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1 Einleitung

11  Ubergewicht und Adipositas
111 Definition

Ubergewicht (Praadipositas) und Adipositas z&éhlen zu den groRten
gesundheitlichen Herausforderungen der heutigen Zeit. Beide Begriffe
bezeichnen eine exzessive Akkumulation von Fett, die im Laufe der Zeit zu einer
gesundheitlichen  Beeintrachtigung der betroffenen  Personen  fuhrt
(Schienkiewitz et al., 2017). Die bekannteste MessgroRe zur Objektivierung von
Praadipositas und Adipositas ist der Body-Mass-Index (BMI). Er ist definiert als
der Quotient aus dem Korpergewicht in Kilogramm (kg) und der Korpergrof3e in
Metern (m) zum Quadrat (Ofei, 2005). Zur Einordnung des BMI bei Erwachsenen

finden folgende Kategorien Anwendung:

Tabelle 1: Gewichtsklassifikation beim Menschen anhand des Body-Mass-Indexes
BMI [kg/m?] Erndhrungszustand
<18,5 Untergewicht
18,56-24,9 Normalgewicht
25-29,9 Ubergewicht (Praadipositas)
30-34,9 Adipositas Grad |
35-239,9 Adipositas Grad Il
=40 Adipositas Grad Ill

Die Einteilung in unterschiedliche Schweregrade ist klinisch von Bedeutung, da
das Ausmaly der Fettleibigkeit eng mit der Morbiditat und Mortalitdt der
Betroffenen korreliert und damit die Grundlage fur eine individuelle
Therapieauswahl bildet (Hauner, 2018; Weir & Jan, 2021). Da der BMI eine
Vielzahl von wichtigen pradiktiven Faktoren wie beispielsweise Alter, Geschlecht,
Herkunft und vor allem die Verteilung der Fettdepots nicht mitberucksichtigt,
werden insbesondere bei forschungsbasierten Fragestellungen haufig der
Huftumfang oder der Taille-HUft-Quotient (THQ) unter der Berlcksichtigung
ethnischer Normwerte hinzugezogen (Purnell, 2000; Hruby & Hu, 2015). Ein
Taillenumfang von = 80 cm bei Frauen bzw. 2 94 cm bei Mannern spricht bei

Verwendung  europaischer = Normwerte  fUr eine intraabdominelle
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Fettakkumulation, die das Risiko Folgeerkrankungen zu erleiden, deutlich erhdht
(Organization, 2011).

11.2  Atiologie und Epidemiologie

Die Zahl der Praadipdsen und Adipdsen hat sich in den letzten 30 Jahren weltweit
verdoppelt, in einigen Landern sogar verdreifacht. So waren im Jahr 2016 knapp
60% der adulten europaischen Bevolkerung praadipos und ungefahr 25% adipds.
Auch die Anzahl der praadipdsen Kinder und Jugendlichen hat sich in dieser Zeit
deutlich erhoht. Die Pravalenz ist von nur 4% im Jahr 1975 auf mehr als 30% im
Jahr 2016 gestiegen (Organization, 2022). Prognosen fur das Jahr 2030 zeigen,
dass sich der Anteil praadipéser und adipdser Erwachsener weiter erhohen
konnte (Kelly et al., 2008; Finkelstein et al., 2012). Trotz umfangreicher
Forschung in den letzten Jahrzehnten sind die dieser Entwicklung
zugrundeliegenden Ursachen nur teilweise verstanden. Als Hauptursache wird
ein zunehmendes Ungleichgewicht von Kalorienzufuhr und Kalorienverbrauch
angesehen. Die Industrialisierung und das damit verbundene
Wirtschaftswachstum fuhrten zu einer Kombination aus einem sinkenden
Kalorienverbrauch, bedingt durch den Umstand, dass berufliche Tatigkeiten
Uberwiegend im Sitzen ausgefuhrt werden konnten, und einer steigenden
Kalorienzufuhr aufgrund der ubiquitaren Verbreitung hochkalorischer
Lebensmittel (Hruby & Hu, 2015). Ist die Zufuhr hoher als der Verbrauch, entsteht
ein Energieuberschuss, der Uberwiegend im Fettgewebe gespeichert wird (Hill et
al., 2012). Initial kommt es dort zu einer Hypertrophie der bereits vorhandenen
Adipozyten. Bei der Uberschreitung einer kritischen ZellgroRe kann es zu einer
Rekrutierung von Praadipozyten und somit zu einer Hyperplasie des
Fettgewebes kommen (Hiort et al., 2010). Die starken geographischen und
geschlechtsabhangigen Unterschiede in der Pravalenz von Adipositas lassen
vermuten, dass zusatzlich individuelle Faktoren wie Genetik, Ethnie und das
soziookonomische bzw. soziokulturelle Milieu eine wichtige Rolle bei der
Entstehung von Adipositas spielen (Hruby & Hu, 2015).
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113 Gesundheitliche Folgen

