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Zusammenfassung

Ubergewicht ist heutzutage weit verbreitet und geht mit einer Vielfalt von Erkrankungen, wie
Diabetes mellitus Typ 2 (T2D) und Koronarer Herzkrankheit (KHK) einher. Dies héngt unter
anderem mit der gestorten Energichomoostase und der Fettgewebsinflammation zusammen, die
durch Adipokine mitbeeinflusst wird. Adipokine sind Proteine, die von Fettzellen exprimiert
und sezerniert werden. Die meisten Adipokine werden in unterschiedlichem Malle vom
viszeralen Fettgewebe im Vergleich zum subkutanen Fett sezerniert. Es ist bekannt, dass die
unterschiedlichen Fettdepots des Menschen unterschiedlich mit dem Stoffwechsel interferieren.
Viszerale Adipozyten gelten in der Entwicklung metabolischer Komplikationen als besonderer
Risikofaktor, da sie in erhohtem Mafe bei iibergewichtigen Menschen mit bereits aufgetretenen
Folgeerkrankungen vorkommen.

In dieser Arbeit wurde die Sekretion und Expression des neuen Adipokins DPP-4 in subkutanen
und viszeralen Adipozyten in schlanken und adipdsen Probanden untersucht. Zudem wurde der
Einfluss der Sekretionsprodukte verschiedener Fettdepots auf glatte Muskelzellen untersucht
(Crosstalk). Es konnte gezeigt werden, dass es signifikante Unterschiede in der Expression von
DPP-4 zwischen den beiden Fettgeweben gibt; ebenso bestanden Verschiedenheiten bei
Ubergewichtigen, Diabetikern und Nichtdiabetikern. Analog dazu lieB sich die groBte
Proliferation von vascular smooth muscle cells (VSMCs) durch die Zugabe von konditioniertem
Medium iibergewichtiger Diabetiker demonstrieren. Beispielsweise war die Freisetzung von
DPP-4 im viszeralen Fett adipdser Probanden im Vergleich zu subkutanem erhdht; auch war sie
signifikant hoher bei adipbsen Patienten als bei Nichtdiabetikern und Schlanken. Die
Expression von DPP-4 zeigte sich bei allen Patienten im viszeralen Fett deutlich erh6ht, wobei
bei adipésen Probanden die Expression sowohl im viszeralen als auch im subkutanen
Fettgewebe hoher war als bei schlanken Probanden. Es wurde zudem die Rolle von vascular
endothelial growth factor (VEGF), welches als Mediator bei inflammatorischen Vorgéngen wie
der Adipositas gilt, untersucht. Eine Messung von VEGF in den konditionierten Medien der
Probanden ergab eine erhohte Freisetzung im viszeralen Fettgewebe der adipdsen Probanden.
Die Menge an VEGF Kkorreliert dabei signifikant mit der proliferativen Wirkung der
konditionierten Medien.

Als Fazit lasst sich festhalten, dass die hier aufgefiihrten Ergebnisse die Hypothese bestarken,
dass viszerale Fettdepots insbesondere bei Adipositas eine Quelle von bekannten und neuen
Adipokinen darstellen. Durch Einflussnahme auf die Expression und Sekretion dieser
Adipokine bzw. die Erweiterung des Indikationsspektrums bereits vorhandener Medikamente
(VEGF-Antikorper) konnte die Entwicklung und Progression von Volkskrankheiten wie
Diabetes mellitus Typ 2 und KHK aufgehalten und durch Biomarker frithzeitig diagnostiziert

werden.
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1 Einleitung

1.1 Diabetes mellitus

Das Krankheitsbild des Diabetes mellitus zeichnet sich durch eine gestorte Glukosehomdoostase
aus, welche sich vorrangig durch den erhdhten Blutzuckerspiegel dulert. Hierbei muss zwischen
dem Typ-1- und Typ-2-Diabetiker differenziert werden. Wiahrend der Typ-1-Diabetiker von
Geburt an oder seit dem Kindesalter aufgrund seiner Pathogenese als Autoimmunkrankheit
keine eigenstdndige Insulinsekretion mehr vorweisen kann (1), ist der erhohte Blutzucker beim
Typ-2-Diabetiker zunédchst vor allem auf eine gestorte Insulinsensitivitdt zuriickzufiihren und
spater durch den Untergang der B-Zellen gekennzeichnet.

Der Diabetes Typ 2 unterscheidet sich also hauptsidchlich dadurch vom Typ 1, dass er zumindest
am Anfang nicht auf exogene Insulinzufuhr angewiesen ist, sondern sich durch erhohte
Blutzuckerspiegel und eine gestorte Insulinsignalweiterleitung im Sinne einer Resistenz und
gleichzeitig in einer erhdhten Insulinsekretion duBert (2). Dies bedeutet, dass der Korper zwar
angemessene Mengen von Insulin produziert, diese jedoch an ihren Zielorten -eine
abgeschwichte oder keine Wirkung hervorrufen. Diese unzureichende Insulinwirkung versucht
der Korper mit erhohter Insulinproduktion auszugleichen.

Die Diagnose Diabetes mellitus betrifft in den letzten Jahren immer mehr nicht nur die
Bevolkerung der Industrienationen, sondern auch die der Entwicklungslénder (3;4). Dies ist vor
allem darauf zuriickzufiihren, dass sich der Lebenswandel der Menschen dahingehend verdndert
hat, dass frilher ein kataboler, Energie verbrauchender Stoffwechsel im Rahmen einer sich
bewegenden Tétigkeit die Regel war, wihrend heutzutage die meisten Menschen ihren Beruf in
einer sitzenden, eher anabolen Tatigkeit ausfiihren (2). Durch die fehlende Bewegung sowie
ndhrstoffreiche Nahrung, die auch in Entwicklungslédndern giinstig zu erwerben ist, wird die
Entwicklung von Ubergewicht und die damit einhergehenden ,,Volkskrankheiten“ arterielle
Hypertonie, Hypertriglyzeriddimie und Diabetes mellitus im Rahmen des metabolischen
Syndroms weiter gefordert.

Dabei ist vorwiegend der Diabetes Typ 2 an dieser dramatischen Entwicklung beteiligt, da er
iiber 90 % der aktuellen Erkrankungen an Diabetes mellitus weltweit ausmacht. Aktuelle Zahlen
belegen, dass bis zum Jahr 2025 300 Millionen Menschen von dieser Diagnose betroffen sein
koénnten (2).

Zundchst wird ndher auf die Entstehung des 72D ecingegangen, da das Verstindnis dieser
Erkrankung unverzichtbar fiir die hier angefiihrte Abhandlung ist.

Der als normal angestrebte Blutzuckerspiegel beim Erwachsenen bewegt sich im Bereich von
90-110 mg/dl, niichtern wird ein Spiegel von < 100 mg/dl als normal angesehen (5).

Physiologischerweise sollte sich der Gelegenheitsblutzucker, vends gemessen, <100 mg/dl
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befinden. Werte zwischen 100 und 200 mg/dl weisen auf eine gestorte Glukosetoleranz (/GT =
impaired glucose tolerance) hin und erfordern weitere Diagnostik in Form von
Niichternblutglukosemessungen. Erreicht der Plasmaglukosewert Messungen > 200 mg /dl gilt
die Diagnose Diabetes mellitus als bewiesen. Die erweiterte Diagnostik im Rahmen der vendsen
Niichternglukose-Messungen erfordert eine Nahrungskarenz von mindestens 8 Stunden, um
valide Werte angeben zu konnen.

Niichternblutzuckermessungen beweisen - vends - ab einem wiederholtem Wert von > 126
mg/dl den Diabetes; Werte zwischen 100 und 125 mg/dl erfordern weitere Diagnostik im Sinne
eines  oralen  Glukose-Toleranz-Testes  (OGTT), wihrend  physiologischerweise
Niichternblutwerte < 100 mg /dl angestrebt werden.

Sollten die Werte der Niichternblutzuckermessung zu verdéachtigen Ergebnissen gefiihrt haben,
wird der orale Glukose-Toleranz-Test durchgefiihrt. Dazu soll der mindestens 10 Stunden
niichtern belassene Patient nach einer ersten Niichternglukosemessung eine Zuckerlosung
trinken. Diese enthélt auf 250 bis 300 ml Wasser 75 g Glukose und sollte innerhalb von 5
Minuten getrunken werden. Zwei weitere Messungen des kapilliren Blutzuckers erfolgen nun
nach 60 und 120 Minuten. Beweisend fiir einen Diabetes mellitus gilt ein 2-Stunden-Wert > 200
mg/dl; rangiert der Wert zwischen 140 und 200 mg/dl, so spricht man von einer gestorten
Glukosetoleranz (IFG = impaired fasting glucose) .

Die physiologische Regulation des Blutzuckerspiegels wird hauptsdchlich durch die zwei
Peptidhormonen Insulin und Glukagon gesteuert, die sich antagonistisch gegeniiberstehen.
Wihrend Insulin in den B-Zellen des Pankreas gebildet und sezerniert wird, iibernehmen die a-
Zellen des Pankreas diese Aufgabe bei Glukagon.

Als die drei hauptsidchlichen Wirkungsorte der beiden Proteohormone gelten Skelettmuskel,
Leber und Fettgewebe. Insulin senkt den Blutzucker und fordert die Bildung von
Energiespeichern in Form von Glykogen und Triglyceriden, wirkt also anabol. Dem gegeniiber
steht die blutglukosesteigernde Wirkung des Glukagons.

Der wichtigste Reiz fiir die Insulinausschiittung ist der erhohte Blutzuckerspiegel, zum Beispiel
nach Nahrungsaufnahme. Dann bewirkt Insulin unter anderem iiber GLUT-Transporter, eine
Aufnahme von Glukose in die Zellen, u. a. Adipozyten und Skelettmuskelzellen iber GLUT-4,
sodass der Blutzuckerspiegel nachweislich gesenkt wird. Dabei wird der aufgenommene Zucker
in Leber und Muskel in Form von Glykogen gespeichert, das heifit die Glykogensynthese wird
stimuliert. Gleichzeitig werden hier die Glykogenolyse und die hepatische Glukoneogenese
gehemmt; zudem wird die hepatische f-Oxidation der Fettsduren gehemmt. Im Skelettmuskel
werden auflerdem die Proteinsynthese aus Aminosduren und die Liponeogenese im Fettgewebe

aus freien Fettsduren und Glycerin gefordert.



Fillt der Blutzuckerspiegel nun, etwa durch korperliche Arbeit, auf ein Level von ungefahr
unter 80 mg/dl, stimuliert dies die Freisetzung von Glukagon aus den Zellen des Pankreas. Dies
bewirkt nun in der Leber einerseits eine Hemmung der Glykolyse und Forderung der
Glukoneogenese; im Skelettmuskel andererseits erfolgt die Umsetzung von Proteinen zu
Aminosduren (Proteolyse); im Fettgewebe wird zum Dritten das generierte Fett wieder zu freien

Fettsduren und Glycerin umgesetzt.



1.2 Pathogenese des Diabetes mellitus

Im T2D kann die zuvor beschriebene Glukosehomoostase nicht mehr aufrechterhalten werden.
Dies lasst sich durch zwei pathogenetische Mechanismen erklaren.

Einerseits ist die frilhe, postprandiale Sekretion von Insulin gestort, sodass postprandiale
Hyperglykdmie vorherrscht (6). Zum anderen findet man beim T2D eine verminderte
Insulinsensitivitdit in den Empfiangerorganen. Dies ldsst sich durch eine stindige
Uberstimulation erkldren, da die Blutglukose durch erhdhte Nahrungszufuhr fast kontinuierlich
iiber die Norm gesteigert ist. So kommt es zu einer verminderten Insulinrezeptordichte (down-
regulation). Dadurch nimmt die Empfindlichkeit, mit der Skelettmuskel, Leber und Fettgewebe
auf Insulin ansprechen, entsprechend ab, sodass sich langfristig erhohte Blutzuckerwerte
einstellen (7;8). So entsteht ein Circulus vitiosus, da der erhohte Blutzuckerspiegel erhdhte
Insulinsekretion fordert, was wiederum zur down-regulation respektive zu einer
Unempfindlichkeit der Rezeptoren fiihrt (9;10).

Klinisch ldsst sich in den meisten Fillen ein erhdhtes Korpergewicht beobachten, was sich vor
allen Dingen in erh6htem Bauchfettanteil dulert. Dabei konnten Colditz et al. (11) zeigen, dass
ein erhohtes Korpergewicht mit erhohtem Korperfettanteil das Risiko, einen T2D zu entwickeln,
erh6ht; wurden Gewicht und Fettgehalt hingegen reduziert, konnte man dieses Risiko senken.

Es wurde jedoch auch beobachtet, dass normalgewichtige Patienten mit einem Hip-waist-ratio
(HWR) im Normbereich insulinresistent sein und auch fiir die anderen Messgroen des
metabolischen Syndroms abnorme Werte aufzeigen konnen. Hierbei lie sich zeigen, dass diese
Patienten meist mindestens einen erst- oder zweitgradigen Verwandten hatten, die bereits einen
T2D aufwiesen (12). Diese Patienten haben laut Perseghin et al. (12) ein etwa 40% hdheres
Risiko, T2D zu entwickeln. In ihrer Studie stellten sie fest, dass Nachkommen von T2D
betroffenen Eltern hohere Spiegel von freien Fettsduren (free fatty acids, FFA) sowie eine
Hyperinsulindmie nach Nahrungskarenz (fasting hyperinsulinemia) vorwiesen. AuBerdem
waren die Blutkonzentrationen der Aminosduren, welche ein Insulin-abhéngiges Transporter-
System nutzen (Alanin, Glutamin, Serin, Glycin), niedriger als die Normwerte. Dies erklarten
Perseghin et al. mit dem Ansatz, dass eben diese Aminosauren als glukoneogenetisch betrachtet
werden, sodass diese Patienten mit erhohten Raten von Glukoneogenese charakterisiert werden
konnten.

