherung in Adipozyten lipotoxische Effekte auslost [168-171]. Andere Studien
konnten jedoch zeigen, dass eine Inhibition der Differenzierung von Adipozyten sehr wohl eine
Reduktion der Gewichtszunahme und Insulinresistenz bewirkt [172, 173]. In Anbetracht
dessen stellte sich die Frage, wie sich eine Behandlung mit 4-MU auf die Diat-induzierte
Adipositas in vivo auswirken wurde bzw. ob sich die in vitro gewonnenen Erkenntnisse generell

auf ein in vivo Modell der Adipositas Ubertragen lassen.

4.3 Inhibition der Hypertrophie und Inflammation des weien
Fettgewebes und Verbesserung der Insulinresistenz durch
Behandlung mit 4-MU

Eine Inhibition der HA-Synthese mittels 4-MU fuhrte in Mausen, die mit einer DD gefuttert
wurden, zu einer signifikanten Reduktion der Gewichtszunahme, was sich insbesondere durch
einen verringerten Koérperfettanteil der Tiere erklaren liel3. Damit einhergehend kam es zu
einer Verbesserung der systemischen Glukose- und Insulintoleranz. Die Untersuchung der
Veranderungen im epididymalen weiRen Fettgewebe, welches funktionell dem viszeralen
Fettgewebe im Menschen entspricht, bestdtigte eine Reduktion der Fettmasse nach
Behandlung mit 4-MU. AuRerdem zeigte sich eine Reduktion der Hypertrophie epididymaler

weiller Adipozyten. Die Analysen lieRen allerdings keine Aussagen bezlglich einer
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Veranderung der Anzahl bzw. Hyperplasie weilRer Fettzellen zu, da sowohl die Masse als auch
die AdipozytengrofRe des Fettgewebes unter 4-MU reduziert waren. Insofern bleibt offen, ob
4-MU auch in vivo zu einer verminderten Adipogenese flhrt. Die Verbesserung der
Insulinsensitivitat 1asst sich mitunter durch die Reduktion der Korperfettmasse und vor allem
die verringerte Hypertrophie im viszeralen Fettgewebe erklaren. In der Literatur berichten
zahlreiche Studien, dass die AdipozytengréRe direkt mit der Entstehung einer Insulinresistenz
und einem T2DM korreliert [24, 25, 174-176]. In einer aktuellen Publikation von Merkestein et
al. wird berichtet, dass die Hemmung der klonalen Expansion in der Adipogenese die Ursache
fur eine reduzierte Gewichtszunahme und Fettakkumulation in Fto-knockout Mausen ist [177].
Interessanterweise zeigen Tiere mit Fto-Knockout auch eine Steigerung des Energieumsatzes
[178]. Der Phanotyp dieser Tiere gleicht den hier beschriebenen Effekten einer 4-MU
Behandlung. Somit konnte die Hemmung der klonalen Expansionsphase der
Adipozytendifferenzierung, wie zumindest in vitro fir die Inhibition der HA-Synthese gezeigt
werden konnte, als zugrundeliegender Mechanismus der 4-MU-vermittelten Effekte in Frage
kommen. Neben der verringerten Hypertrophie fuhrte die Behandlung mit 4-MU auch zu einer
reduzierten Inflammation des weilten Fettgewebes. Die Expression klassischer Zytokine wie
Mcp-1 und II-18 war signifikant reduziert, wodurch angenommen werden kann, dass auch eine
verminderte Zytokin-Freisetzung aus dem weilRen Fettgewebe zu einer verbesserten
Stoffwechsellage der Mause beitragt [41, 52, 179-181]. Moéglicherweise ist die beobachtete
Reduktion der Makrophagen-Invasion nach Behandlung mit 4-MU eine Folge der verringerten
Zytokin-Expression des weillen Fettgewebes, da insbesondere MCP-1 als Ausléser fiir eine
Infiltration von Makrophagen beschrieben wurde [182]. Andererseits gibt es Studien, die diese
Behauptung widerlegen [183]. Umgekehrt kdnnte die verringerte Zytokin-Expression auch
durch die Reduktion der Makrophagenakkumulation im Fettgewebe zustande kommen, da
Makrophagen selbst — neben den Adipozyten und deren Progenitorzellen [46] — als Quelle

vermehrt produzierter Zytokine im Fettgewebe bei Adipositas gehandelt werden [40, 184].

Die Hemmung der HA-Synthese mittels 4-MU koénnte direkt an der Pravention
inflammatorischer Prozesse des Fettgewebes beteiligt sein [185]. Wie gezeigt werden konnte,
kommt es im Rahmen diverser Entzindungskrankheiten zu einer vermehrten Akkumulation
von HA. Nach Ausldsung eines inflammatorischen Stimulus kann HA auRerdem kabelférmige
Strukturen ausbilden, welche in der Lage sind, Leukozyten zu binden [186-188]. Die
Entstehung monozyten-adhasiver HA-Strukturen wurde aullerdem infolge einer
Hyperglykdmie in mesangialen Zellen der Rattenniere beschrieben [160]. Fir das weilde
Fettgewebe haben Han et al. bereits postuliert, dass HA als Komplex mit SAA3 an der

Adhasion von Monozyten beteiligt ist und konnten in vitro nachweisen, dass eine Behandlung
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von 3T3-L1 Zellen mit Hyaluronidase tatsachlich die Adhasion von Monozyten hemmt [135].
Ferner ist bekannt, dass die Expression von TLR1-9 und TLR11-13 im Fettgewebe bei
Adipositas induziert wird und FFA als Liganden dieser Rezeptoren an der Entstehung einer
Insulinresistenz beteiligt sind [189-191]. Allerdings kénnte auch durch die vermehrte HA-
Produktion im hypertrophen Fettgewebe ein gesteigertes Signaling Gber TLR stattfinden, da
HA ebenfalls als Ligand von TLR2 und TLR4 bekannt ist. Zusammenfassend kann
geschlussfolgert werden, dass die 4-MU-vermittelte Reduktion der HA-Synthese dazu beitragt,
dass inflammatorische Prozesse und die Invasion von Leukozyten auf Ebene des weillen
Fettgewebes gehemmt werden. Eine protektive, anti-inflammatorische Wirkung von 4-MU
wurde in der Literatur bereits fur Entziindungsvorgange der Lunge, arthritische Erkrankungen

sowie fir autoimmune Reaktionen des ZNS beschrieben [128-130, 192].