Bereits seit Uber 2000 Jahren ist bekannt, dass Praadipositas und Adipositas die
Morbiditat und Mortalitdt negativ beeinflussen (Bray, 1990; Haslam, 2016).
Ursachlich hierfur sind eine Vielzahl von direkten und indirekten Stérungen der
korperlichen und seelischen Homdostase. Zu den direkten, auf einer erhdhten
Fettmasse beruhenden Folgen zahlen psychosoziale Dysfunktionen, das
Schlafapnoe-Syndrom und die Arthrose. Andere, indirekte Komorbiditaten treten
als metabolische Konsequenz hypertrophierter Adipozyten auf. Hierzu zahlen
unter anderem Gallenblasenerkrankungen, Brust-, Darm-, Nierenkarzinome und
insbesondere das metabolische Syndrom, welches als Risikofaktor fur zahlreiche
kardiovaskulare Erkrankungen gilt (Bray, 2004; Abdelaal et al., 2017). Die
Definition des metabolischen Syndroms ist uneinheitlich und hat sich in den
letzten Jahren wiederholt geandert. Im Allgemeinen beschreibt es das
Zusammentreffen von stammbetonter Adipositas, Dyslipoproteinamie,
essenzieller Hypertonie und einer Glukosetoleranzstorung (Alberti et al., 2005).
Die Pathophysiologie hinter der Entstehung des metabolischen Syndroms ist
komplex und noch nicht abschlieBend geklart. Als gesichert gilt, dass das
hypertrophierte und/oder hyperplastische Fettgewebe als endokrines Organ
vermehrt freie Fettsduren und zahlreiche pathophysiologisch wirksame Peptide
(siehe 1.2.1.1) sezerniert (Rochlani et al., 2017). Im Rahmen des metabolischen
Syndroms kommt es haufig zu einer Beteiligung der Leber in Form einer
nichtalkoholischen Fettlebererkrankung (NAFLD). Die NAFLD umfasst ein breites
Spektrum von Lebererkrankungen, die mit einer vermehren Fettspeicherung
assoziiert sind (Lipidakkumulation in mehr als 5 % der Hepatozyten). Es werden
die alleinige Steatosis von der nichtalkoholischen Steatohepatitis (NASH) und der
Fettleberzirrhose unterschieden. Die Pathogenese der NAFLD ist bisher
unzureichend verstanden. Als gesichert gilt, dass es primar zu einer vermehrten
Speicherung von Triglyceriden und freien Fettsauren in den Hepatozyten sowie
einer gesteigerten Lipogenese in der Leber kommt (Rau et al., 2017).
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1.2 Einteilung und Funktion der Fettgewebedepots

Die steigende Pravalenz von Adipositas und ihren assoziierten Komorbiditaten
begrindete in den letzten Jahrzehnten ein zunehmendes Interesse daran, den
Aufbau und die Funktion der Fettgewebe zu erforschen (Kurlander et al., 1956;
Luong et al., 2019). Lange Zeit wurde bei Saugetieren nur zwischen weillem
(WAT) und braunem (BAT) Fettgewebe differenziert, die sich in anatomischer
Lokalisation, Morphologie und Funktion unterscheiden (Park et al., 2014). Neuere
Studien konnten ferner die Existenz einer dritten Gewebeart, dem ,brown-like*
oder ,beigen” Fettgewebe beweisen, welches eine Intermediarstellung zwischen
WAT und BAT einnimmt (Young et al., 1984; Cousin et al., 1992).