Weiterhin unterteilte die Arbeitsgruppe die Studiengruppe der T2D-Nachkommen in drei
Untergruppen: sehr niedrige, niedrige und normale Insulinsensitivitat (OFF-VL, OFF-L, OFF-
N). Innerhalb dieser Subgruppen stellte sich heraus, dass die Probanden mit normaler
Insulinsensitivitit in der akuten Phase eine normale Insulinantwort hatten, ungefahr
vergleichbar mit der Insulinantwort in der Kontrollgruppe. Dagegen wiesen die Probanden der

OFF-L-Untergruppe ecine Hypersekretion von Insulin auf. Die OFF-VL-Untergruppe wies
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demgegeniiber eine niedrigere Insulinsekretion vor, was damit erkldrt wird, dass die B-Zell-
Funktion in dieser Untergruppe schon beeintrachtigt ist. Die Insulinsekretion entspricht
(nummerisch) zwar in etwa der der Kontroll- und OFF-N-Gruppe, jedoch wird sie hinsichtlich
der Insulinresistenz in dieser Untergruppe als unzureichend betrachtet.

Die Verfiigbarkeit freier Fettsduren triagt zur Pathogenese des T2D bei, erstmals beschrieben
durch Randle et al. (13). Die freien Fettsduren inhibieren in solcher Weise den
Kohlenhydratstoffwechsel, als dass sie den Glukose-Transport bzw. die Glucose-
Phosphorylierung inhibieren. Daraus resultiert, dass sowohl die Glukose-Oxidierung als auch
die Glykogen-Synthese im Muskel reduziert ist (14). Dieser Zustand lésst sich sowohl bei schon
manifestem T2D als auch bei noch gesunden, normalgewichtigen Nachkommen von Typ-2-
Diabetikern beobachten (15-17).

Der Symptomkomplex des T2D umfasst also die gestdrte Insulinsensitivitidt, bzw. die
Insulinresistenz, die erhohte Glukoneogenese in der Leber und die Erschopfung der B-Zellen des

Pankreas bis hin zum totalen Versiegen der -Zell-Funktion (18).



1.3 Ubergewicht und metabolisches Syndrom

Es wird gehauft beobachtet, dass zum Beispiel das Vorhandensein von Dyslipiddmie, arterieller
Hypertonus und viszeraler Adipositas Risikofaktoren darstellen, kardiovaskuldre Krankheiten
(cardiovascular diseases, CVD) und Diabetes Typ 2 zu entwickeln. Diese Risikofaktoren
werden unter dem Begriff des ,metabolischem Syndrom‘(MetS) zusammengefasst.
Das Risiko in den ndchsten fiinf bis zehn Jahren eine CVD zu entwickeln, ist bei Patienten mit
metabolischem Syndrom doppelt so hoch wie bei Patienten ohne metabolisches Syndrom; fiir
die Entstehung eines T2D sogar fiinffach erhoht (19). Daher ist es von Bedeutung, zuverléssig
Parameter zu definieren, die Patienten mit einem Risikoprofil fiir diese Krankheiten
herausstellen, um frithzeitig praventiv intervenieren zu konnen.
Das auch als ,,todliches Quartett” (20) oder ,,Syndrom X*“ (21) beschriebene Krankheitsbild
wurde in den letzten Jahren von mehreren Institutionen, wie des National Cholesterol Education
Program — Third Adult Treatment Panel (NCEP ATP III)’, der European Group for the Study of
Insulin Resistance (EGIR)*, und der Weltgesundheitsorganisation (WHO) (22-24), anhand von
bestimmten Faktoren unterschiedlich definiert. Um die Diagnose zu stellen und zu
gewihrleisten, dass diese auch weltweit gilt, haben sich diese Institutionen darum bemiiht, eine
weltweit giiltige Definition des Krankheitbildes zu erstellen. Das Syndrom ist laut der
International Diabetes Federation (IDF) 2006 wie folgt beschrieben (5) und 2009 in seiner
Definition iiberarbeitet (19) worden:
ein erhohtes Taillen-Hiift-Verhéltnis (waist-hip-ratio, HWR) im Sinne einer viszeralen
Adipositas (> 94 cm ménnlich, > 80 cm weiblich bei Europdern; es herrschen verschiedene
Werte bei verschiedenen ethnischen Gruppen) plus zwei der folgenden Faktoren:

- Erhohte Triglyzeride > 150 mg/dl

- Verminderte HDL-Werte <40 mg/dl bei Méannern bzw. < 50 mg/dl bei Frauen

- Arterieller Hypertonus systolisch > 130 mmHg bzw. diastolisch > 85 mmHg

- Erhohte Nichternglukosewerte > 100 mg/dl, einschlieBlich der schon gestellten

Diagnose des Diabetes mellitus Typ 2 (T2D).

Falls der Body Mass Index, BMI, sich liber 30 kg/m? belduft, kann von zentraler Adipositas
ausgegangen werden und der Taillenumfang muss nicht zwangslaufig vermessen werden.

Dabei betrifft der Hauptunterschied zwischen den unterschiedlichen Definitionen die
Grenzwerte der zentralen Adipositas bzw. ob dies eine fest integrierte GroBle in der
Diagnosestellung des metabolischen Syndroms sein sollte. Abhishek et al. beschreiben, dass vor
allem Fett in der oberen Korperhélfte mit Insulinresistenz assoziiert ist; weniger Fett in der

unteren Korperhélfte (25). Diese auch als ,,androide* oder ,,zentrale* Adipositas bezeichnete
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Form der Fettleibigkeit wird stdrker in Verbindung gebracht mit Erkrankungen, bei denen eine
inflammatorische Pathogenese bekannt ist, wahrend die ,,gynoide” Fettleibigkeit mit nichts
dergleichen assoziiert wird (26;27).

AuBlerdem wird je nach ethnischer Zugehorigkeit der Grenzwert unterschiedlich festgelegt;
aktuell belaufen sich die hochsten Grenzwerte fiir die USA (28), Kanada (29;30) und Europa
(31) (= 94 bzw. > 102 cm fir Ménner sowie > 80 bzw > 88 cm fiir Frauen) sowie die
niedrigsten Grenzwerten fiir China (32) und Japan (33) (> 94 cm fiir Méanner sowie > 80 cm fiir
Frauen).

Weltweit steigt die Privalenz des MetS stetig; schitzungsweise ein Viertel der adulten
Population ist davon betroffen; vor allem im sub-saharischen Afrika und Mittleren Osten sind
hohe Préivalenzen verzeichnet worden (Siidafrika: 33,5%; Iran 33,7%) (25). Auch in Venezuela
und den stidtischen Regionen von Brasilien sind die Prévalenzen ausgesprochen hoch (31,2%
bzw. 25,4 %) (34;35); dhnliches gilt in Siidasien (25).

Dieses weltumspannende Problem erfordert also eine moglichst einheitliche Intervention,
angefangen von der Diagnosestellung bis zur priméren beziehungsweise sekundidren und
tertidren Pravention des MetS, um Folgekomplikationen wie CVD und T2D zu vermeiden bzw.
einzuddmmen.

Am ehesten als metabolische Risiokokonstanten anerkannt sind Dyslipiddmie, arterieller
Hypertonus und erhéhte Plasmaglukose. Patienten, die diese Symptome auf sich vereinen,
weisen meist auch ein Ungleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen, bzw. -
thrombogenen Faktoren auf, dass in die proinflammatorische und prothrombotische Richtung
iberwiegt (36). Im Folgenden wird auf die einzelnen Risikofaktoren eingegangen.
Verstandlicherweise korreliert das Risiko fiir MetS mit dem BMI. So gilt als allgemein
anerkannt, dass ab einem BMI > 25 das Risiko fiir CVD stetig steigt. Dabei ist vor allem der
Anteil an abdominellem Fett schédlich; also die androide Adipositas eher als die gynoide, bei
der das Fett vor allen Dingen an den Hiiften vermehrt vorkommt (25). AuBerdem scheint die
ethnische Herkunft entscheidend zu sein; Gupta et al. konnten zeigen, dass mexikanische
Amerikaner die hochste Rate an MetS vorweisen, gefolgt von Kaukasiern und Afroamerikanern
(25). Allgemein erhoht sich das Risiko, das MetS zu entwickeln, mit dem Alter. So sind weniger
als 10% der Menschen in ihren Zwanzigern davon betroffen, was sich bis zu den 60ern auf bis
zu 40% steigert (25). Weiterhin zeigt sich, wie vorher schon beschrieben, dass erstgradige
Verwandte von bereits erkrankten T2D eher dazu neigen, ebenfalls einen T2D sowie das MetS
zu entwickeln (37).

Um dem Krankheitsbild des T2D und des gesamten MetS entgegenzuwirken, wird im Sinne der
primdren Pravention zundchst auf Ebene des Lebensstils interveniert. Im Vordergrund stehen

die Gewichtsreduktion sowie die Aufnahme von korperlicher Aktivitit. Auch die



Erndhrungsberatung nimmt einen wichtigen Platz ein, da sie durch die Reduzierung von
tierischen, gesittigten Fettsduren und Kohlenhydraten zur Gewichtsabnahme beitrdgt. Wenn
diese Maflnahmen in einem Zeitraum von sechs Monaten nicht zum Erfolg fiihren, wird
zusdtzlich die sekundéire Pravention im Sinne einer medikamentdsen Therapie erforderlich.
Dabei wird versucht, die einzelnen Komponenten des metabolischen Syndroms auf
physiologische Werte zu senken, z. B. die Hypertriglyzeridimie durch Statine, den arteriellen
Hypertonus durch Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmer sowie den Diabetes durch

Biguanide (Metformin) oder Sulfonylharnstoffe (Glimepirid, Glibenclamid).



1.4 Adipokine und ihre Rolle in der Entwicklung von

Adipositas-assoziierten Krankheiten

Es gilt hinreichend als bewiesen, dass Adipositas als ein Status angesehen werden kann, in dem
eine systemische Entziindung im Korper ablduft. Diese ist nicht wie bei akuten Infekten, bei
denen auch eine Reduzierung des Allgemeinzustands sowie Fieber, Schiittelfrost u. 4. vorliegt,
anzusehen, sondern als eine abgeschwiéchte, milde Form der Entziindung, die sich im klinischen
Bild nicht unmittelbar bemerkbar macht, jedoch dennoch im Blutbild nachgewiesen werden
kann. Diese niedriggradige Inflammation (oder low-grade systemic inflammation) wird von
verschiedenen Mediatoren wie Interleukinen und anderen Zytokinen induziert (38). Dabei
handelt es sich unter anderem um hormondhnliche Substanzen, welche als ,,Adipokine*
bezeichnet werden (39-41). Dieser Name trigt der Eigenschaft Rechnung, dass die sezernierten
Substanzen zwar nicht ausschlieflich, aber wenn in diesem Zusammenhang betrachtet, von den
verschiedenen Fettgeweben des Korpers sezerniert werden. Dabei versteht man unter dem
Begriff der Adipokine eine grofie, heterogene Gruppe von verschiedenen Peptiden bzw.
Proteinen (42). Einige der bekanntesten Adipokine, etwa Tumor-Nekrose-Faktor a oder
Plasminogen-Activator Protein etwa spielen nicht ausschlieBlich in der chronisch
niedriggradigen Inflammation eine Rolle, sondern auch in anderen physiologischen Vorgéngen
des Korpers, etwa der Hidmostaseologie bzw. der Apoptose (TNF-a) (39-41). Andere
Adipokine, wie etwa Adiponektin oder Leptin, wurden primdr im Zusammenhang mit
Untersuchungen an Adipozyten entdeckt. Ahnlich wie bei den ,klassischen* Zytokinen kann
auch bei Adipokinen in pro- und antinflammatorische Vertreter differenziert werden, wobei es
als erwiesen gilt, dass diese Substanzen nicht nur eine wesentliche Rolle in Kohlenhydrat- und
Lipidmetabolismus einnehmen. Im Status der Adipositas scheinen proinflammatorische
Adipokine auch mafigeblichen Einfluss zu nehmen auf die Entwicklung von kardiovaskulérer
Funktion und der Entwicklung der entsprechenden Pathologika, z. B. Atherosklerose,
Insulinresistenz, metabolisches Syndrom, etc. (43).

Dies ist eine wichtige Erkenntnis, da kardiovaskuldre Erkrankungen und ihre
pathophysiologischen Folgeerkrankungen eine der Haupttodesursachen weltweit sind. Wahrend
man frither der Ansicht war, dass Atherosklerose hauptsidchlich durch eine Ansammlung von
Cholesterol in den GefaBwénden zustande kommt, geben neuere Untersuchungen Hinweise
darauf, dass dies nicht nur ein rein passiver Vorgang ist, sondern dies unter anderem auch durch
chronisch-niedriggradige Inflammation mit Beteiligung proinflammatorischer Adipokine
bedingt ist (44;45).

Auch Fettgewebe, insbesondere das weille Fettgewebe des Erwachsenen (WAT, white adipose
tissue), wurde inzwischen als Organ mit Sekretion von Proteinhormonen, den sogenannten

Adipokinen, anerkannt. In dieser Funktion spielt es als Gewebe, welches aktiv in
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inflammatorische Prozesse eingreift, eine wichtige Rolle. Hierbei setzt es vor allem
proinflammatorische Substanzen frei und beeinflusst entsprechende Signalwege (41;46).
AuBerdem wird dem WAT zugesprochen, dass es durch eine Regulation der Energichomdostase
und der Insulinsensitivitét in wesentliche Stoffwechselvorginge eingreifen kann (47). In diesem
Zusammenhang wird aktuell unter anderem erforscht, welche mannigfaltigen Verbindungen
zwischen dem WAT und der Entwicklung von Adipositas und damit assoziierten Erkrankungen
sowie inflammatorischen Komplikationen bestehen (41). Vor allem die Féhigkeit, in
inflammatorische Signalwege einzugreifen, wird auf die Fettzellen und Immunzellen, die im
WAT vorkommen, zuriickgefiihrt, die inflammatorische Substanzen sezernieren und produzieren
koénnen. Dadurch wird die low-grade systemic inflammation begriindet (26;41;48-52) .