Zeitgleich zu der Durchflihrung der in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden zwei
Publikationen verdéffentlicht, die anhand ahnlicher Untersuchungen deutlich machen, dass eine
Inhibition der HA-Synthese bzw. eine Behandlung mit 4-MU einer Adipositas-induzierten
Insulinresistenz entgegenwirken kénnen. In der Studie von Ji et al. wurde gezeigt, dass die
Differenzierung von 3T3-L1 Zellen durch Behandlung mit Hyaluronidase oder 4-MU sowie
durch Transfektion von Has2 siRNA gehemmt werden kann. Dieser Befund stimmt mit den in
dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen Uberein. Weiterhin konnten die Autoren
demonstrieren, dass Hyaluronidase-Injektionen in C57BL/6J Mausen auf hochkalorischer Diat
zu einer Reduktion der Gewichtszunahme und Korperfettmasse sowie einer verbesserten
Insulinsensitivitat fihren. Zusatzlich waren die Tiere vor einer Leberverfettung geschutzt [193].
Auch in der vorliegenden Arbeit konnte bestatigt werden, dass keine ektope Lipidspeicherung
in der Leber von 4-MU-behandelten C57BL/6J Mausen erfolgt. In der zweiten Publikation,
veroffentlicht 2014 von Sim et al.,, wurde der Effekt von Umbelliferon und 4-MU auf die
Entstehung des metabolischen Syndroms untersucht. Beide Substanzen fihrten zu einer
Reduktion der Plasmalipidkonzentration und einer verminderten Hyperglykdmie im
Mausmodell. Auch das Gewicht und die AdipozytengréRe des weilken Fettgewebes waren
nach Behandlung mit Umbelliferon und 4-MU reduziert. Als zugrundeliegender Mechanismus
wurde eine erhdhte Aktivitdt der hepatischen B-Oxidation diskutiert [194]. Im Unterschied zu
den in der vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnissen konnte allerdings kein Unterschied in
der Gewichtszunahme 4-MU-behandelter Mause detektiert werden. Dies kdnnte in der 250-
fach niedriger eingesetzten Dosierung von 4-MU begrindet liegen. Da Umbelliferon im
Gegensatz zu 4-MU kein Inhibitor der HA-Synthese ist, aber in den Untersuchungen die
gleichen Effekte wie 4-MU zeigte, wurden die dargelegten Beobachtungen von den Autoren

nicht mit HA in Verbindung gebracht. Zur genauen Aufklarung bezlglich der HA-Abhangigkeit
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der beobachteten Effekte ist daher die Untersuchung von genetischen Knockout Modellen

zwingend erforderlich.

Schlussendlich muss bertcksichtigt werden, dass aufgrund der Verabreichung von 4-MU Gber
das Futter der Mause eine ubiquitare Hemmung der HA-Synthese erfolgt und damit auch
weitere Mechanismen bzw. Gewebe an der Verbesserung der Glukose- und Insulintoleranz
beteiligt sein kdnnen. So wurde 2013 von Kang et al. eine Studie zur Rolle der HA im
insulinresistenten Muskel publiziert. Die Autoren konnten zeigen, dass es nach Futterung einer
hochkalorischen Diat zu einer Akkumulation von HA im Muskelgewebe von Mausen kam.
Durch Behandlung der Tiere mit der Hyaluronidase PH-20 konnte die HA-Akkumulation
dosisabhangig reduziert und dadurch eine Verbesserung der Insulinsensitivitat in Muskel und
Leber erzielt werden [195]. Zudem findet sich bereits in dieser Studie ein Hinweis darauf, dass
eine Reduktion der HA-Konzentration, hier infolge der Behandlung der Mause mit der

Hyaluronidase PH-20, eine Abnahme der Korperfettmasse bewirkt.

4.4 4-MU induziert eine Erhohung des O:-Verbrauchs uber eine
Aktivierung des braunen Fettgewebes