1.21 WeilRes Fettgewebe

Das WAT ist ein sehr dynamisches und anpassungsfahiges Organ. Seine
Hauptfunktion besteht darin, Uberschuissige, freie Fettsduren zu speichern und
diese bei Bedarf fur die Energiegewinnung zur Verfugung zu stellen. In Phasen
der Ubererndhrung fiihrt ein Energieliberschuss zu einer Hypertrophie und
Hyperplasie der Adipozyten, wodurch der Anteil am Gesamtkorpergewicht
zwischen 3% bei Spitzensportlern und 70% bei fettleibigen Menschen variieren
kann (Parlee et al., 2014). Daneben fungiert es als zentrale regulatorische Einheit
des Energiestoffwechsels. Zu den metabolischen Funktionen zahlen unter
anderem die Lipogenese, Fettsaureoxidation und die Lipolyse (Torres et al.,
2016). Die Regulation dieser Stoffwechselfunktionen erfolgt unter anderem durch
die Sekretion von fettgewebsspezifischen Peptiden, Proteinen und Zytokinen, die
zur Gruppe der Adipokine zusammengefasst werden (Flier et al., 1987; Wronska
& Kmiec, 2012). Adipokine weisen eine hohe Diversitat in ihrer chemischen
Struktur und vielfaltige physiologische Funktionen auf. Zu diesen Funktionen
zahlen unter anderem die Regulation inflammatorischer Prozesse durch
klassische Zytokine wie Tumornekrosefaktor o (TNF-a.), die Interleukine (IL) 1, 4,
6, 8, 10 und 13 sowie das Monocyte-Attractant-Protein 1 (MCP-1), die Regulation
des Energiestoffwechsels (Leptin), des Kohlenhydratstoffwechsels (Adiponectin,
Resistin, Visfatin) sowie die Blutdruckregulation (Angiotensinogen) (Esteve
Rafols, 2014). Daruber hinaus dient das Fettgewebe der thermischen Isolation
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des Korpers und dem Schutz vor mechanischer Schadigung (Wronska & Kmiec,
2012). Fettgewebe setzt sich aus einer gro3en Anzahl unterschiedlichster Zellen
zusammen. Den pradominierenden Zelltyp bilden die weilen Adipozyten, die
sich als rundliche Zelle prasentieren und einen einzelnen, unilokularen
Lipidtropfen enthalten, welcher der Speicherung freier Fettsauren dient und Uber
90% des Zellvolumens einnimmt. Der Zellkern, die Mitochondrien und alle
weiteren Zellbestandteile verteilen sich im verbleibenden Zellvolumen
(Desruisseaux et al., 2007; Stecco et al., 2015; Torres et al., 2016). Der
Durchmesser variiert je nach Lipidgehalt zwischen 30 ym und 130 pm (Wronska
& Kmiec, 2012). Neben den weilden Adipozyten sind Fettstammzellen (adipose-
derived stem cells, ASCs), Fibroblasten/Fibrozyten, Nervengewebe, Stroma-
Gefalizellen und Immunzellen nachweisbar (Kershaw & Flier, 2004; Berry et al.,
2013). Das WAT lasst sich in Form von lokalisierten Depots Uuber den gesamten
Korper verteilt finden. Aufgrund anatomischer, zellularer, molekularer,
physiologischer und prognostischer Eigenheiten unterscheidet man die
viszeralen Fettdepots, die sich in der Bauchhohle um die inneren Organe
verteilen, von den subkutanen Fettdepots, die sich an mehreren Stellen unter der
Haut befinden (Zwick et al., 2018). Unter pathologischen Bedingungen kann es
zusatzlich zu einer ektopen, intraparenchymalen Akkumulation von Fett in
Organen wie der Leber, den Muskeln, dem Pankreas oder den Blutgefalien
kommen (Britton & Fox, 2011).