Pauschal kann man sagen, dass das WAT sich in zwei Hauptlokalisationen befindet, ndmlich
erstens subkutan, z. B. im Bereich des Gesidlles, der Oberschenkeln und des Bauches; sowie
intraabdominell in Form des Omentum majums, der Appendices epiploicae sowie perirenal (27).
Diese beiden Hauptdepots des WAT beeinflussen auf verschieden starke Art und Weise sowohl
Inflammation als auch Stoffwechselvorgénge. Es existieren derzeit zwei Haupthypothesen, die
diese Unterschiede zu erkldren versuchen. Die erste Hypothese beruft sich auf die
zellbiologischen Unterschiede der WATs und dass damit auch unterschiedlich hohe Risiken fiir
inflammatorische Erkrankungen einhergehen (53). Hier konnte nachgewiesen werden, dass die
Genexpression fiir verschiedene WAT-Depots differiert (54-56).

Die zweite Hypothese vertritt die Meinung, dass durch die anatomische Néhe zur Leber, die bei
der zentralen Fettleibigkeit herrscht, und die Féhigkeit der Leber, die freien Fettsduren, die im
WAT gespeichert sind, aufzunehmen, die Risikofaktoren fiir die Entwicklung von CVD, T2D,
etc. bei androider Fettleibigkeit als hoher anzurechnen sind als bei anders gearteter
Fettleibigkeit (27). Bewiesen ist, dass Adipositas langfristig die Energiechomdostase
beeintrachtigt, in dem Sinne, dass sie den oben schon beschriebenen systemischen
unterschwellig inflammatorischen Status im Korper provoziert. Dies konnte vor allem fiir
viszerale Adipositas bewiesen werden (57). Dabei spielen sich diese inflammatorischen
Prozesse durchaus im WAT selber, aber auch in Leber und Immunzellen ab, sodass diese
ihrerseits entsprechend inflammatorische Zytokine sezernieren, was zu hohen Blutspiegeln
dieser Substanzen fiihrt (26;39;48;49;58). Physiologischerweise wiirde die hypophysére-
hypothalamische Achse dem entgegensteuern, um wieder ein Gleichgewicht herzustellen. Da sie
jedoch durch den erhohten Spiegel proinflammatorischer Molekiile auch verldngert aktiviert
wird, wird in der Folge auch mehr von den gegenregulatorischen Substanzen ausgeschiittet. Von
Bedeutung ist hier vor allen Dingen die Sekretion von Glukokortikoiden, da diese auf die
Differenzierung von Priadipozyten wirken, was wiederum dazu fiihrt, dass die Menge an WAT

ansteigt (59). Auch unter physiologischen Bedingungen beherbergt das WAT Makrophagen,
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wobei normalerweise die M2-Makrophagen vorherrschen. Dieser Typ von Makrophagen ist
dadurch gekennzeichnet, dass er eher antiinflammatorische Substanzen wie 1L-10, IL-1Ra und
Arginase, welche an der Inhibition von iNOS beteiligt sind, freisetzt (51;51;60;61) . Im
Gegensatz dazu sind M1-Makrophagen eher dadurch gekennzeichnet, dass sie iNos freisetzen
und proinflammatorische Zytokine sezernieren (51;60;61).

Im Zustand der viszeralen Adipositas wandelt sich diese Homoostase nun in mehreren Punkten.
Die Fettzellen hypertrophieren aufgrund der positiven Energiebalance. Doch nicht nur die
Zellen an sich vergrofern sich, sondern auch die Zusammensetzung des Fettgewebes aus
unterschiedlichen Zelltypen verdndert sich: es wandern vermehrt Makrophagen ein, die nun
vielmehr vom M1-Typ sind als, wie physiologischerweise vom M2-Typ. Hierbei lassen sich
auch die sogenannten ,,crown-like-structures* beobachten, die avitale, von iiberwiegend M1-
Makrophagen umgebene Adipozyten darstellen (51;60-68). AuBerdem kommt es zu einer
Fibrosierung des Gewebes (62;69-74). Dabei konnte man feststellen, dass vor allem viszerales
Fettgewebe im Gegensatz zu subkutanem Fettgewebe stark inflammatorisch reagiert (27;53),
wobei anscheinend auch Endothel-Zellen des WAT mafigeblich zur Regulation des M1/M2-
Gleichgewichts beitragen (65). Dariiber hinaus haben mehrere Arbeitsgruppen zeigen konnen,
dass die Hypoxie, die vor Ort im WAT durch die Hyperplasie und Hypertrophie der Zellen
herrscht, erschwerend zum inflammatorischen Status des Gewebes beitrdgt (75-77).

Die Adipokine werden zwar hauptsdchlich vom WAT sezerniert, jedoch durchaus auch von
anderen Geweben (39;40). Vorangegangene Studien lassen vermuten, dass Adipokine
Stoffwechsel- und Kreislaufvorginge beeinflussen. Dabei nehmen sie unter anderem Einfluss
auf Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel, Entziindungs- und Blutdruckregelung (39-41). Diese
Regulation ist im Stadium der Adipositas in dem Sinne verdndert, als dass sie sich in die
proinflammatorische Richtung verschiebt. Mehrere verschiedene extra- sowie intrazelluldre
Signalwege tragen zur Adipokinproduktion bei. Einige der wichtigsten extrazelluldren
Mediatoren sind die FFA, die im Status der Adipositas chronisch erhoht sind (78). Dies kommt
daher, dass die Erndhrung meist fettreich ist und Insulin die Lipolyse nicht (mehr) suffizient
genug hemmen kann (79). Weiterhin sind unter anderem die Toll-like-Rezeptoren (TLR)-4 und -
2 in libergewichtigen Patienten verstarkt exprimiert und ihre Level erhoht (79;80). Beide haben
Einfluss auf die immunmodulatorisch wirksamen Adipokine. Diese Rezeptoren, vorrangig TLR-
4, werden unter anderem durch FFA angesprochen (79;80). Interessanterweise spricht auch
Lipopolysaccharid (LPS) den TLR-4-Rezeptor an (47). Dies konnte insofern von Relevanz sein,
als dass LPS vor allen von der physiologischen Bakterienkultur im Darm produziert wird und
die Produktion von LPS bei Médusen erhoht ist, wenn man sie mit einer Hoch-Fett-Diét fiittert
(81;82). Daher konnte der Schluss gezogen werden, dass Darmbakterien an der

inflammatorischen Situation in der Adipositas beteiligt sind (81).
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Durch die Verdanderung des Korpergewichts in BMI-Kategorien > 25 findet eine Verdnderung in
der Homoostase dieser Adipokine statt, was konsekutiv auch ihren Einfluss auf
Stoffwechselvorgidnge und kardiovaskuldre Funktion verdndert. Es gibt Hinweise dafiir, dass
unter anderem auch VSMC dadurch dahingehend in ihrer Proliferation und Migration
beeinflusst werden (83). Dies scheint die Entwicklung und Progression von CVD und Diabetes
mellitus zu fordern (83;84). So scheinen hohe Spiegel an Adiponektin, wie in schlanken
Patienten gemessen, einen protektiven Einfluss auf VSMC auszuiiben, indem sie die
Proliferation und Migration von VSMC reduzieren. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass hohe
Adiponektinspiegel ein erniedrigtes Risiko fiir Myokardinfarkte zu bieten scheinen (85). Wie
zuvor schon beschrieben, geht Adipositas mit einer niedriggradigen chronischen Inflammation
einher. Diese permanente, wenn auch subakut, herrschende Inflammation bietet unter anderem
die Voraussetzung fiir die Entstehung von Atherosklerose von Koronarien und Zerebralgefafien,
vermittelt durch proinflammatorische Substanzen, wie etwa die Adipokine.

Vorangegangene Studien konnten dahingehend verdnderte Sekretion und/oder Expression im
Fettgewebe bzw. Konzentrationsmengen im Serum von beispielsweise DPP-4 (86;87) messen.
Das Augenmerk fillt auf dieses ausgewéhlte Adipokin, da es in bereits erfolgten Experimenten
erste richtungsweisende Ergebnisse lieferte.

Zudem héufen sich die Hinweise, dass Adipokine wie DPP-4 wesentlich zur Entwicklung von
Insulinresistenz und damit der Diabetesentwicklung beitragen konnten (86). Im Diabetes
mellitus Typ 2 kommen deshalb schon seit langerem DPP-4-Inhibitoren zum Einsatz, da gezeigt
werden konnte, dass sie die Halbwertszeit von GLP-1, einem Inkretin, zumindest im
Tierversuch, verlingern konnten (88). Beim Menschen zeigten sich dhnliche Effekte durch
GLP-Agonisten, bzw. DPP-4-Inhibitoren, wie Verspohl EJ et al. zeigen. Die Blutglucose wird
durch Stimulation der Insulinsekretion gesenkt, die Glucagonsekretion unterdriickt. Die
Magenentleerung wird gehemmt (89). Horie et al. zeigten in ihrer 2011 verdffentlichen Studie,
dass in japanischen Patienten mit T2D der DPP-4-Inhibitor Linagliptin den HbAlc-Wert als
Surrogatparameter signifikant schon nach vier Wochen senken konnte (90). Die Substanz hatte
dabei  lange  Halbwertszeiten bis 260  Stunden, bei  jedoch  maximaler
Akkumalationshalbwertszeit von 38,5 Stunden.

Dies konnte bedeuten, dass eine einmalige Einnahme am Tag in kurzer Zeit zu deutlicher
Senkung des Langzeitblutzuckerwertes und respektive auch zur Senkung der mit T2D
verbundenen Komplikationen fithren konnte. Von Vorteil ist ohne Zweifel die hierbei nur
einmalige Einnahme des Medikamentes, welches eine hohe Compliance bei den entsprechenden
Patienten versprechen konnte. Boland et al. fassen in ihrem Review mehrere Studien zusammen,
welche die Effektivitdt diverser oraler Antidiabetika (u. a. Sulfonylharnstoffe, Glitazone) unter

Beriicksichtigung verschiedener Gesichtspunkte untersuchen. Hierbei werden GLP-1Agonisten
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und DPP-4-Inhibitoren als effektivste Wirkstoffklassen beschrieben. Dabei wurden unter
anderem die unerwiinschten Arzneimittelwirkungen wie Hypoglykadmie, aber auch der Einfluss
auf kardiovaskuldre Komorbiditdt und der Einfluss auf den Erhalt der B-Zellfunktion und
Gewichtsverlust untersucht. GLP-1-Agonisten und DPP-4-Antagonisten hatten ein
vergleichsweise niedriges Risiko fiir die Entstehung einer Hypoglykdmie und positive Effekte
auf die Gewichtsabnahme. Inkretine nahmen einen positiven Einfluss auf kardiovaskuldre
Risikofaktoren (arterielle Hypertonie, Hyperlipiddmie, Artherosklerose) und die B-Zellfunktion
des Pankreas bei Typ2-Diabetes (91). Daher scheint die Second-Line-Therapie mit GLP-1-
Agonisten bzw. DPP-4-Inhibitoren trotz hoherer Kosten im Gegensatz zu anderen oralen
Antidiabetika die erstrebenswertere Alternative in der Therapie des Diabetes mellitus und der

damit einhergehenden Komorbidititen wie kardiovaskuldren Erkrankungen zu sein.
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1.5 Adipokine

1.5.1 DPP-4 = Dipeptidyl-Peptidase 4

Dipeptidyl-Peptidase 4, kurz DPP-4, ist ein Enzym, welches zur Familie der S9b-Serinprotease-
Familie gehort. Zu dieser gehoren ebenfalls DPP 8 und 9, sowie Fibroblast activation protein
(92), da sie in ihrer Struktur homolog zueinander sind (93). DPP-4, ein 110 kDA groB3es
Glykoprotein, zahlt als Hauptvertreter der DPP-Familie, welches in die Membran integriert,
ubiquitdr vertreten ist. Vor allem wurde es in epithelialen Zellen vieler Organe, wie Leber,
Niere, Milz usw. beschrieben (92), aber auch in aktivierten Lymphozyten und Monozyten (94).
In diesem Zusammenhang ist es auch als Oberfldchenmolekiil CD 26 bekannt, dass mit CD 45,
einem Molekiil, dass vor allem von Lymphozyten exprimiert wird, Bindungen eingehen kann
und in der Immunantwort eine co-stimulatorische Funktion hat (94). DPP-4 wird als CD 26 vor
allem von B-Lymphozyten und natiirlichen Killerzellen als Oberflichenmolekiil prasentiert,
welches nach Kontakt mit Antigenen vermehrt exprimiert wird (95).

Strukturell betrachtet ist DPP-4 ein Homodimer mit zwei Funktionsdoménen. Es kann seine
katalytische Aktivitit nur als Dimer ausiiben und spaltet als Enzym hydrolytisch zum Beispiel
Glucagon-like peptide-1 und -2, Neuropeptid Y, growth-hormone-releasing factor, aber auch
Chemokine wie IP 10 oder stromal-cell-derived factor (92). Diese hydrolytische Spaltung ist
sehr spezifisch auf solche Dipeptide ausgerichtet, welche Prolin oder Alanin in der vorletzten
Position ihres N-Terminus enthalten (96). In der Entwicklung des T2D spielt es insofern eine
Rolle, als dass es bis zu 80% des zirkulierenden GLP-1 spaltet (97;98). GLP-1 zdhlt zusammen
mit glucose-dependent-insulinotropic polypeptide (GIP) zu den sogenannten Inkretinen. Diese
Substanzgruppe fasst Hormone des Gastrointestinaltraktes zusammen (99). GLP-1 bewirkt
zusammen mit GIP die Insulinsekretion nach Glucoseaufnahme (100); hierbei sind sie fiir bis zu
70% der Insulinantwort auf Glucose verantwortlich (101). Ist nun im T2D die Insulinsekretion
gestort, so ist das auch auf Stérungen im System dieser Inkretine zuriickzufiihren. Hierbei ist die
Sekretion von GLP-1 vermindert, wéihrend die Funktion aber nicht eingeschrinkt ist,
wohingegen die GIP-Sekretion zwar normal ist, aber keine effektive Wirkung entfalten kann
(102;103). Aus diesem Grund ist es fiir die Forschung interessant geworden, Wirkstoffe zu
entwickeln, die unter anderem DPP-4 inhibieren, um eine ldngere Wirkzeit von GLP-1 zu
erzielen (100).