Zwischen 4-MU-gefltterten Tieren und den entsprechenden Kontrollen konnte kein
Unterschied in der aufgenommenen Futtermenge festgestellt werden. Da die 4-MU
Behandlung aber zu einer Reduktion von Masse und AdipozytengroRe des weilden
Fettgewebes fuhrte und daher weniger Energie in Adipozyten gespeichert zu werden schien,
stellte sich die Frage, wie die Uberschissig aufgenommenen Kalorien in den Mausen
prozessiert werden. Eine ektope Akkumulation von Lipiden in der Leber konnte nachweislich
ausgeschlossen werden. In der Studie von Kang et al. [195] wurde ein verbessertes
muskulares Ansprechen auf Insulin nach Reduktion der HA-Konzentration gezeigt. Obgleich
die Mause hier mit Hyaluronidase anstelle von 4-MU behandelt wurden, kann die Mdglichkeit
einer ektopen Lipidspeicherung im Muskel als unwahrscheinlich angesehen werden, da diese
in der Regel eine Verschlechterung der Insulinsensitivitat bewirkt. Schliellich wurde in
Betracht gezogen, dass es zu einer direkten Verbrennung der Uberschissigen Kalorien
kommt. Diese Hypothese schien sich tatsachlich zu bestatigen, da in 4-MU-behandelten
Mausen mittels indirekter Kalorimetrie eine signifikante Steigerung des nachtlichen Oo-
Verbrauchs detektiert wurde, gleichbedeutend mit einer Erhdhung des basalen
Energieumsatzes in der aktiven Phase der Tiere. Uber eine Aktivierung der Thermogenese
kann das braune Fettgewebe einen grofen Teil zum Energieumsatz beitragen [196]. Die
Induktion thermoregulatorischer Prozesse im braunen Fettgewebe Uber das mitochondriale
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Protein UCP-1 wurde in zahlreichen Publikationen der letzten Jahre als schitzender
Mechanismus vor Ubergewicht, Adipositas und Insulinresistenz beschrieben [59, 62, 64, 65].
Obwohl das Gewicht des Fettlappens wie auch die Adipozytengrole des braunen
Fettgewebes in Mausen nach 4-MU Behandlung reduziert war, zeigte sich eine verstarkte
Expression von Ucp-1, Cidea und Pgc-1a, was auf eine Aktivierung des braunen Fettgewebes
hinweist. Auch immunhistochemisch konnte ein erhdhtes Auftreten des Proteins UCP-1
nachgewiesen werden. In der Literatur wird beschrieben, dass Aktivatoren des braunen
Fettgewebes in der Regel eine Expansion des braunen Fettgewebes und dadurch eine
Funktionssteigerung induzieren [76, 197, 198]. Die Arbeitsgruppen um Liu et al. und Stanford
et al. konnten aullerdem zeigen, dass auch die artifizielle Vergrofierung der braunen
Fettmasse wie durch subkutane Transplantation von braunem Fettgewebe in Mausen eine
gesteigerte Thermogenese, reduzierte Gewichtszunahme und verbesserte Glukosetoleranz
hervorruft [62, 199]. Die Hemmung der Differenzierung brauner Adipozyten wird hingegen mit
einem verringerten Energieumsatz und einer verschlechterten metabolischen Gesundheit in
Verbindung gebracht [200, 201]. Eine Studie von Lowell et al. konnte zudem bereits 1993
demonstrieren, dass eine genetische Ablation des braunen Fettgewebes zu einer Reduktion
des O2-Verbrauchs und der Ausbildung eines metabolischen Syndroms in Mausen fihrt [61].
Bezuglich der Behandlung mit 4-MU in vivo kann allerdings, ahnlich wie bereits fir das weil3e
Fettgewebe erldutert, nicht determiniert werden, ob es tatséchlich zu einer Hemmung der
Adipogenese kommt. Obwohl die in vitro Ergebnisse aus differenzierten, 4-MU behandelten
Praadipozyten des braunen Fettgewebes dies vermuten lassen, kann in vivo aufgrund der
reduzierten GrofRe von Fettlappen und Adipozyten keine offensichtliche Veranderung der
Zellzahl abgeleitet werden. Demzufolge kann nur geschlussfolgert werden, dass nach 4-MU
Behandlung zwar eine Hemmung der Expansion auftritt, nichtsdestotrotz aber eine gesteigerte
Aktivitat des braunen Fettgewebes nachweisbar ist. Weiterhin war in den Versuchen deutlich
erkennbar, dass eine Lipidakkumulation und damit ein Whitening-bedingter Funktionsverlust
des braunen Fettgewebes infolge der Behandlung mit 4-MU vermieden werden konnte.
Kirzlich wurde von Shimizu et al. ein klarer Zusammenhang zwischen einem Whitening des
braunen Fettgewebes und einer Ausdinnung vaskularer Gefalte, basierend auf einer
verminderten Expression von Vegf-a, beschrieben [78]. Fir eine ausreichende
Vaskularisierung und damit einhergehend eine Aufrechterhaltung der Funktion des braunen
Fettgewebes ist VEGF-A unerlasslich. Zahlreiche Veroffentlichungen der letzten Jahre
konnten belegen, dass die Expression von Vegf-a beispielsweise mit einer gesteigerten
Proliferation und Masse des braunen Fettgewebes sowie einer Reduktion von Ubergewicht
und metabolischer Dysfunktion korreliert [75, 76, 155]. Basierend auf diesen Erkenntnissen

wurde auch die Vaskularisierung im braunen Fettgewebe 4-MU-gefutterter Mause untersucht.
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Die Analysen demonstrierten eine gesteigerte Expression der Vegf-a mRNA sowie eine
erhohte GefalRdichte, gemessen an der Isolectin B4 positiven Flache, im braunen Fettgewebe
von 4-MU-behandelten Mausen. Diese Beobachtung legt nahe, dass durch die
Behandlung mit 4-MU Uber einen gesteigerten Blutfluss im Vergleich zur Kontrolle mehr
Nahrstoffe, Lipide und Kohlenhydrate im braunen Fettgewebe angelangen, wo sie schlie3lich
der Zirkulation entzogen und Uber oxidative Prozesse in Warme umgewandelt werden. Den
Ergebnissen zufolge scheint also auch das braune Fettgewebe entscheidend an der 4-MU-
vermittelten Reduktion der Diat-induzierten Adipositas und der verbesserten Stoffwechsellage

beteiligt zu sein.

An dieser Stelle kann jedoch keine gesicherte Aussage darlber getroffen werden, ob die im
braunen Fettgewebe beobachteten Effekte in direktem Zusammenhang mit einer Reduktion
der HA-Synthese stehen. Prinzipiell besteht die Mdglichkeit, dass es sich um HA-unabhangige
Mechanismen von 4-MU handelt. Der Datenlage der Literatur zufolge kann zumindest ein
kausaler Zusammenhang zwischen HA und den beobachteten Effekten auf die
Vaskularisierung vermutet werden. So wurde beschrieben, dass HMW-HA als anti-angiogenes
Molekul fungiert, wohingegen HA-Fragmente eine Angiogenese-fordernde Wirkung aufweisen
[202, 203]. Da 4-MU die Aktivitat der HA-Synthasen im braunen Fettgewebe, welche infolge
einer Adipositas induziert werden, hemmt, besteht die Mdglichkeit, dass weniger anti-
angiogene HMW-HA synthetisiert wird und dadurch vermehrt Angiogenese im braunen
Fettgewebe stattfinden kann. Auch in der Studie von Kang et al. konnte nach Behandlung von
Mausen mit der Hyaluronidase PH-20 eine verstarkte Vaskularisierung im Muskel beobachtet
werden, was offenbar auf die reduzierte HA-Konzentration zurlickzufihren war [195]. Eine
Akkumulation von HA im Fettgewebe kdnnte &hnlich wie Kollagen V, welches im Rahmen einer
Adipositas um GefalRe des Fettgewebes akkumuliert und infolgedessen die Angiogenese
hemmt [91], die Vaskularisierung negativ beeinflussen. Dieser Effekt kdnnte entsprechend
durch 4-MU inhibiert werden.