Pathologisch verdnderte DPP-4-Aktivitdt wurde bisher bei neurologischen Erkrankungen wie
Anorexie (104) und Bulimie, Angststorungen oder Depressionen beobachtet (92). Aber auch bei
chronisch entziindlichen Erkrankungen wurde beschrieben, dass die Expression von DPP-4

sowie seine Aktivitit von der physiologischen Norm abweicht. Dies ist zum Beispiel bei
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Arthritis, Multipler Sklerose oder Atherosklerose der Fall (92). Hier spielt sicherlich auch die
Tatsache eine Rolle, dass Neuropeptide, aber auch Zytokine Substrate von DPP-4 sind (100).
Dabei fungiert DPP-4 vermutlich als direkter Regulator fiir T-Lymphozyten in der Pathogenese
dieser Krankheitsbilder, wobei durchaus auch die anderen Mitglieder der S9b-Serinproteasen,

ndamlich DPP-8 und DPP-9, beteiligt sein konnen (92;105).
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1.5.2 VEGF (vascular endothelial growth factor)

Vascular endothelial growth factor, VEGF, dient im Korper physiologischerweise als Mitogen.
Allgemein werden die vier Isoformen VEGF121, VEGF165, VEGF189, VEGF201 beschrieben,
wobei VEGF165, ein Heparin-bindendes Glycoprotein, die vorherrschende Form ist. Es wird
sezerniert, jedoch auch auf Zelloberflichen und in der Extrazelluldrmatrix prasentiert (106).
Man unterscheidet die prd- und postnatalen Funktionen von VEGF, die es als Mediator
ibernimmt (106). Wie in mehreren Studien gezeigt wurde, ist VEGF sowie seine zwei
Rezeptoren VEGFR-1, auch flt-1, und VEGFR-2, auch flk-1, essenziell fiir die Entwicklung von
Blutgefaflen bei Médusen. Dabei stimuliert das vom Endoderm sezernierte VEGF die Ausbildung
von VEGFR-2 am anliegenden Mesoderm (107;108). Wird einer der Rezeptoren ausgeschaltet,
so verldauft die Embryogenese aufgrund der behinderten Entwicklung der endothelialen
Progenitorzellen gestort. Konsekutiv wird auch die reguldre Vaskulo- und Angiogenese
verhindert, sodass dies schlussendlich letal wirkt (109;110). Dabei bezeichnet die
Vaskulogenese die Entstehung neuer Blutgefile aus Angioblasten, wihrend bei der
Angiogenese die neuen Blutgefdle aus bereits bestehenden Blutgefalen hervorgehen. Bereits
die Ausschaltung einer der vier Isoformen von VEGF bewirkte in in vivo-Versuchen bei
Maiusen Ischdmien des Myokards (111). Postnatal dient VEGF physiologischerweise unter
anderem zur Neovaskularisation in der Graviditdt, jedoch wurden auch bei Pathophysiologien
Zusammenhidnge mit VEGF gefunden. Das trifft zum Beispiel auf die diabetische Retinopathie
oder die periphere arterielle Verschlusskrankheit, die pAVK, zu (106;112;113). Bekréaftigt
werden konnte das durch Studien, die bei exogener Zugabe von VEGF bei Ischimie, sowohl
peripher als auch myokardial, die Ausbildung von Kollateralen im Tiermodell verzeichnen
konnten (114;115).

AuBlerdem gilt VEGF als Mediator bei inflammatorischen und pathologisch proliferierenden
Vorgéngen, wie etwa bei der Atherosklerose. Da auch das metabolische Syndrom durch eine
niedriggradige chronische Inflammation gekennzeichnet ist, liegt es nahe, VEGF in diesem
Zusammenhang genauer zu untersuchen. Zwar soll VEGF physiologischerweise die
Regeneration und Angiogenese fordern, wenn pathologische Vorgidnge wie Artherosklerose
bzw. konsekutiv Stenosen vorliegen. Jedoch gibt es Hinweise darauf, dass VEGF auch weniger
protektive Vorgédnge initiiert. Wurde etwa bei Méausen, die eine Hypercholesterindmie hatten,
VEGF exogen zugefiihrt, konnte durch Monozytenrekrutierung iiber Flt-1 eine atherogene
Wirkung beobachtet werden. Ahnliches konnte bei den glatten Muskelzellen beschrieben
werden, die die GefaBwand umgeben (vascular smooth muscle cells, VSMC), die durch VEGF
zur Proliferation angeregt werden sollen (116-118). Das perivaskuldre Fett ist bei
Ubergewichtigen vermehrt, was konsekutiv auch den Crosstalk zu den glatten Muskelzellen

verstirkt, unter anderem iiber VEGF als Mediator. In diesem Szenario entsteht so ein gegeniiber
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schlanken Personen erhohtes Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen, da auch die
Gewebsinflammation im Sinne der chronisch niedriggradigen Entziindung vermehrt ausgepragt
ist (119;120).

Lamers et al. haben daher in einer Studie zur VEGF-induzierten Proliferation glatter
Muskelzellen Zusammenhinge mit Ubergewicht und Diabetes darlegen konnen, die in dieser
Arbeit noch vertieft werden sollen. Das in dieser Arbeit etablierte Modell sieht vor, sogenanntes
konditioniertes Medium (CM) mit glatten Muskelzellen in Kontakt zu bringen und die
darauffolgende Sekretion von Stoffen sowie die Proliferation der glatten Muskelzellen in
Zusammenhang mit Herz-Kreislautkrankheiten zu bringen.

So soll im Folgenden der Frage nachgegangen werden, ob und wie sich subkutanes und
viszerales Fettgewebe schlanker und iibergewichtiger, sowie von Diabetiker und
Nichtdiabetikern in der Freisetzung von Faktoren wie VEGF unterscheiden. Da bereits
Antikorper gegen VEGF auf dem Markt sind, konnte das Therapiespektrum fiir diese Stoffe bei
entsprechenden Ergebnissen und weiteren Studien so etwa auf die Gruppe der kardiovaskuldren

Krankheiten erweitert werden.
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1.6 Zielsetzung

Wie aus der Einleitung hervorgeht, fungiert Fettgewebe nicht nur als Speicherort, sondern auch
ganz wesentlich als endokrines Organ. Als solches sezerniert es Adipokine (121). Es gibt
Hinweise darauf, dass vor allem im viszeralen Fettgewebe die Sekretion einzelner,
proinflammatorisch wirkender Adipokine signifikant hoher ist als beispielsweise in subkutanen
Depots. Auch konnten in vorangegangenen Studien Anzeichen dafiir festgestellt werden, dass es
einen Crosstalk mit Muskelzellen gibt, der iiber das physiologische Maf3 hinausgeht (120). Dies
wiederum konnte fiir die Entwicklung und das Voranschreiten von Mikro- und
Makroangiopathien wie CVD, pAVK und das Entstehen von Insulinresistenz und Diabetes
mellitus von wesentlicher Bedeutung sein. Daher war eines der Ziele dieser Arbeit, den
Unterschied der sekretorischen Aktivitdt und der Expression, exemplarisch am neuen Adipokin
DPP-4, von subkutanem im Vergleich zu viszeralem Fettgewebe zu erarbeiten. Fiir die
Untersuchung wurden schlanke und adipdse Patienten rekrutiert, die jeweils in eine Gruppe mit
Typ 2 Diabetes und eine Gruppe ohne Typ 2 Diabetes unterteilt wurden. Fiir die
Untersuchungen haben wir das neue Adipokin Dipeptidyl-Peptidase 4 ausgesucht, welches 2011
mittels Proteomics im Uberstand menschlicher Adipozyten erstmals beschrieben wurde (86) .
Dariiber hinaus ist DPP-4 ein ubiquitir exprimiertes Peptid, welches als Bindungspartner fiir
verschiedene andere Substanzen zdhlt. Mit Adenosin-Deaminasen nimmt DPP-4 so
physiologischerweise im tissue remodelling, der T-Zell-Aktivierung und der Potenzierung der
inflammatorischen Situation bei libergewichtigen Probanden teil (122-125).

Da bei Ubergewichtigen der Anteil des Fettgewebes erhoht ist, konnte damit auch eine erheblich
gesteigerte Synthese und Sekretion von Adipokinen einhergehen, was den Crosstalk zwischen
den Geweben verdndern wiirde. Ebenso konnte die chronisch niedriggradige Inflammation auf
diese Weise vermehrt zum Tragen kommen. Dies wird im Zusammenhang mit der Entwicklung
und Progression von Folgeerkrankungen des metabolischen Syndroms gesehen, wie CVD,
Diabetes mellitus, etc. (126-131). Es wurde gerade dieses Adipokin ausgewéhlt, da es iiber seine
Rolle in den Adipozyten hinaus als Mediatoren in verschiedenen Signalwegen bekannt ist, z. B
in der Inflammation. AuBerdem ist DPP-4 im Status des Ubergewichts nicht mehr physiologisch
reguliert, sodass sich daraus die Uberlegung ergibt, dass DPP-4 in der Entwicklung
metabolischer Folgeerkrankungen eine tragende Rolle spielen konnte(132).

Zudem soll im Rahmen dieses Projektes auf den Crosstalk zwischen dem Fettgewebe und
VSMC eingegangen werden und die depotspezifischen Unterschiede herausgestellt werden, da
dies fiir die Entstehung der Insulinresistenz und der Komplikationen des metabolischen

Syndroms von
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fundamentaler Bedeutung sein konnte. Zu diesem Zweck soll untersucht werden, welche
Effekte das konditionierte Medium (CM) von subkutanem und viszeralem Fett u. a. hinsichtlich

des VEGF-Gehaltes auf glatte Muskelzellen (SMCs) hatte.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Antikorper

DPP-4-Antikorper abnova (Heidelberg, Deutschland)

VEGF-neutralization antibody R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland)

VEGF Millipore (Schwalbach, Deutschland)

ELISAs

VEGF-ELISA: BioVendor (Heidelberg, Deutschland)
DPP-4-ELISA: R&D Systems and Streegen Biotechnologies (Lorrach, Deutschland)
Zell-Proliferation-ELISA (BrdU, chemiluminescent) Roche (Mannheim, Deutschland)

Puffer & Losungen

FCS Gibco (Kalifornien, USA)
Gentamycin Gibco (Kalifornien, USA)
Fungizone Invitrogen (Kalifornien, USA)
Cornin 96-well Corning (New York, USA)
SMC Nihrmedium 25ml FCS

25ml supplement mix
2,5ml Gentamycin

100l Fungizone

SMC Hungermedium 2,5 ml Gentamycin
100l Fungizone
Kulturmedium SMC basal medium (Promo Cell, Heidelberg)
50 ng/ml Amphotericin B
50 pg/ml Gentamycin
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Zellen

Primary human coronary artery smooth muscle cells

Deutschland)

Gerate
Brutschrank 6000

Dispergierwerkzeug
Fliissigstickstofftank GT 140
GraphPad

Kippschiittler Duomax 1000

Lumi-Imager

Mikrozentrifuge

VersaDocwork 4000 MP Station

Zentrifuge Typ 5415 C

PromoCell (Heidelberg,

Heraeus, Hanau
Ultra-Turrax, IKA (Staufen,
Deutschland)

Air Liquide, Bussy St.
Georges (F)

LaJolla, CA

Heidolph, Schwabach
Boehringer Mannheim,
Deutschland

Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland)

Bio-Rad Laboratories
Miinchen, Deutschland
Eppendorf (Deutschland)

Aktenzeichen der Patientenstudie, die durch Ethikkommission der Heinrich-Heine-
Universitét Diisseldorf zugeteilt wurde: Erweiterung zur Studie 2858
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2.2 Methoden

2.2.1 Fettgewebsisolation und —kultur, Fettexplantate

Fiir unsere Versuche gewannen wir Fettgewebsproben sowohl aus subkutanem als auch
viszeralem Fettgewebe von erwachsenen Probanden, die sich einer Operation der Bauchhdhle
unterzogen, zum Beispiel im Rahmen einer Sigmaresektion nach Sigmadivertikulitis, Leisten-,
Nabel- oder Narbenhernien, Adhisiolysen, Wiederanschluss-Operationen nach Hartmann-
Situation u.a. Die Probanden hatten in ihrer aktuellen Krankengeschichte, das heifit bis fiinf
Jahre zuvor, keine Neoplasie in der Vorgeschichte. AuBlerdem wurden solche Patienten
ausgeschlossen, die aktuell ein erhohtes CRP im Sinne einer akuten Infektion in ihren
Laborparametern vorwiesen.

Diabetiker wie Nicht-Diabetiker wurden in die Versuchsgruppe aufgenommen und spéter in
verschiedene Gruppen unterteilt. Prioperativ wurden Routinelabormarker wie HbAlc, LDH,
Leukozyten, CRP bestimmt. Intraoperativ wurden den Probanden erneut ein Serum- und ein
EDTA-Ro6hrchen an Blut entnommen. Diese wurden bei 15.000 rpm, 4°C 5 min zentrifugiert,
um das Serum zu gewinnen, welches dann bei -20°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren
wurde. Die Fettgewebsproben wurden intraoperativ im Zuge der Operation entnommen und
steril in 15 ml FCS bei 4°C gelagert. Ein Teil der Proben wurde fiir anschlieBende Lysate
eingefroren. Anschliefend wurde das verbleibende Fettgewebe unter sterilen Bedingungen in
der Zellkultur ggf. von anderem Gewebe getrennt, mit Skalpellen definiert auf eine GréBe von
circa 10 mg zerkleinert und in je 3 Waschvorgédngen bei 1200 rpm 1 min aufgereinigt und
zentrifugiert. Danach wurden die Proben in Petrischalen mit Kulturmedium (sieche Angabe
Kulturmedium) bei 37°C, 5% CO, iiber Nacht inkubiert. Am ndchsten Tag wurden die 3
Waschvorgénge wie am Tag zuvor wiederholt; auerdem erfolgte das Wiegen der Fettproben
um das daraus resultierende konditionierte Medium (CM), das am dritten Tag abpipettiert
wurde, zu errechnen (Einsatz von 1 ml Medium auf 100 mg Fettgewebsexplantate). Wiederum
folgte Inkubation bei 37°C, 5% CO,-Atmosphire fiir 24 h. Am dritten Tag wurde das
konditionierte Medium (CM) in 500 ul / 1 ml Eppendorf-Gefalie, je nach Menge der Fettproben,

pipettiert und bei -20°C eingefroren bis zum weiteren Gebrauch.
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2.2.2 ELISA

Die Abkiirzung ELISA steht filir enzyme-linked immunosorbent assay und ist eine
Nachweismethode, die auf einer chemischen Farbreaktion basiert. Mittels ELISA kann man
unter anderem Proteine und Antikorper, aber auch Viren, Hormone u. 4. nachweisen. Um einen
Vergleich ziehen zu konnen, wird stets eine Standardreihe in Doppelbestimmung angesetzt,
sowie bei Bedarf auch eine Negativkontrolle in Form von Medium. AuBerdem kann die
Standardreihe durch eine high control und eine low control, also eine hohe und eine niedrige
Konzentration einer Indikatorsubstanz ergénzt werden. In dieser Arbeit wurden sogenannte
Sandwich-ELISAs verwendet. Die Auswertung erfolgte iiber den BioRad Reader, die
Bildgebung in Graph Pad Prism.

2.2.2.1 DPP4-ELISA

Der DPP-4-ELISA wurde mit den Serumproben der Probanden und mit Uberstinden der
Explantate durchgefiihrt. Fiir die Serumproben war eine 100fache Verdiinnung notwendig, es
wurden Aliquots mit 10 pl Probe und 990 pl Verdiinnungsldsung angesetzt. Die Uberstinde
wurden unverdiinnt gemessen. Waschpuffer, Substratlosung und die Standardreihe fiir DPP-4
wurden wie im Protokoll des Herstellers angegeben, hergestellt. 100 pl des Assay Diluent
wurden in jeden Well der ELISA-Platte gegeben, gefolgt von den jeweiligen Aliquots bzw. der
Kontrolllosung. Dies wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert.
Hiernach wurden der Inhalt der Wells entfernt und die ELISA-Platte viermal mit der
Waschldsung gewaschen. Zu jedem Well wurde hiernach 200 pl Konjugatlosung hinzugegeben
und wieder zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, worauf vier Waschgénge folgten. Nun
folgte die Hinzugabe von Substratlosung zu jedem Well mit nachfolgender 30miniitiger
Inkubation im Dunkeln. Zuletzt wurde die Stoplosung hinzugegeben und innerhalb von 30

Minuten im BioRadReader bei 450 nm Wellenldnge die Farbreaktion gemessen.

2.2.2.2. VEGF-ELISA

Nach entsprechender Vorbereitung der Waschpuffer und Substratlosungen nach Angaben des
Herstellers wurde in jedes leere Well insgesamt 100 pl der Verdiinnungslosung, in jedes Well
mit Probenldsung je 50 pl Verdiinnungs- und 50 pl der Probenaliquots (Uberstinde der

Explante) gegeben. Dies wurde luftdicht abgedeckt und bei Raumtemperatur fiir zwei Stunden
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auf einem Schiittler inkubiert. Dem folgten sechs Waschvorgidnge und das Hinzufiigen von 100
ul Biotin-Konjugat, welches wieder luftdicht verschlossen bei Raumtemperatur unter Schiitteln
eine Stunde inkubiert wurde. Nach sechs weiteren Waschgiangen wurde verdiinntes Streptavidin
zu allen Wells hinzugegeben und wieder fiir eine Stunde unter Schiitteln bei Raumtemperatur
inkubiert. Dem folgten sechs weitere Waschgénge und das Hinzufiigen der Substratlosung,
Inkubation fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss und Hinzufiigen der
Stoplosung, sowie das Auslesen der Reaktion auf einem Spectrophotometer (BioRad Reader)

bei 450 nm Wellenlénge.
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2.2.3 Zellkultur der menschlichen glatten GefaBmuskelzellen und
Proliferationsassay

Es wurden primare menschliche Muskelzellen der Koronararterien der Firma PromoCell von
vier verschiedenen Spendern verwendet (méannliche Kaukasier, 23, 31, 40 Jahre und eine
weibliche 56jdhrige Kaukasierin). Der Proliferationsassay sollte in dieser Arbeit dazu dienen,
die Zellproliferation der glatten Muskelzellen zu messen, wenn sie den konditionierten Medien
verschiedener Probandengruppen exponiert waren. Hierbei misst man nicht direkt die Anzahl
der sich teilenden Zellen, sondern spezifisch die neu synthetisierte DNS als sehr sensitives
Readout. Um dies von der bereits vorhandenen DNA zu unterscheiden, benutzt man
Bromdesoxyuridin (BrdU), welches ein Analogon von Thymidin darstellt. Wéahrend der
Zellteilung wird es von der Zelle aufgenommen und anstatt von Desoxythymidintriphosphat in
die neue DNA eingebaut. Um das BrdU als Marker fiir die Zellteilung nun sichtbar zu machen,
ist die Detektion mit einem Antikorper und eine Chemiluminiszensfarbung notwendig.

Es wurden zunéchst die glatten Muskelzellen in 96-Well-Kulturen ausgesét (10.000 Zellen/well
in je 100 pl Ndhrmedium) und fiir 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Hiernach wurden die
Zellen mit Hungermedium gewaschen und danach 24 weitere Stunden in Hungermedium
inkubiert. Nun wurde 100 pl konditioniertes Medium oder Kontrollmedium, versetzt mit BrdU-
Losung/well hinzugegeben. Es folgte eine erneute Inkubation fiir 18 Stunden. Nach Entfernung
der konditionierten Medien wurden die Zellen bei Zimmertemperatur fixiert. Danach wurden
die Zellen mit einem BrdU Antikdrper fiir 90 min bei Zimmertemperatur inkubiert und nach
einem Waschschritt mit der Substratlosung versetzt. Das Chemiluminiszenssignal wurde an

einer LUMI-Imager-Apparatur ausgemessen.
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2.3 Datenprasentation und statistische Analyse

Alle Daten werden als Mittelwerte = Standardabweichung préasentiert. Um die statistische
Signifikanz zu beweisen, wurde die univariate Varianzanalyse, analysis of variance
(ANOVA) verwendet (post-hoc-test bei VEGF-Daten: Bonferroni's multiple comparison
test). Alle statistischen Analysen wurden mithilfe des Programms GraphPadPrims (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA) bzw. JMP statistics Software (SAS Institute Inc., Cary, NC)

angefertigt. Dabei wurde ein p-Wert von weniger als 0,05 als statistisch signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Gewinnung von subkutanen und viszeralen humanen

Fettgewebeproben und Darstellung des Patientenkollektivs

Fir die Materialgewinnung fiir Lysate und konditioniertes Medium erkldrten sich 47
Patientlnnen bereit, Gewebeproben abzugeben. Es handelte sich hierbei um 16 weibliche und 31
maénnliche Patienten. Der Body Mass Index reichte von 18 bis 65,2 kg/m?, was einem Mittelwert
von 23,35 kg/m? entspricht. Das mittlere Alter betrug bei einer Spannweite von 19 bis 87 Jahren
62 Jahre. 14 Patienten waren bereits an Typ 2 Diabetes erkrankt, wovon drei Teilnehmer einen
insulinbediirftigen Diabetes mellitus aufwiesen. Sechs Patienten nahmen orale Antidiabetika
wie Metformin und Glimepirid bzw. Glibenclamid ein. Die hip-to-waist-ratio (HWR) betrug
einen Mittelwert von rund 1,03. Der mittlere HbAlc im Serum lag bei 5,5%. 13 Patienten
wurden wegen einer Hernie operiert, die durch vorangegangene Operationen (Narbenhernie),
kiinstliche Darmausgéinge oder Leisten-, beziehungsweise Zwerchfellbriiche bedingt war. 12
weitere Patienten unterzogen sich einer Wiederanschlussoperation bzw. einer Stoma-
Riickverlagerung, etwa nach vorangegangener Sigmadivertikulitis. Neun Teilnehmer wurden
wegen einer Sigmadivertikulitis konventionell bzw. laparoskopisch operiert (im
entziindungsfreien Intervall); sechs Patienten wurden wegen Erkrankungen des Pankreas
operiert, wie etwa Pseudozysten beziehungsweise chronischer Pankreatitiden. Andere Griinde
einer Operation waren Adhisiolysen, Cholezystitiden, bzw. Magenentleerungsstorungen bei Z.

n. Whipple-Operation.
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3.1.2 Diabetiker, unabhangig vom Gewicht

Von den vierzehn Diabetikern wiesen zwei einen insulinbediirftigen Diabetes mellitus auf,
sechs weitere waren medikamentds mit Glibenclamid, Glimepirid oder Metformin eingestellt,
siche Tabelle 1. Ein weiterer Proband war didtetisch eingestellt; die restlichen Diabetiker
konnten keine Angaben zu der Therapieform machen. In der Gruppe der Diabetiker waren vier
weibliche und zehn ménnliche Probanden. Neun der vierzehn Patienten lagen mit ihrem BMI >
25 kg/m?; die insulinbediirftigen Diabetiker waren normalgewichtig. Der Mittelwert beim BMI
betrug 22 + 6 kg/m?; beim Gewicht 64 kg £ 26 kg. Der HbA1c als Parameter fiir den
Langzeitblutzucker wurde bei dreizehn Patienten bestimmt, der Mittelwert war hier 5,9 + 0,6 %,
was einer guten Einstellung entspricht. Die Leberparameter GOT und GPT waren mit einem
Mittelwert von 52 £ 21 U/l beziehungsweise 20 £ 19 U/l weitestgehend unauffillig; ebenso die
v-GT mit 40 + 28 U/I. Die Leukozyten waren gemittelt ebenfalls im Normbereich (7,7/ul + 0,2).
Das als Entziindungsmarker geltende C-reaktive Protein war mit 1 nicht nennenswert erhoht.
Das mittlere Alter in der Gruppe der Diabetiker betrug 60 Jahre + 5,7 Jahre. Gelegentlicher
Alkoholkonsum in Maflen wurde von zwei Probanden angegeben. Es waren zwei ehemalige
Raucher und zwei aktuell stark rauchende Probanden (20 bzw. 25 Zigaretten pro Tag) in dem

Kollektiv enthalten.
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3.1.2 Adipose Diabetiker

Von den Diabetikern waren insgesamt 9 Patienten mit einem BMI > 25 kg/m? und somit adip0s,

davon zwei Frauen, siche Tabelle 1. In dieser Gruppe erhohte sich der mittlere BMI und das

mittlere Korpergewicht demnach auf 35,3 kg/m? + 12,4 bzw. 104 kg + 31. Auch der Mittelwert

des HbAlc fiel mit 6,3 % + 0,4 hoher aus als im Kollektiv aller Diabetiker. Hervorzuheben ist
auch der erhohte Mittelwert fiir LDH mit 257 = 56 U/L. Der mittlere Wert der HWR betrug 1,03

+ 0,1. Alkoholkonsum wurde lediglich von zwei Probanden gelegentlich angegeben.

Verhiltnis Ménner : Frauen

Alter (Jahren)
Gewicht (kg)
Grofe (m)
BMI (kg/m?)

HbAlc (%)

CRP (mgy/dl)
Leukozyten (/nl)
GOT (U/)

GPT (U/)
Gamma-GT (U/l)

Diabetiker

gesamt

10:4

62 + 14
85+ 32 **
1,71 £ 0,12
32+£13

6,020
0,6 0,6
6,7 £2,0
31£13
23+9

37 £15 **

Diabetiker,
adipos

7:2

54+£13
134 £ 62
1,74 £ 0,17
43+ 12

6,5+0,3
1+1
5,8+2,5
315
24+ 13
33 £09 **

Diabetiker,
schlank

3:2

71 +£12
63 £12
1,66 0,11
21£2

6,0+ 0,7
1+1
6,7+12
31+21
17+8

78 & 78+

Tabelle 1: Patientenkollektiv der Diabetiker: Dargestellt ist das Patientenkollektiv der
diabetischen Probanden, zunachst gesamt, anschlieRend BMI-abhangig differenziert nach
schlanken und adipdsen Diabetikern. Grenz-BMI war dabei 25 kg/m?; der erste Wert ist, auler
bei der Altersangabe; der Mittelwert mit nachfolgender Standardabweichung. ** bezeichnet
einzelne hohe Werte, die zu hohen Standardabweichungen flhren.
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3.1.3. Nichtdiabetiker, unabhangig vom Korpergewicht

Das Kollektiv der Nichtdiabetiker bestand aus 33 Probanden, davon zwolf Frauen, vergleiche
Tabelle 2. Das mittlere Gewicht betrug 67 kg & 14 bei einem mittleren BMI von 21,9 kg/m? + 3.
Der Mittelwert des HbA 1c belief sich in dieser Gruppe auf 5,3 % + 0,3. Die HWR betrug 1 +
0,1. Es gab acht Raucher in dem Kollektiv, sowie drei ehemalige Raucher, alle {ibrigen
Probanden waren Nichtraucher. Sechs Probanden gaben einen taglichen Alkoholkonsum im

Sinne eines Abusus an, zwei Patienten waren ehemalige Alkoholiker.
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3.1.4 Adipose Nichtdiabetiker

Die Gruppe der adiposen Nichtdiabetiker umfasste 19 Probanden, wovon sechs Frauen waren,
vergleiche Tabelle 2. Der mittlere BMI bzw. das mittlere Korpergewicht ergab Werte von 36,6
kg/m? £ 9,12 bzw. 118 kg + 46 kg. Der HbA1c lag gemittelt bei 5,6 % + 0,14. Die HWR belief
sich auf 1,01 + 0,08, das mittlere Alter lag bei 54 Jahren £ 21.