In einem weiteren Experiment sollte determiniert werden, ob die Futterung der Mause mit  4-
MU nach Kalte-induzierter Aktivierung des braunen Fettgewebes zu einer verstarkten
Thermogenese fuhrt. Allerdings konnte hier nur eine leichte, wenngleich Uber den Zeitraum
der achtstundigen Kalteexposition signifikante Steigerung des Energieumsatzes beobachtet
werden. 4-MU |6st aber bereits basal eine signifikante Erh6hung des Energieumsatzes aus. In
Anbetracht dessen wird vermutet, dass die Kapazitat zu einer intensiveren Steigerung der

Thermogenese erschopft ist.
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AbschlieRend wurde analysiert, ob es durch Behandlung der Mause mit 4-MU neben der
Aktivierung des braunen Fettgewebes auch zu einem Browning des weilen Fettgewebes
kommt. Hierzu wurde das subkutane Fettgewebe untersucht, da vornehmlich in subkutanen
Fettdepots ein clusterférmiges Auftreten beigefarbener Adipozyten beobachtet werden kann
[204]. Browning-Prozesse des weilten Fettgewebes sollen ebenfalls an der Regulation des
Energieumsatzes beteiligt sein, da beigefarbene Fettzellen aufgrund der Expression von Ucp-
1 zur Thermogenese befahigt sind [60]. Allerdings zeigte sich durch die Behandlung mit 4-MU
kein Effekt auf die Expression des klassischen Thermogenesemarkers Ucp-1 im subkutanen
Fettgewebe. Auch Cidea unterlag keiner Regulation durch 4-MU. AusschlieRlich Pgc-1a und
Vegf-a wurden durch 4-MU Behandlung im subkutanen Fettgewebe induziert. Die gesteigerte
Expression von Vegf-a fihrte allerdings nicht zu einer erhéhten Gefalidichte, wie anhand der
Isolectin B4 Farbung gezeigt werden konnte. In der Regel tritt aber im Rahmen des Brownings
im weillen Fettgewebe eine Verdichtung des vaskularen Netzwerkes auf [205]. Dies,
zusammen mit der Beobachtung, dass eine Browning-vermittelte Induktion von Pgc-1a
zumeist auch in einer gesteigerten Expression von Ucp-1 resultiert [69], Iasst ausschlielRen,
dass es unter Behandlung mit 4-MU zu einem klassischen Browning des weilten Fettgewebes

kommt.

4.5 Effekt von 4-MU auf die Plasmalipidkonzentration

Infolge der Behandlung der Mause mit 4-MU zeigte sich nach 22 Wochen Futterung mit DD
kein Unterschied im Plasmalipidprofil. Die Konzentration von Triglyzeriden, FFA, Cholesterin,
LDL + VLDL sowie HDL im Plasma der Mause war zwischen den Gruppen unverandert. Dies
war entgegen der anfanglichen Vermutung, dass eine erhdhte Fettsaureoxidation im braunen
Fettgewebe nach Behandlung mit 4-MU auch eine Reduktion der Plasmalipide, insbesondere
der Triglyzeride und FFA, hervorrufen wirde. Ein derartiger Effekt wurde kirzlich von Bartelt
et al. beschrieben. Die Gruppe konnte zeigen, dass Mause nach einer Kalteexposition
vermehrt Triglyzeride aus dem zirkulierenden Blut in das braune Fettgewebe aufnehmen, wo
diese aufgrund der Kalte-induzierten Aktivierung des Gewebes als Substrate fir die
Warmegewinnung genutzt werden [63]. Dadurch sinkt die Konzentration der Triglyzeride im
Plasma. Die Ursache flir das unveranderte Plasmalipidprofil unter Behandlung mit 4-MU
kénnte darin liegen, dass die Lipidspeicherung in Adipozyten aufgrund der reduzierten Masse
und Hypertrophie des weilden Fettgewebes verringert ist, trotz Aufnahme des gleichen Anteils
an Kohlenhydraten und Lipiden Uber das Futter. Da auch die ektope Lipidspeicherung in 4-

MU-behandelten Tieren ausgeschlossen werden konnte, wirde es daher theoretisch zu einem
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Anstieg der Lipidkonzentration im Plasma kommen. Durch Aktivierung des braunen
Fettgewebes, wie fir die Behandlung mit 4-MU gezeigt, kdnnen jedoch anfallende Lipide und
Kohlenhydrate direkt im Rahmen der Thermogenese metabolisiert werden. In der Summe

ergibt sich somit ein unverandertes Plasmalipidprofil.

4.6 Metabolischer Phanotyp von Has-knockout Mausen

Die Untersuchung der verschiedenen Has-knockout Modelle sollte zur Aufklarung beitragen,
ob der beobachtete Phanotyp durch Behandlung mit 4-MU tatsachlich auf die Hemmung der
HA-Synthese zurtickzufiihren, und falls ja, welches Has-lsoenzym hieran beteiligt ist. Zwar
wurde zwischenzeitlich von Ji et al. postuliert, dass ein Zusammenhang zwischen einer
Degradation der HA durch Behandlung von Mausen mit Hyaluronidase und einer Reduktion
der Hypertrophie des weilten Fettgewebes und folglich einer verbesserten Insulinresistenz
besteht [193]. Allerdings fehlen bis dato systematische Untersuchungen von genetischen

Knockout-Modellen.