Vier Probanden gaben tdglichen Alkoholkonsum an, zwei Patienten waren ehemalige

Alkoholiker. Es gab sechs starke Raucher in der Gruppe, sowie zwei ehemalige Raucher.

Nichtdiabetiker Nichtdiabetiker, Nichtdiabetiker,

gesamt adipos schlank
Verhéltnis Ménner : Frauen 21:12 11:5 10:7
Alter (Jahre) 49 +7 56 + 18 62+16
Gewicht (kg) 85+ 33 106 + 35 65+9
Grofe (m) 1,73 £0,1 1,75 +£0,1 1,71 £0,1
BMI (kg/m?) 29+9,0 34+9 22+0
HbAlc (%) 5,6+0,5 4,9+2 52+1
CRP (mg/dl) | = ] o 2,1+4 1+1
Leukozyten (/nl) 8,3+ 3,0 8+1,8 9+3,8
GOT (U/1) 24 + 7** 31+ 14 24 +£38
GPT (U/) 25+ 16 ** 34+£23 21 £21%**
Gamma-GT (U/l) 34 +£21 75 £ 156** 87 £209%**

Tabelle 2: Patientenkollektiv der Nichtdiabetiker: Dargestellt ist das Patientenkollektiv der
Nichtdiabetiker, zunachst gesamt, anschlielend BMI-abhangig differenziert nach schlanken und
adipdsen Diabetikern. Grenz-BMI war dabei 25 kg/m?; der erste Wert ist, aulRer bei der
Altersangabe; der Mittelwert mit nachfolgender Standardabweichung. ** bezeichnet einzelne
hohe Werte, die zu hohen Standardabweichungen fihren.
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3.2. DPP-4

In der hier aufgefiihrten Versuchsreihe konnten wir zeigen, dass die Freisetzung von DPP-4 im
viszeralen Fettgewebe im Gegensatz zum subkutanen Fettgewebe signifikant erhoht ist,
vergleiche Abbildung 1. Dies gilt sowohl fiir die Versuchsgruppe der schlanken Probanden, in
der DPP-4 in den viszeralen Adipozyten in einer Hohe von fast 0,5 ng/ml sezerniert wurde, als
auch fiir die Gruppe der Ubergewichtigen. Dort betrug die Sekretion mehr als 1 ng/ml und war

somit signifikant hoher als bei den schlanken Testpersonen.
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Abb. 1: DPP-4-Freisetzung in subkutanem und viszeralem Fettgewebe normalgewichtiger
und uibergewichtiger Probanden:

Die Menge von DPP4 in den konditionierten Medien der verschiedenen Fettgewebsproben
wurde mittels ELISA gemessen. Subkutane Proben der schlanken Probanden: n = 12; viszerale
Proben der schlanken Probanden: n = 13; subkutane und viszerale Proben der adipdsen
Probanden n = 11. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Signifikante
Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen sind mit * gekennzeichnet (p < 0.05). Die
Freisetzung von DPP-4 ist im viszeralen Fettgewebe Uibergewichtiger Probanden deutlich
erhoht, im Gegensatz zu viszeralem und subkutanem Fettgewebe (bergewichtiger und
normalgewichtiger Probanden. Eine signifikant groRere Sekretion von DPP-4 findet ebenfalls im
viszeralen Fettgewebe der normgewichtigen Testpersonen relativ gesehen zu dem subkutanen
Depot statt. Am starksten ausgepragt ist die Expression von DPP-4 bei den viszeralen Proben
der Ubergewichtigen Nichtidabetikern.

Daten publiziert in: (133) Diabetes Care, December 2013 36:12 4083-4090, 2013: Adipose
DPP4 and obesity: correlation with insulin resistance and depot-specific release from adipose
tissue in vivo and in vitro by Henrike Sell, Matthias Bliiher, Nora Kléting, Raphaela Schlich,
Miriam Willems, Florian Ruppe, Wolfram Trudo Knoefel, Arne Dietrich, Barbara A. Fielding,
Peter Arner, Keith N. Frayn, Jiirgen Eckel
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In einer weiteren Division der Experimente wurde die Gruppe der libergewichtigen Probanden in
adipose Diabetiker und Nichtdiabetiker unterteilt. In dieser Versuchsreihe fand man ebenfalls
signifikante Unterschiede zueinander, aber auch zu den normgewichtigen Probanden, siche
Abbildung 2. Darin zeigt sich die hochste Sekretion von DPP-4 bei den iibergewichtigen
Diabetikern mit fast 1,5 ng/ml, im Gegensatz zu den {ibergewichtigen Nichtdiabetikern, die etwas
iber 1 ng/ml Gehalt an DPP-4 aufweisen. Dies beschreibt einen signifikanten Unterschied.
Ebenso zeichnet sich die Differenz der DPP-4-Freisetzung zwischen normgewichtigen

Nichtdiabetikern sowie beiden iibergewichtigen Gruppen aus (133).
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Abb. 2: DPP-4-Freisetzung im viszeralen Fettgewebe normgewichtiger Probanden vs.
tibergewichtige Nichtdiabetiker vs. libergewichtige Diabetiker:

Legende: ND: Nichtdiabetiker, Diab: Diabetiker; die Freisetzung wird in ng/ml angegeben;
Probanden  der schlanken Nichtdiabetiker: n = 12; Probanden der adipdsen Nichtdiabetiker: n =
6; Probanden der adipdésen Diabetiker: n = 5.. Die Ubergewichtigen Diabetiker sezernieren im
viszeralen Fettgewebe die grélte Menge an DPP-4, signifikant unterschiedlich zu den
Nichtdiabetiker. Bei den Nichtdiabetikern sind die (bergewichtigen Probanden den
normgewichtigen in ihrer DPP-4-Freisetzung signifikant Gberlegen.

Daten publiziert in:(133) Diabetes Care, December 2013 36:12 4083-4090, 2013: Adipose DPP4
and obesity: correlation with insulin resistance and depot-specific release from adipose tissue in
vivo and in vitro by Henrike Sell, Matthias Bliher, Nora Kibting, Raphaela Schlich, Miriam
Willems, Florian Ruppe, Wolfram Trudo Knoefel, Arne Dietrich, Barbara A. Fielding, Peter Arner,
Keith N. Frayn, Jiirgen Eckel
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3.3 VEGF

Die Freisetzung von VEGF zeigte sich insgesamt im viszeralen Fettgewebe stets grofer, relativ
gesehen zum subkutanen Fettgewebe, vergleiche Abbildung 3. Dies war in allen drei
untersuchten Gruppen der schlanken und {ibergewichtigen Nichtdiabetiker, sowie der
iibergewichtigen Diabetiker der Fall. Zudem zeigten sich signifikante Unterschiede innerhalb
der viszeralen Fettgewebe der verschiedenen Gruppen. Hier wiesen die iibergewichtigen
Diabetiker den signifikant hochsten Gehalt an VEGF auf, in Relation zu den iibergewichtigen
und auch den schlanken Nichtdiabetikern. Aulerdem war der VEGF-Gehalt im viszeralen Fett
der Diabetiker relativ zu dem im subkutanen Fettgewebe signifikant erhoht. Bei den
iibergewichtigen Nichtdiabetikern war die Freisetzung von VEGF im Verhéltnis viszeral zu
subkutan signifikant in ersterer erh6ht. Zudem zeigte sich ein mengenméBig signifikant groBerer
VEGF-Gehalt in den viszeralen Adipozyten der iibergewichtigen Nichtdiabetikern gegeniiber
den schlanken Nichtdiabetikern. Bei den schlanken Nichtdiabetikern verhielt sich VEGF

subkutan dhnlich wie viszeral in den niedrigsten Dosen der gesamten Vergleichsgruppe.
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Abb. 3: VEGF-Konzentration in pg/ml bei schlanken (n = 9) und adiposen
Nichtdiabetikern (n = 7), sowie adipésen Diabetikern (n = 6) in subkutanem und
viszeralem Fettgewebe:

Legende: subk: subkutanes Fettgewebe; visz: viszerales Fettgewebe; ND: Nichtdiabetiker;
Diab: Diabetiker. Die VEFGF-Konzentration in konditionierten Medien wurde mittels ELISA
gemessen. Im Gegensatz zum subkutanen Fettgewebe ist der Gehalt an VEGF in den
konditionierten Medien der viszeralen Fettgewebe stets deutlich erhdht; am hoéchsten bei den
Ubergewichtigen Diabetikern. Es herrschen signifikante Unterschiede zwischen den viszeralen
VEGF-Gehalten der unterschiedlichen Probandengruppen.

Daten publiziert in: (120) Mediators of Inflammation, Volume 2013 (2013), Article ID 982458,
doi: 10.1155/2013/982458, 2013: VEGF in the crosstalk between human adipocytes and
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smooth muscle cells: depot-specific release from visceral and perivascular adipose tissue by
Raphaela Schlich, Miriam Willems, Sabrina Greulich, Florian Ruppe, Wolfram Trudo Knoefel, D.
Margriet Ouwens, Bujar Maxhera, Artur Lichtenberg, Jirgen Eckel, Henrike Sell

Der Einfluss von VEGF konnte auch in Bezug auf die SMC mit weiteren Experimenten
dargestellt werden. So wurde eine Messung der BrdU-Inkorporation durchgefiihrt, um die
Proliferation der glatten Muskelzellen nach Behandlung mit konditionierten Medien der
einzelnen Fettgewebe zu iiberpriifen, siche Abbildung 4. Hierbei zeigte sich, dass das
konditionierte Medium des viszeralen Fettgewebes iibergewichtiger Probanden signifikant die
Proliferation von glatten Muskelzellen erhdhte. Bei Nichtdiabetikern mit Ubergewicht war dies
mit fast 150% im Vergleich zur Kontrolle der Fall, was auch signifikant zu den subkutanen,
kaum erhdhten Proliferationsdaten derselben Probandengruppe, verdndert war. Die
konditionierten Medien der {ibergewichtigen Diabetiker zeigten demgegeniiber sogar noch
groBere Effekte auf die Proliferation, ndmlich fast 250% relativ zur Kontrolle. Dies ist nicht nur
eine signifikante Erhohung gegeniiber dem subkutanen Gewebe der adiposen Diabetiker,
sondern auch gegeniiber der Proliferation im konditionierten Medium der viszeralen Adipozyten

schlanker Nichtdiabetiker.
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Abb. 4: Proliferation von VSMC nach Behandlung mit konditionierten Medien von
subkutanem und viszeralem Fettgewebe schlanker (n=10) und libergewichtiger
Nichtdiabetikern (n=11), sowie Uibergewichtiger Diabetikern (n=6) im Vergleich zur
Kontrollgruppe, gemessen an der BrdU-Inkorporation:

Legende: Kon: Kontrolle; subk: subkutanes Fettgewebe, visz: viszerales Fettgewebe; ND:
Nichtdiabetiker, Diab: Diabetiker. Wahrend die Proliferation der VSMC bei den
normalgewichtigen Testpersonen unabhangig vom Ursprung des CMs eine dhnliche
Proliferation wie die Kontrolle zeigt, ist die Proliferation der VSMC nach Behandlung mit CM
Ubergewichtiger Diabetiker und Nichtdiabetiker signifikant erhoht.
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Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind mit * (im
Vergleich zur Kontrolle), bzw. mit * und darunter eingefiigtem Balken (im Vergleich zur jeweilig
anderen Probandengruppe) gekennzeichnet (p < 0.05).

Daten publiziert in: (120) Mediators of Inflammation, Volume 2013 (2013), Article ID 982458,
doi: 10.1155/2013/982458, 2013: VEGF in the crosstalk between human adipocytes and
smooth muscle cells: depot-specific release from visceral and perivascular adipose tissue by
Raphaela Schlich, Miriam Willems, Sabrina Greulich, Florian Ruppe, Wolfram Trudo Knoefel, D.
Margriet Ouwens, Bujar Maxhera, Artur Lichtenberg, Jiirgen Eckel, Henrike Sell

Korreliert man nun den Gehalt von VEGF im konditionierten Medium des viszeralen Fettes
aller Probanden mit der BrdU-Inkorporation, so lédsst sich auch hier wieder feststellen, dass mit
steigender VEGF-Konzentration auch die Proliferation, hier als BrdU-Inkorporation gemessen,
ansteigt, vergleiche Abbildung 5 (120). Dies konnte fiir die starke Induktion der Proliferation

sprechen, die VEGF auslost.
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Abb. 5: Korrelation von VEGF-Gehalt in konditioniertem Medium (CM) der viszeralen
Fettgewebsexplantate zur Proliferation, gemessen an der BrdU-Inkorporation

Legende: CM: konditioniertes Medium. Je mehr VEGF im konditionierten Medium der viszeralen
Fettgewebsexplantate enthalten ist, desto groer war auch die Proliferation, gemessen an der
BrdU-Inkorporation.