Daher wurden in der vorliegenden Arbeit ubiquitare Has2- und HAS3-knockout sowie
adipozytenspezifische Has2- und HAS3-knockout Mause im Hinblick auf einen metabolischen
Phanotyp untersucht. Ubiquitdre Knockout-Modelle kdnnen diverse Nachteile mit sich bringen.
Beispielsweise besteht die Schwierigkeit der eindeutigen Zuordnung von Effekten auf die
Beteiligung spezifischer Zellen oder Gewebe. Aulerdem kdnnen vielfaltige
gegenregulatorische Mechanismen auftreten, die letztendlich allein verantwortlich flr
beobachtete Effekte sein oder gar den Effekt des eigentlichen Knockouts kaschieren kénnen.
Aus diesem Grund wurden zusatzlich zu den ubiquitaren Knockouts auch
adipozytenspezifische Has2- und HAS3-knockout Mause analysiert. Auffallig war, dass in
keinem der untersuchten Modelle der vollstandige Phanotyp 4-MU-behandelter C57BL/6J
reproduziert werden konnte. So zeigten weder ubiquitare Has2- und HAS3-knockout Mause,
noch adipozytenspezifische Has2- und HAS3-knockout Mause nach Futterung einer DD eine
deutlich reduzierte Gewichtszunahme. Im Unterschied dazu zeigte sich bei Behandlung mit 4-
MU bereits nach 5 Wochen Futterung ein im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziertes
Gewicht der Tiere. Bezuglich der Kérperfettbestimmung konnte nur in adipozytenspezifischen
Has2-knockout Mausen nach 17 Wochen Futterung eine signifikante Reduktion des
Korperfettanteils festgestellt werden. Analog dazu waren auch das Gewicht und die
AdipozytengréRe des weilden epididymalen Fettgewebes durch den adipozytenspezfischen
Has2-Knockout verringert. Eine Reduktion der Masse und Hypertrophie des epididymalen
Fettgewebes konnte auch in ubiquitdren Has2-knockout Mausen detektiert werden, was
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allerdings keine signifikante Veranderung der Gesamt-Korperfettmasse zur Folge hatte. Dies
legt die Vermutung nahe, dass andere Fettdepots in ubiquitdren Has2-knockout Mausen zu
wenig oder gar gegensatzlich beeinflusst wurden, sodass keine flr einen signifikanten Effekt
ausreichende Reduktion des Korperfettanteils detektiert werden konnte. Hierfiir kdnnte das
hdhere Alter der ubiquitdren Has2-knockout Tiere eine Rolle spielen. Da die Induktion des
Knockouts erst im Alter von 16 — 20 Wochen mdglich war, waren die Versuchstiere zum
Zeitpunkt der jeweiligen Analysen ca. 10 Wochen a&lter als die entsprechenden
adipozytenspezifischen knockout Mause. So ist bekannt, dass das Alter selbst ein
entscheidender Faktor flr die Erhdhung der Koérperfettmasse ist [206, 207] — dieser Effekt
kénnte Uberwiegen und den des Knockouts kaschieren. Aulerdem konnte es durch den
ubiquitaren im Vergleich zum adipozytenspezifischen Knockout zu gegenregulatorischen
Mechanismen, beispielsweise in der stromal-vaskularen Fraktion des Fettgewebes kommen.
Durch den Has2-Knockout kann kompensatorisch eine Induktion der Has1 und/oder Has3 in
Praadipozyten ausgeldst werden, wodurch wiederum ein Anstieg der Fettmasse begunstigt
wird. Ein derartiger gegenregulatorischer Mechanismus wurde kurzlich fur die Expression der
HA-Synthasen von Wang et al. beschrieben. In Mausen, die sowohl fur Has1 als auch Has3
defizient waren, kam es zu einer kompensatorischen Steigerung der Has2 mRNA Expression,
welche hauptverantwortlich fur die in der Publikation dargelegte apoptosehemmende Wirkung
in Hautfibroblasten war [208].

Des Weiteren konnte von den untersuchten Modellen einzig in ubiquitdren Has2-knockout
Mausen eine Verbesserung der Insulinsensitivitdt gemessen werden. Durch den Has2-
Knockout kam es im Insulintoleranztest zu einem starkeren Ansprechen der Zielzellen auf den
exogen verabreichten Insulinbolus. Im Glukosetoleranztest konnte hingegen lediglich eine
Tendenz in Richtung einer verbesserten Glukoseverstoffwechslung festgestellt werden. Um
hier genauere Aussagen bezuglich der Mechanismen der Insulinresistenz treffen zu kdnnen,
musste ein hyperglykdmisch-euglykdmischer Clamp-Test angewendet werden, der als
Goldstandard zur Bestimmung der Insulinsensitivitat im Kérper gilt [209]. Der Grund fir die
verbesserte Insulintoleranz in Has2-knockout Mausen besteht vermutlich in der zeitgleich
signifikant reduzierten Inflammation des weilRen Fettgewebes. So ist bekannt, dass
Entziindungsprozesse im Fettgewebe fur die Entstehung der Insulinresistenz eine grofl3e Rolle
spielen [41]. Dass in adipozytenspezifischen Has2-knockout Mausen keine Veranderung der
Entziindung im weillen Fettgewebe beobachtet werden konnte, lasst Riickschllisse darauf zu,
dass die reduzierte Inflammation des epididymalen weillen Fettgewebes in ubiquitaren Has2-
knockout Mausen auf eine Beteiligung der stromalen Fraktion zurtickzufihren ist. Wie in der

Literatur beschrieben, koénnen Makrophagen auch aus Praadipozyten des weilden

87



Diskussion

Fettgewebes hervorgehen [210, 211]. Zudem konnten diverse Studien bereits demonstrieren,
dass Has2 an der Differenzierung unterschiedlicher Zellen beteiligt ist [166, 193]. Daher wird
vermutet, dass durch den Knockout der Has2 in Praadipozyten potenziell weniger
Differenzierung von Praadipozyten zu Makrophagen stattfinden kénnte. Weiterhin besteht die
Méglichkeit, dass infolge des ubiquitaren Has2-Knockouts weniger HA-abhangige, pro-
migratorische Signale ausgesendet werden und damit weniger Invasion von Makrophagen in
das weile Fettgewebe stattfindet. Diese Vermutungen muissten im Rahmen weiterfihrender

Experimente verifiziert werden.

In ubiquitdaren HAS3-knockout Mausen zeigten sich zwar ein reduziertes Gewicht des
epididymalen Fettlappens sowie eine verringerte Adipozytenhypertrophie, allerdings war dies,
wie auch im Fall der adipozytenspezifischen Has2-knockout Tiere, nicht ausreichend, um die
Inflammation des Fettgewebes positiv zu beeinflussen. Im Gegensatz hierzu konnte in
adipozytenspezifischen HAS3-knockout Mausen eine Reduktion der Entzindung im
Fettgewebe detektiert werden, allerdings unterlagen alle weiteren untersuchten Parameter in
diesem Modell keinen Veranderungen. Die in der Literatur beschriebene
entziindungshemmende Wirkung eines Has3-Knockouts, beispielsweise auf inflammatorische
Erkrankungen der Lunge [156] oder des Darms [157], konnte somit flr die Adipositas-
assoziierte Inflammation des weil’en Fettgewebes nur in der adipozytenspezifischen HAS3-
knockout Maus bestatigt werden. Da die Hypertrophie-hemmende Wirkung im weillen
Fettgewebe auf die ubiquitare HAS3-knockout Maus beschrankt war, spielen vermeintlich
auch hier umliegende Zellen der stromal-vaskuldren Fraktion und nicht der direkte Knockout
in Adipozyten eine Rolle. Ein groBer Gewinn zum genaueren Verstandnis der
zugrundeliegenden Mechanismen ware die Verfugbarkeit einer spezifischen Knockout-Maus,
in der bereits auf Ebene der Praadipozyten ein Knockout induziert werden kann. Dies wirde
auch der Beantwortung der Frage dienen, ob es in vivo durch eine Has-vermittelte Inhibition
der HA-Synthese zu einer Hemmung der Adipogenese kommt. Allerdings stehen aktuell keine
geeigneten Modelle zur Untersuchung der Adipozytendifferenzierung zur Verfliigung [212]. Die
in den vorliegenden Studien verwendete Fabp4Cre-Maus flhrt erst nach bereits induzierter
adipogener Differenzierung unter Abhangigkeit der gesteigerten Expression von Ppary zu
einer Aktivierung des Fabp4-Promotors und damit der Aktivierung der Cre-Rekombinase. Der

Knockout erfolgt somit erst in terminal differenzierten Adipozyten.

Da im braunen Fettgewebe von DD-gefiitterten Mausen eine gesteigerte Expression der Has2
mRNA nachgewiesen werden konnte, wurde auch dieses Gewebe im Hinblick auf
Veranderungen der Morphologie und Aktivierung in den verschiedenen Has-knockout

Modellen untersucht. Allerdings zeigte sich ausschlieRlich nach ubiquitdrem Knockout der
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Has2 eine Reduktion des Gewichts und der Adipozytengrdfie des braunen Fettgewebes. Im
Gegensatz zu den Befunden aus den 4-MU-behandelten Mausen fuhrte dies jedoch nicht zu
einer veranderten Genexpression der Aktivierungsmarker des braunen Fettgewebes oder
Vegf-a. In adipozytenspezifischen Has2-knockout Mausen waren weder in der Morphologie,
noch in der Genexpression der Aktivierungs- und Vaskularisierungsmarker Unterschiede zu
verzeichnen. Auch in den beiden untersuchten HAS3-knockout Modellen waren keine
Unterschiede im Bereich des braunen Fettgewebes detektierbar. Somit schien sich die
Defizienz von Has2 und HAS3 nicht auf die Aktivitat und zitterfreie Thermogenese im braunen
Fettgewebe auszuwirken. Im Einklang hiermit war auch kein Unterschied im Energieumsatz
der Tiere zu beobachten. Durch 4-MU Behandlung war hingegen eine Reduktion von Masse
und AdipozytengroRe bei parallel auftretender Steigerung der Aktivitdit des braunen
Fettgewebes nachweisbar. Dies resultierte schliellich in einer Erhéhung des O»-Verbrauchs
bzw. des Energieumsatzes der Tiere. Da in keiner der analysierten Has-knockout Mause ein
vergleichbarer Effekt im braunen Fettgewebe nachgewiesen wurde, besteht zum einen die
Vermutung, dass es sich um einen 4-MU-spezifischen Effekt handeln kénnte, der unabhangig
von einer Hemmung der HA-Synthese vermittelt wird. Zum anderen besteht die Mdéglichkeit,
dass die Effekte Uber Has1-vermittelt werden. Die Untersuchung von Has1-knockout Mausen

konnte also weitere wichtige Erkenntnisse zur Rolle der HA im braunen Fettgewebe liefern.

Allgemein kann festgehalten werden, dass der Knockout von Has2 und HAS3 im Mausmodell
der Diat-induzierten Adipositas nur Teilaspekte der 4-MU Behandlung nachahmen konnte. So
konnten die Effekte von 4-MU nur teilweise im weillen Fettgewebe der Knockout Mause
reproduziert werden und zumeist zeigte sich ein Effekt geringeren Ausmales. Als Ursache
hierfir kommen, wie bereits fur den fehlenden Effekt im braunen Fettgewebe nach Has2 und
HAS3-Knockout erértert, HA-unabhangige, direkte Wirkungen von 4-MU oder aber eine Has1-
vermittelte Wirkung in Frage. Da 4-MU eine Hemmung bzw. verminderte Aktivitat aller HAS
bewirkt, kdbnnen an der Entstehung der 4-MU-vermittelten Effekte grundsatzlich alle HAS-
Isoenzyme beteiligt sein. In Anbetracht der erhéhten Expression der Has7 mRNA in weiliem
und braunem Fettgewebe diabetogen gefiitterter Mause scheint eine Beteiligung der Has1
durchaus realistisch. Insofern wirde die Untersuchung von Has1-knockout Mausen zu einer
genaueren Aufklarung der HA-Abhangigkeit der 4-MU Wirkung beitragen. Letztlich besteht
aber auch die Moéglichkeit, dass die Hemmung einer einzigen HAS nicht ausreichend ist um
den vollstdndigen Phanotyp der 4-MU Behandlung zu reproduzieren, da das Fehlen eines
HAS-Isoenzyms durch die noch vorhandenen HAS kompensiert werden kann. Daher kénnten
Doppel- oder gar Triple-Has-Knockouts, sprich Ablationen von zwei oder aller drei HAS-