Daten publiziert in: (120) Mediators of Inflammation, Volume 2013 (2013), Article ID 982458,
doi: 10.1155/2013/982458, 2013: VEGF in the crosstalk between human adipocytes and
smooth muscle cells: depot-specific release from visceral and perivascular adipose tissue by
Raphaela Schlich, Miriam Willems, Sabrina Greulich, Florian Ruppe, Wolfram Trudo Knoefel, D.
Margriet Ouwens, Bujar Maxhera, Artur Lichtenberg, Jiirgen Eckel, Henrike Sell

Um auszuschlieBen, dass die Proliferation von anderen Mediatorsubstanzen ausgeldst wurde,
die in den vorangegangenen Versuchen nicht beriicksichtigt wurden, wurde ein
Proliferationsassay durchgefiihrt, bei dem VEGF durch einen Antikorper blockiert und so nicht
mehr als Mediator titig wurde. In der Vergleichsreihe wurde ein Proliferationsassay ohne

VEGF-Blockierung durchgefiihrt, vergleiche Abbildung 6. In den Ergebnissen zeigt sich, dass
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mit Blockierung von VEGF auch die Proliferation deutlich zuriickgeht, bei den konditionierten
Medien des viszeralen Fettgewebes der iibergewichtigen Diabetiker sogar signifikant, auch im
Gegensatz zu dem nicht-blockierten Proliferationassay mit den konditionierten Medien der

VATs der Ubergewichtigen. Nach Behandlung mit den konditionierten Medien der subkutanen
Fettgewebsexplantate bleibt die Proliferation wie schon in den anderen Versuchen dhnlich wie

bei den Kontrollen.
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Abb. 6: Proliferation in VSMC nach Behandlung mit konditionierten Medien von
subkutanem und viszeralem Fettgewebe iibergewichtiger Diabetiker (n=4, Kontrolle n=6)
mit und ohne VEGF-Blockierung im Vergleich zu Kontrollgewebe, gemessen an der
BrdU-Inkorporation

Legende: Kon: Kontrolle; subk: subkutanes Fettgewebe; visz: viszerales Fettgewebe; VEGF-
AK: VEGF-Antikérper; Diab: Diabetiker. Mit VEGF-Blockierung zeigt sich in allen Gruppen eine
der Kontrolle ahnliche Proliferation. Bei ungestértem Einfluss von VEGF zeigt sich hingegen
eine deutlich héhere Proliferation, vor allem nach Behandlung mit CM der adipésen Diabetiker.
Signifikante Unterschiede sind mit * (im Vergleich zur Kontrolle), bzw. mit * und darunter
eingefigtem Balken (im Vergleich zur jeweilig anderen Probandengruppe) gekennzeichnet (p <
0.05).

Daten publiziert in: (120) Mediators of Inflammation, Volume 2013 (2013), Article ID 982458,
doi: 10.1155/2013/982458, 2013: VEGF in the crosstalk between human adipocytes and
smooth muscle cells: depot-specific release from visceral and perivascular adipose tissue by
Raphaela Schlich, Miriam Willems, Sabrina Greulich, Florian Ruppe, Wolfram Trudo Knoefel, D.
Margriet Ouwens, Bujar Maxhera, Artur Lichtenberg, Jiirgen Eckel, Henrike Sell
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4 Diskussion

4.1 Subkutanes / viszerales Fett

Beim Menschen werden verschiedene Fettverteilungsmuster am Korper unterschieden. Zum
einen gibt es Menschen, die im Status des Ubergewichtes eher eine gynoide Form, auch
,~Birnenform® genannte Fettverteilung annehmen. Hiermit meint man das vorwiegend gluteal-
femorale Verteilungsmuster, welches auch als Adipositas der unteren Korperhélfte bezeichnet
wird. Diese Form des Ubergewichts wird im Hinblick auf Erkrankungen wie Diabetes mellitus
und kardiovaskuldre Erkrankungen als giinstigere Form angesehen (134-137). Demgegeniiber
steht die androide, ,,apfeldhnliche* Form der Adipositas, bei der die Adipozyten vor allem
intraabdominell, i.e. ,,zentral* angereichert sind. Dieses Verteilungsmuster wird als pradiktiv fiir
die o.g. Komplikationen des metabolischen Syndroms gesehen (134).

Die Probanden, die sich fiir diese Studie zur Verfiigung gestellt haben, wurden ebenfalls auf diese
Eigenschaften hin liberpriift. Dazu wurde der Umfang der Hiifte mit dem Umfang der Taille
korreliert, die sogenannte Hip-waist-ratio (HWR) wurde gebildet. Dieser gilt bei Madnnern ab
einem Quotienten von 1,0 und groBer als gesundheitlich bedenklich; bei Frauen betragt der
Grenzwert > 0,85. Es konnte bei sieben Patienten eine Korrelation zwischen erhohtem HWR und
bereits diagnostiziertem Diabetes mellitus (sowohl insulinbediirftig als auch medikamentos
behandelt) festgestellt werden. Bei fiinf weiteren Patienten, die bereits einen Diabetes vorwiesen,
wurde ein grenzwertig unterhalb des kritischen Wertes eruierbarer HWR festgestellt (0,95-0,99).
Dartiber hinaus gab es erhohte Werte bei sechzehn anderen Patienten, die keinen Diabetes in der
Anamnese vorwiesen.

Die Fettdepots des menschlichen Korpers unterscheiden sich nicht nur in ihrer Lokalisation,
sondern auch in metabolischen Eigenheiten. Diese Eigenschaften sind beim gesunden, schlanken
Menschen vernachlissigbar, jedoch werden sie bei Ubergewichtigen und Diabetikern eine
unmittelbare Gefahrenquelle. So ist etwa nachgewiesen worden, dass vermehrtes viszerales Fett
die Entwicklung eines metabolischen Syndroms begiinstigt. Die im Uberfluss enteral resobierten
Fettsduren tragen zur Entwicklung einer hepatischen Insulinresistenz bei, wie Bergman et al.
zeigen konnten (138): In der anatomischen Néhe des viszeralen Fettdepots zur Leber liegt nach
Meinung mehrerer Arbeitsgruppen (134;138) die Begriindung, weshalb vor allem viszerale
Adipozytenhypertrophie (durch Einbau der freien Fettsduren in das Gewebe) stattfindet. Dieser
als ,,portal theory* bezeichnete Zusammenhang zwischen Leber und viszeralem Fett konnte von
Item et al. untermauert werden (134). Sie konnten zeigen, dass sowohl omentales als auch
mesenteriales Fett, welches beide zur Gruppe der viszeralen Fettdepots gehoren, vermehrt
Adipokine und Fettsduren freisetzen und diese iiber die Portalvene an die Leber abgeben. Damit,

so die Hypothese, wiirde die Kapazitdt der Leber diese Substrate aufzunehmen, iiberschritten
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werden und die hepatische Insulinresistenz bzw. im Falle der Fettsduren die Steatosis hepatis
(,,Fettleber”) resultieren. Bekannt ist auch, dass durch die Adipozytenhypertrophie eine
Diskrepanz zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf besteht, was zu einer hypoxischen
Situation im betreffenden Gewebe fiihrt. Dieser Sauerstoffmangel fiihrt zu einer
Entziindungsreaktion im Sinne von vermehrter Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie
Interleukin 1B, IL-6, TNF-a (139;140). Dies hat wiederum zur Folge, dass Adipokine wie DPP-4
im Fettgewebe vermehrt freigesetzt werden (134;141).

Wie Bliiher et al. (142) zeigen konnten, gibt es jedoch auch Ubergewichtige, die anscheinend von
den Komplikationen des metabolischen Syndroms (noch) nicht betroffen sind (,,healthy obese™).
Bei diesen Personen konnte eine signifikant geringere Menge an viszeralem Fett, erhaltene
Insulinsensitivitét, geringerer Leberfettgehalt und erhaltene Adipozytenfunktion nachgewiesen
werden. Demgegeniiber steht die deutlich erhdhte viszerale Fettmasse, die bei Ubergewichtigen
mit bereits vorhandenen Komorbiditdten wie Diabetes und kardiovaskuldren Erkrankungen
einhergehen kann. Auch die Adipozytenhypertrophie und die damit assoziierte Funktionsstérung
und verdnderte Sekretion der Adipokine waren bei dieser als ,,unhealthy obese* beschriebenen
Gruppe deutlich vorhanden. Auch in der hier vorliegenden Arbeit gibt es Anhaltspunkte dafiir,
dass es die Gruppe der ,,iealthy obese mit erhaltener Adipozytenfunktion und normaler
Adipokinsekretion bzw. —expression gibt.

Die gestorte Adipokinsekretion im viszeralen Fett lieB sich auch in dieser Arbeit in den
durchgefiihrten Westernblots nachweisen. Bei DPP-4 ist die Expression bei allen vier
Probandengruppen viszeral signifikant héher als im subkutanen Fettgewebe; bei den
iibergewichtigen Probanden in einem quantitativ nochmals hoheren Ausmal als bei den
schlanken Patienten. Dies spricht fiir die verdnderte Proteinexpression, die von Bliiher et al.
beschrieben wird. Dass die Expression bei den tibergewichtigen Nichtdiabetikern dhnlich hoch
wie bei den tlibergewichtigen Diabetikern ist, konnte einen weiteren Hinweis auf die Theorie
geben, die Bliiher et al in ihrem Review zum Thema machen: dass augenscheinlich gesunde
Ubergewichtige mit erhaltener Insulinsensitivitit und keinerlei Komorbidititen auf Proteineebene
bereits Eigenschaften eines Pradiabetikers bzw. Diabetikers aufweisen. Dafiir konnte auch
sprechen, dass die Sekretion von DPP-4 im subkutanen Fettgewebe dieser (iibergewichtigen,
nichtdiabetischen) Probanden auch relativ hoch ist, sogar héher als im subkutanen Fettgewebe der

adiposen Diabetiker.
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4.2 Adipokine

Es ist hinreichend belegt, dass Fettgewebe nicht nur als Speicherort zu verstehen ist, sondern
auch wesentliche endokrine Funktionen innehat (129;143). Daher gilt es, die sezernierten
Stoffe, welche als Adipokine bezeichnet werden, hinsichtlich ihrer Funktion und
Wirkungsweise genauer zu charakterisieren und in den physiologischen Ablauf der
Stoffwechselfunktion einzuordnen.

Hinsichtlich des Ursprungs der Adipokine gibt es zahlreiche Studien, die belegen, dass es
durchaus Unterschiede gibt, ob etwa subkutane oder viszerale Adipozyten untersucht werden.
So gilt viszerales Fett als bedrohlicher, was die Entwicklung von Krankheiten wie Diabetes
mellitus, Schlaganfall und Koronare Herzkrankheit angeht.

Vor allem die Tatsache, dass viele Adipokine im Status des Ubergewichts anders sezerniert und
exprimiert werden als bei Normalgewichtigen, gibt Hinweise darauf, dass diese Stoffe
malgeblich im verdnderten Stoffwechsel interagieren und moglicherweise auch an der
Entstehung von Komplikationen des Ubergewichtes, wie Koronare Herzkrankheit und Diabetes
mellitus Typ 2 beteiligt sind (132). In dieser Arbeit wurde das neue Adipokin DPP-4 untersucht,
welches als proinflammatorisch gilt. Dabei hat DPP-4 mit anderen Adipokinen gemeinsam, dass
es sich nicht nur in seiner Expression zwischen tibergewichtigen und normalgewichtigen
Menschen unterscheidet, sondern auch abhiangig von der Art des Fettdepots. AuBBerdem folgt
DPP-4 im Status des Ubergewichtes nicht linger dem physiologischen Regelkreis, dem es

normalerweise unterliegt (132).
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4.2.1 DPP-4

Die Wirkung von DPP-4 ist Gegenstand vieler aktueller wissenschaftlicher Studien (141;144).
DPP-4 ist ein wichtiges Bindeglied zwischen den verschiedenen Symptomen des metabolischen
Syndroms. Es hat sich gezeigt, dass die Konzentrationen der Exoprotease im tibergewichtigen
Zustand sowohl in seiner 16slichen Form im Serum, als auch in der transmembranéren Form, vor
allen in Adipozyten (und hier im Besonderen in viszeralen Adipozyten), erhoht ist (141).

DPP-4 bedient als Substrate auch Glucagon-like peptide-1 und gastric inhibitory polypeptide,
welche zum grofien Teil fiir den sogenannten Inkretin-Effekt verantwortlich sind. Dieser Effekt
bewirkt die postprandiale Insulinsekretion (145). DPP-4 hemmt diese Enzyme, sodass bei
erhohten Spiegeln von DPP-4 folglich weniger Insulinsekretion mit konsekutiver Hyperglykédmie
resultieren konnte. GLP-1 bleibt jedoch auch unter diesen Hyperglykdmien, wie etwa beim
Diabetes mellitus Typ 2, aktiv. Daher sind DPP-4-Inhibitoren, die diesen Effekt von GLP-1
weiter unterstiitzen sollen, als orale Antidiabetika beim nichtinsulinbediirftigen Diabetes mellitus
im Einsatz (146).

Das DPP-4-Signalling ist im Ubergewicht gestdrt und konnte so die Entstehung von Diabetes
mellitus im Zuge des metabolischen Syndroms férdern. Durch weiterfiihrende Experimente
miisste geklart werden, ob durch das verdnderte Signalling nachfolgend auch die
Insulinsensitivitét verdndert ist (141). In ihrer Veroffentlichung zeigten Lamers et al., dass DPP-4
zwar in vielen Geweben und in unterschiedlichen Formen sezerniert wird, jedoch weist die
aktuelle Studienlage auch darauf hin, dass vor allem in viszeralem Fett adipdser Menschen
erhebliche Mengen an DPP-4 freigesetzt werden. So wird DPP-4 von viszeralen Adipozyten bis
zu flinffachmehr sezerniert als dies in subkutanem Fettgewebe der Fall ist. Auch scheinen
tibergewichtige Diabetiker in hoheren Mengen DPP-4 zu exprimieren und sezernieren als dies bei
iibergewichtigen Nichtdiabetikern und schlanken Probanden der Fall ist.

Dies konnte mit den durchgefiihrten Versuchen der Westernblot-Reihe ebenfalls nachvollzogen
werden. Zum einen konnte in den Experimenten nachgewiesen werden, dass in viszeralem
Fettgewebe signifikant mehr DPP-4 exprimiert wird, als in subkutanem Fettgewebe. Ebenso
konnte verifiziert werden, dass die ibergewichtigen Probanden eine deutlich erhohte (bis
1,49fach mehr) Expression von DPP-4 aufwiesen, als die schlanken Mitprobanden. Dies stiitzt die
Arbeitsthese, dass DPP-4 in viszeralem Fettgewebe Ubergewichtiger vermehrt synthetisiert wird.
Durch Ubergewicht und die Hypertrophie im iibermiBig vorhandenem Fettgewebe wird im
selbigen Hypoxie und somit eine Dysregulation der sezernierten Adipokine hervorgerufen. Die
Hypertrophie steht dabei vermutlich in unmittelbarem Zusammenhang zur verdnderten
Adipokinsekretion und der gestorten Insulinresistenz, die wiederum die Entwicklung eines

Diabetes mellitus Typ 2 zur Folge haben konnte (147). So werden durch die Hypoxie vermehrt
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inflammatorische Reagenzien im Sinne der chronischen niedriggradigen Inflammation freigesetzt.
Famulla et al. haben in in-vitro-Studien physiologische Sauerstoffkonzentrationen von 5 und 10
% nachgestellt und in diesen primire humane Adipozyten differenziert. Dabei zeigte sich, dass
unter anderem die DPP-4-Sekretion bei niedrigen Sauerstoffleveln hochreguliert war. Das konnte
als Argument dafiir gewertet werden, dass DPP-4 an der niedriggradig chronischen Inflammation
beteiligt ist (148). Dies wird auch gestiitzt durch die hiesigen Ergebnisse, welche die vermehrte
Sezernierung von DPP-4 im viszeralen Fettgewebe der {ibergewichtigen Probanden zeigen. Auch
dass es bei den libergewichtigen Diabetikern erhoht freigesetzt wird, stiitzt dies, da Diabetiker
sich, wie bereits erwdhnt, im Stadium der niedriggradigen chronischen Inflammation befinden
(149). Sell et al. konnten in anderen Experimenten ebenfalls bestitigen, dass DPP-4 im
Ubergewicht eine wichtige Rolle zu spielen scheint. In Experimenten, in denen in vivo die DPP-
4-Freisetzung gemessen wurde, zeigte sich eine hohere DPP-4-Freisetzung in iibergewichtigen
Probanden. Zudem stieg die Menge an gemessenem DPP-4 mit steigendem HbAlc, der mittleren
Adipozytengrofle und der viszeralen Fettmenge. Je hoher die DPP-4-Konzentration, desto mehr
Makrophagen zeigten sich in dem untersuchten viszeralen Fettgewebe. Das vermehrte
Vorkommen von Makrophagen im Fettgewebe in Abhéngigkeit von DPP-4 kénnte einen Hinweis
darauf sein, dass DPP-4 an inflammatorischen Signalwegen beteiligt ist (133).

In glatten Muskelzellen konnten Wronkowitz et al. bereits zeigen, dass konzentrationsabhidngige
DPP-4-Zugabe zu glatten Muskelzellen den Signalweg liber ERK1/2 und NF-kB aktiviert. Dies
setzt eine Kaskade inflammatorischer Reaktionen und die vermehrte Proliferation der glatten
Muskelzellen in Gang. Das konnte im Hinblick auf kardiovaskuldre Erkrankungen als Vorldufer
der Atherosklerose gesehen werden und setzt DPP-4 folglich als moglichen Link zwischen
Ubergewicht und CVD ein (150). Fiir Adipozyten miisste ein #hnlicher Ansatz mit
entsprechenden Versuchen noch folgen, um eine &dhnlich inflammatorische Wirkung von DPP-4
im Fettgewebe zu bestétigen.

Um die mdgliche Wirkungsweise von DPP-4 weiter zu verdeutlichen, sei hier noch eine weitere
Studie angefiihrt. Conarello et al. haben in Versuchen mit DPP-4-defizienten Maéusen,
sogenannten Knock-out-Mdusen, nachgewiesen, dass diese im Vergleich zum Wildtyp bei
hochkalorischer Didt weder Ubergewicht noch, als Vorstufe zum Diabetes, Hyperinsulinimie,
entwickeln. Auch die GLP-1-Level waren im Blut der Knockout-Mause erhoht und erméglichten
so eine bessere Insulinsensitivitat (151).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich der DPP-4-Gehalt bei iibergewichtigen und
schlanken Probanden unterscheidet. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass auch innerhalb
der Fettdepots der jeweils Schlanken bzw. Ubergewichtigen unterschiedlich starke DPP-4-
Expressionen herrschen. Auch konnte in dieser Arbeit die Hypothese unterstiitzt werden, dass

DPP-4 in subkutanen Adipozyten geringer exprimiert wird als in viszeralen, und zwar bei
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samtlichen Subgruppen, gleich ob Nicht-Diabetiker oder Diabetiker, schlank oder iibergewichtig
— in allen Gruppen war die Expression von DPP-4 im subkutanen Fettgewebe stets niedriger als
im viszeralen.

Diese Ergebnisse weisen zusammenfassend darauthin, dass DPP-4 in Zukunft als
Surrogatparameter fiir das metabolische Syndrom, kardiovaskuldre Krankheiten, Diabetes
mellitus Typ 2 gelten konnte, da es signifikant mit anderen Markern fiir das metabolische
Syndrom korreliert (BMI, Taillenumfang, Triglyceride) (141). Da dies auch fiir 16sliches DPP-4
im Serum der Fall ist, konnte man so mit einem Screening bei Hochrisikogruppen wie
Ubergewichtigen mit einem hohen Anteil an viszeralem Fett bzw. androidem Verteilungsmuster
Erkrankungen wie Diabetes oder Herzkrankheiten vor deren klinischem Eintreten erkennen. Auch
frithzeitiges therapeutisches Eingreifen wire so sicherlich mit der einfachen, kostengiinstigen und
schnellen Methode der Blutentnahme mdoglich. Da besonders iibergewichtige Menschen mit
einem erhohten Anteil viszeralen Fetts von dieser Symptomatik zu betroffen sein scheinen,
konnte es in Zukunft moglicherweise als sinnvoll erachtet werden, DPP-4-Inhibitoren bereits vor
dem vollen Eintreten des Krankheitsbildes Diabetes mellitus / CVD als vorbeugende
TherapiemaBBnahme zu verschreiben. Um potentielle Einsichten zu gewinnen, ob ein T2D
schneller entsteht, wenn erhéhte DPP-4-Sekretion bzw. —Expression herrschen, konnte man in
zukiinftigen Projekten, z. B. im Maus-Modell in vivo weiterforschen. Man kdnnte etwa eine
Gruppe Maiuse mit einer high-fat-diet fiitern, wihrend eine Kontrollgruppe standardisiertes
Mausfutter erhilt. In Anlehnung an die Ergebnisse dieser Arbeit konnte die Gruppe der Mause,
welche die high fat diet erhalten, durch gesteigerte DPP-4-Spiegel und —Expression
gegebenenfalls schneller einen T2D entwickeln.

Da DPP-4-Inhibitoren in der Therapie des Diabetes mellitus Typ II eingesetzt werden, wire es
interessant, in weiterfithrenden Experimenten den Einfluss von GroBen wie unterschiedlichen
Fettgeweben weiter zu erforschen. So konnten Forschungen in vitro im Zellmodell bzw. im
Versuch mit Méusen in vivo angestellt werden, ob und wie das DPP-4-Signalling im Fettgewebe
sich moglicherweise von bereits erforschten DPP-4-Signalwegen in den glatten Muskelzellen
unterscheidet (150). Dies wiirde einen differenzierteren Einblick auf die Wirkweise und
mogliche Nebenwirkungen von bereits auf dem Markt zugelassenen Medikamente geben.
AufBlerdem konnte so die Chance geboten werden, potentiell neue Therapeutika mit weniger
unerwiinschten Arzneimittelwirkungen durch effizientere Wirkstoffe zu entwickeln, da die

physiologische Wirkweise bekannt wére und so gezielter targets angesteuert werden kénnten.
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4.2.5 VEGF

Fiir VEGF existieren zur Zeit dichotome Hypothesen (152). Die erste besagt, dass VEGF im
Sinne eines proinflammatorischen Mediators die Proliferation von glatten Muskelzellen fordert
und so die Entstehung von kardiovaskuldren Erkrankungen fordert. Die zweite
Arbeitshypothese beruft sich auf Studien, die fiir VEGF einen durchaus protektiven Effekt
aufzeigen konnten, da in diesen Arbeiten die Angiogenese durch VEGF gefordert wurde und so
die Hypoxie und konsekutiv die Inflammation in den wachsenden Geweben reduziert bzw.
verhindert werden konnte (152;153).

Die hier beschriebenen Verhaltensmuster von VEGF sind nicht im Reproduktionsprozesses des
Fettgewebes entstanden und zeigen daher vermutlich Ergebnisse, die fiir die erstgenannte
Hypothese sprechen, ndmlich, dass dort hohe VEGF-Expressionsraten tendenziell
proinflammatorisch wirken (152;153). Dies ist der Fall, da zum Einen die VEGF-
Konzentrationen im bereits expandierten Fettgewebe der iibergewichtigen Probanden signifikant
hoher sind als bei den schlanken Probanden, unabhéngig ob bei Diabetikern oder
Nichtdiabetikern. Dabei lédsst sich vor allem verzeichnen, dass die Expression von VEGF im
VAT hoher ist als im SAT, was wiederum mit einem hoheren Status der Inflammation in
Verbindung und konsekutiv Folgeerkrankungen wie Diabetes oder CVD gebracht wird(154).
Dies konnte durch proinflammatorische Adipokine zustande kommen, welche die Sekretion von
VEGF induzieren und so die Komplikationen des metabolischen Syndroms fordern. Dies konnte
in dieser Arbeit durch verschiedene konditionierte Medien unterschiedlicher Fettgewebsarten
imitiert werden. (120). Dazu gehort auch die Induktion der Proliferation von glatten
Muskelzellen, die durch VEGF und seine Rezeptoren offensichtlich stimuliert werden, zu
proliferieren und so wesentlich dazu beitragen, die Arterienwand zu verdicken. Als Resultat
erschwert dies die Aufrechterhaltung der GefaBhomdostase. Dies fiihrt zu Stase des Blutes, was
wiederum prothrombogene Ereignisse fordert, wie etwa Thrombozytenadhésion, Plaquebildung,
Atherosklerose.

Die hiesigen Ergebnisse stiitzen die These, dass in Zusammenhang mit der
Konzentrationsmenge an VEGF auch die proliferative Wirkung der konditionierten Medien des
betreffenden Gewebes steigt. Da die Konzentration vor allem in den viszeralen Fettdepots der
iibergewichtigen Probanden signifikant erh6ht war, zeigt sich auch die Proliferation hier erhoht.
Dies spricht wiederum fiir die Eigenschaft des viszeralen Fettgewebes als endokrines Gewebe,
welches aktiv an der Entstehung von metabolischen Komplikationen beteiligt ist, da es in
hohem Mafe proinflammatorische Substanzen wie etwa VEGF sezerniert (141;155).

Damit kann weiter die These untermauert werden, dass VEGF eine wichtige Substanz fiir die

Proliferation im viszeralen Fettgewebe ist und so sicherlich ein bedeutendes Verbindungsglied
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zwischen Fettgewebe und der Entwicklung von Krankheiten, die mit Ubergewicht assoziiert
sind. Dafiir spricht auch, dass gezeigt werden konnte, dass proinflammatorische Substanzen,

zum Beispiel IL-1p und IL-6 die VEGF-Sekretion fordern (156).
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5 Schlussfolgerung

Es ist unumstritten, dass kardiovaskuldre Erkrankungen und ihre Folgeerkrankungen eine der
Haupttodesursachen weltweit sind. In der Pathogenese dieser Erkrankungen spielt auch die
sogenannte niedriggradige chronische Inflammation eine Rolle, welche die Plaquebildung bei
Atherosklerose teilweise zu bedingen scheint. Dabei ist die Pathogenese dieser
Inflammationsform noch immer nicht vollstdndig erforscht, jedoch konnten viele Hinweise
gefunden werden, dass dies unter anderem durch Substanzen unterhalten wird, welche von den
verschiedenen Fettgewebsdepots des menschlichen Korpers sezerniert werden, den Adipokinen.
Untersuchungen lassen vermuten, dass es dhnlich wie bei Zytokinen, pro- und
antiinflammatorische Adipokine gibt. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen dabei die Vermutung
nahe, dass in Abhéngigkeit der Lokalisation des Fettdepots (subkutan/viszeral), als auch in
Abhidngigkeit vom BMI, DPP-4 als hier untersuchtes Adipokin in unterschiedlichen
Konzentrationen exprimiert bzw. sezerniert wird.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das menschliche Fettgewebe als sehr vielseitiges
endokrines Organ gewertet werden kann, welches diverse Adipokine sezerniert, die nachfolgend
als Mediatoren in der Entwicklung kardiovaskulérer Pathologien agieren. Dies konnte etwa
durch die Proliferationsassays mit den verschiedenen konditionierten Medien der
Fettgewebsexplantate gezeigt werden: Unabhédngig ob Diabetiker oder nicht, in Abhédngigkeit
vom erhéhten BMI lieB sich auch erhohte VEGF-Freisetzung vornehmlich aus dem viszeralen
Fettgewebe nachweisen, mit konsekutiv vermehrter Proliferation der glatten Muskelzellen.

Als neues Adipokin wurde DPP4 untersucht und festgestellt, dass die DPP-4-Expression im
viszeralen Fettgewebe stets erhoht ist, vor allem bei den adipdsen Probanden und hier bei den
adipdsen Diabetikern, was als proinflammatorische Wirkung dieses Adipokins ausgelegt
werden konnte. Beziiglich der hier dargestellten Ergebnisse von DPP-4 kann man
schlussfolgern, dass das menschliche Fettgewebe, abhingig vom BMI DPP-4 sezerniert, welche
die niedriggradige, chronische Inflammation des Korpers unterhalten und somit einen
wesentlichen Teil zur Entstehung und Fortschreiten kardiovaskularer Erkrankungen beitragen
konnten. Die weitere Erforschung der Interaktion mit anderen pro- und antiinflammatorischen
Adipokinen untereinander und mit diversen anderen targets muss weiter untersucht werden,
auch in Zusammenhang mit Ubergewicht und Lokalisation der jeweiligen Fettgewebsdepots.
Dies konnte weitere wichtige Erkenntnisse in der Pathogenese und konsekutiv zur Pravention

und Therapie kardiovaskularer Erkrankungen geben.
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