Isoenzyme, notwendig sein.
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Eine Ubersichtliche Zusammenfassung der Effekte einer 4-MU-vermittelten Hemmung der HA-

Synthese sowie der Effekte der analysierten Knockout-Modelle ist in Abbildung 40 dargestellt.
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Abbildung 40: Schematische Ubersicht der Effekte einer Hemmung der HA-Synthese im
Fettgewebe.
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4.7 Ausblick und Limitierung

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass HA und HA-assoziierte Gene in der
Differenzierung und pathologischen Expansion des wei3en und braunen Fettgewebes eine
Rolle spielen. Dabei konnte 4-MU, ein Inhibitor der HA-Synthese, als vielversprechende
Substanz fir die Pravention einer Diat-induzierten Adipositas sowie der daraus resultierenden
metabolischen Defekte identifiziert werden. Den Ergebnissen zufolge kénnte eine friihzeitige
Behandlung mit 4-MU potenziell einer Gewichtszunahme und Entstehung einer
Insulinresistenz entgegenwirken. Allerdings wurde der praventive Effekt der Substanz in der
vorliegenden Arbeit nur bei zeitgleicher Verabreichung der Substanz und einer
hochkalorischen Diat beobachtet. Insofern bleibt offen, ob eine Behandlung mit 4-MU auch bei
einer bereits bestehenden Adipositas wirksam ist und eine Gewichtsabnahme und eine
Aufhebung von Stoffwechseldefekten bewirken kann. Zur Aufklarung dieser Fragestellung
kénnten in nachfolgenden Experimenten Mause nach Auslésung einer Diat-induzierten
Adipositas mit 4-MU behandelt und auf eine Verbesserung der metabolischen Gesundheit

untersucht werden.

In den Experimenten erfolgte die Verabreichung von 4-MU oral durch Einarbeitung der
Substanz in das Mausefutter. Dies bedingt, dass alle Zellen bzw. Gewebe im Korper von einer
Hemmung der HA-Synthese betroffen sind. Inwiefern andere Gewebe als das hier untersuchte
weille und braune Fettgewebe zu den beobachteten Effekten beitragen, bleibt aufzuklaren.
Dass eine dauerhafte globale Hemmung der HA-Synthese nicht nur Vorteile birgt, konnte
bereits von Nagy et al. demonstriert werden. Die Autoren zeigten, dass durch Interferenz von
4-MU mit der endothelialen Glykokalyx-Funktion eine Verschlechterung der Atherosklerose
auftritt [213].

Die Bestimmung der Glukoseverstoffwechslung und Insulinsensitivitat wurde mit Hilfe von
Glukose- und Insulintoleranztests durchgefihrt. Um allerdings genauere Aussagen bezlglich
der zugrundeliegenden Mechanismen einer Insulinresistenz bzw. der beteiligten Organe
treffen zu koénnen, ware eine Testung via hyperglykdmisch-euglykdmischer Clamp

Technologie von grofer Bedeutung.

Alle Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden entweder an murinen Zellkulturmodellen
oder am Mausmodell in vivo durchgefiihrt. Die Ubertragbarkeit der Erkenntnisse auf das
humane Krankheitsbild einer Adipositas und Insulinresistenz ist daher nicht gesichert. Dies
liegt insbesondere darin begriindet, dass in C57BL/6J Mausen nach Induktion einer Diat-
induzierten Adipositas zwar eine pradiabetische Stoffwechsellage einschlief3lich einer

Insulinresistenz, die vergleichbar mit jener im Menschen ist, induziert wird [152]. Allerdings
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zeigen C57BL/6J Mause keine erschopfte Insulinsekretionsfahigkeit infolge eines B-Zell-
Versagens des Pankreas, wie sie typischerweise im Endstadium eines T2DM im Menschen in
Erscheinung tritt [214]. Der Pankreas von C57BL/6J Mausen ist in der Lage, das verminderte
Ansprechen der Zielzellen auf Insulin stetig durch eine gesteigerte Sekretion aus dem
Pankreas auszugleichen [215, 216]. Des Weiteren muss bertcksichtigt werden, dass sich
braune Fettdepots in Mausen von jenen im Menschen unterscheiden. Im Gegensatz zu
Nagern entwickelt sich das braune Fettgewebe zwischen den Schulterblattern im Menschen
kurze Zeit nach der Geburt zurick. In den letzten Jahren konnten verschiedene
Arbeitsgruppen allerdings nachweisen, dass auch im Erwachsenenalter metabolisch aktives
braunes Fettgewebe auffindbar ist [53-56]. Es bleibt allerdings zu verifizieren, ob diese Depots
ein ahnliches Ansprechen auf eine Behandlung mit 4-MU zeigen, wie es im Mausmodell

beobachtet werden konnte.

AbschlieRend konnte nicht eindeutig geklart werden, ob die Wirkung von 4-MU tatsachlich
durch eine Hemmung der HA-Synthese bedingt ist. Um diese Fragestellung beantworten zu
kénnen, sind Analysen weiterer Knockout-Modelle von Noéten. So waren in folgenden
Experimenten Has1-knockout und Has-Doppel- (Has1/Has2-, Has1/Has3-, Has2/Has3-) bzw.
Has1/2/3-Triple-knockout Mause im Hinblick auf einen metabolischen Phanotyp zu
untersuchen. Auflerdem konnte von Interesse sein, den Effekt eines Hyal-Knockouts zu
analysieren, da bekannt ist, dass HA-Fragmente inflammatorische Eigenschaften aufweisen
und eine tendenziell verstarkte Expression der Hyal1 und Hyal2 mRNA im weilen Fettgewebe
diabetogen gefutterter Mause nachgewiesen werden konnte. Aufgrund der stark induzierten
Genexpression von Rhamm im braunen und weil3en Fettgewebe adipdser Mause kénnte auch

die Untersuchung von Rhamm-defizienten Mausen vielversprechend sein.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen der Adipositas tragen Hypertrophie und chronische Entzindungsprozesse im
weillen Fettgewebe bedeutend zur Entwicklung einer Insulinresistenz bei. Es mangelt jedoch
bislang an unterstitzenden Therapiemoglichkeiten, um einer Adipositas und den damit
verbundenen Risiken vorzubeugen. Eine besondere Rolle in der Pravention einer

Gewichtszunahme wird vermehrt der Thermogenese im braunen Fettgewebe zugeschrieben.

Die Differenzierung und Expansion des weillen Fettgewebes wird bekanntermallen von einer
Akkumulation der Hyaluronsaure (HA) begleitet. Hingegen liegen keine Erkenntnisse zur Rolle
der HA im braunen Fettgewebe vor. Ziel dieser Arbeit war es, systematisch aufzuklaren,
welchen Veranderungen das HA-System im weil3en und braunen Fettgewebe bei Adipositas
unterliegt. Weiterhin sollte untersucht werden, inwiefern sich eine Hemmung der HA-Synthese

auf die Funktion der Gewebe sowie die metabolische Gesundheit auswirkt.

Es konnte gezeigt werden, dass die Differenzierung von Adipozyten in vitro abhangig von einer
gesteigerten HAS2-vermittelten HA-Synthese ist, wobei auch die HA-Rezeptoren CD44 und
RHAMM involviert zu sein scheinen. So flhrte die Reduktion der HA-Konzentration durch
Behandlung mit dem HA-Synthese-Inhibitor 4-Methylumbelliferon (4-MU), Hyaluronidase oder
Has2 siRNA sowie die Hemmung der HA-Signalwege durch Cd44 und Rhamm siRNA zu einer
verminderten Adipozytendifferenzierung. In vivo konnte in Mausen infolge einer Diat-
induzierten Adipositas eine gesteigerte Expression von Has1, Has2, Cd44 und Rhamm im
braunen und weilRen Fettgewebe demonstriert werden. Die pharmakologische Hemmung der
HA-Synthese mittels 4-MU in diabetogen gefltterten Mausen resultierte in einer Reduktion der
Adipositas sowie einer verringerten Hypertrophie und Inflammation des weilen Fettgewebes.
Parallel kam es zu einer Verbesserung der Glukose- und Insulintoleranz. Darlber hinaus
zeigte sich eine Erhéhung des Energieumsatzes 4-MU-behandelter Tiere, vermutlich infolge
einer verstarkten Vaskularisierung und erhéhten Aktivitdt des braunen Fettgewebes. Die
Verbesserung der Insulinresistenz durch 4-MU resultiert zusammenfassend vermutlich sowohl
aus einer Reduktion der inflammatorischen Prozesse im weilen Fettgewebes als auch einer

zeitgleich auftretenden Verstarkung der Energieverbrennung im braunen Fettgewebe.

Die Ergebnisse der 4-MU Behandlung konnten durch Untersuchung ubiquitdrer und
adipozytenspezifischer Has2- und HAS3-knockout Mause nur teilweise reproduziert werden.
Somit wird geschlussfolgert, dass entweder HA-unabhangige Effekte flr die Wirkung von 4-
MU eine Rolle spielen oder der Knockout eines einzigen HAS-Isoenzyms nicht ausreichend

ist, um den vollstdndigen Phanotyp einer 4-MU Behandlung nachzustellen.
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6 Summary

Hypertrophy and chronic inflammatory processes in white adipose tissue, as observed during
obesity, significantly contribute to the development of insulin resistance. Nevertheless,
supportive therapies for the prevention of obesity and its related risks are still lacking. A notable
role in the prevention of weight gain is increasingly attributed to thermogenesis in brown

adipose tissue.

The differentiation and expansion of white adipose tissue is known to be accompanied by an
accumulation of hyaluronic acid (HA). However, there is no evidence about the role of HA in
brown adipose tissue. The aim of this study was to systematically analyze the occurring
changes in HA system in white and brown adipose tissue during obesity. Furthermore, it should
be investigated how the function of these tissues and metabolic health is affected by an

inhibition of HA synthesis.

It could be shown that the differentiation of adipocytes in vitro depends on an increased HAS2-
mediated HA synthesis, whereas the HA receptors CD44 and RHAMM also seem to be
involved. Thus, a reduction of HA concentration by treatment with the HA synthesis inhibitor 4-
methylumbelliferone (4-MU), hyaluronidase, or Has2 siRNA as well as the inhibition of HA
signaling pathways by Cd44 and Rhamm siRNA resulted in reduced adipocyte differentiation.
In vivo, an increased expression of Has1, Has2, Cd44 and Rhamm in brown and white adipose
tissue could be demonstrated in mice following a diet-induced obesity. The pharmacological
inhibition of HA synthesis by 4-MU in mice fed with a diabetogenic diet led to a reduction in
obesity and reduced hypertrophy and inflammation of the white adipose tissue. In parallel,
there was an improvement in systemic glucose and insulin tolerance. Moreover, 4-MU treated
animals revealed an increase in energy expenditure, probably due to higher vascularization
and elevated thermogenic activity in brown adipose tissue. Collectively, the improvement of
insulin resistance mediated by 4-MU probably results both from a reduction of the inflammatory
processes in white adipose tissue as well as a simultaneous increase of energy consumption

in brown adipose tissue.

The results obtained after 4-MU treatment could only partially be reproduced by examining
ubiquitous and adipocyte-specific Has2- and HAS3-knockout mice. Thus, it is concluded that
either HA-independent effects could contribute to the action of 4-MU or that the knockout of a
single HAS isoenzyme is not sufficient to reproduce the full phenotype of the treatment with 4-
MU.
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