1.21.1 Viszerales Fettdepot

Das viszerale Depot (VAT) macht abhangig vom Alter und Geschlecht einen
Anteil von 5-20% an der Gesamtfettmasse aus und wird zum GroRteil durch das
omentale und mesenteriale Fettgewebe gebildet. Kleinere Depots lassen sich im
Mediastinum und um spezifische Organe wie Herz (epikardial), Magen
(epigastral), Nieren (perirenal), Gonaden (perigonadal, gWAT) und Blutgefalie
(perivaskular) finden (lbrahim, 2010; Shuster et al., 2012). Eine viszerale
Fettakkumulation wird mit zahlreichen pathologischen Zustanden wie einem
gestorten Glukose- und Fettstoffwechsel, einer erhohten Pradisposition flr
ausgewahlte Karzinome und einem erhohten kardiovaskularen Risiko in

Verbindung gebracht (Shuster et al, 2012). Darlber hinaus weisen
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hospitalisierte Betroffene ein hoheres Risiko fur postoperative Komplikationen
und eine hohere Mortalitatsrate auf (Tsujinaka et al., 2008). Als Ursache wird eine
gesteigerte Sekretion von pathophysiologisch-wirksamen Peptiden angesehen.
Hierzu zahlen insbesondere freie Fettsauren (FFAs) und die Adipokine IL-1, IL- 6,
TNF-o und Resistin. Andere Adipokine, denen eine protektive Rolle
zugeschrieben wird, korrelieren negativ mit der Masse an VAT (Reneau et al.,
2018). Die vermehrte Sekretion von FFAs durch das VAT beruht auf mehreren
Ursachen: Viszerale Adipozyten weisen bereits basal eine hohere lipolytische
Aktivitat als andere Adipozytenarten auf. Verstarkt wird dies durch eine spezielle
Rezeptorausstattung, die sie sensitiver gegenuber der Katecholamin-induzierten
Lipolyse macht (Arner et al., 1990; Hellmér et al., 1992). Aullerdem weisen die
Adipozyten des viszeralen Fettgewebes eine verringerte postprandiale
Absorptionsfahigkeit fur FFAs auf (Marin et al., 1992; Misra & Vikram, 2003).
Durch ihre anatomische Lokalisation drainiert das venose Blut Uber das
Portalvenensystem direkt in die Leber. Die sezernierten FFAs und Adipokine
konnen so hepatische Immunmechanismen modulieren, die unter anderem zu
einer gesteigerten Sekretion des Akut-Phase-Proteins CRP fuhren (Heinrich et
al., 1990; Marin et al., 1992).

1.21.2 Subkutanes Fettdepot

Mit einem Anteil von 80% wird der Grol3teil des Korperfettes durch das subkutane
Depot (sWAT) gebildet (Arner, 1997). Es lasst sich Uberwiegend in der
femoglutalen Region (inguinales weil3es Fettgewebe, iWAT), dem Rucken und
der vorderen Bauchwand finden. Im Vergleich zum VAT korreliert die iWAT-
Masse weniger stark mit der Entwicklung metabolischer Erkrankungen (Porter et
al., 2009). Einige Autoren schreiben dem sWAT sogar eine protektive Wirkung
bei der Entwicklung von Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2 zu (Snijder
et al., 2005; Tran et al., 2008; Mittal, 2019). Verantwortlich fur die kontraren
Effekte sind insbesondere Unterschiede in der Sekretion von FFAs und
Adipokinen. Die verminderte FFA-Sekretion beruht auf einer hoheren
Speicherkapazitat der sWAT-Adipozyten fur FFAs und Triglyceride (TG) in der
postprandialen Phase und einer geringeren Sensibilitat fur die Katecholamin-
induzierte Lipolyse (Arner et al., 1990; Hellmeér et al., 1992). Zu den Adipokinen,
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die Uberwiegend vom sWAT sezerniert werden, zahlen Leptin, das an der
Vermittlung des Sattigungsgefuhls beteiligt ist und Adiponektin, dem eine
gefallprotektive, anti-atherosklerotische und anti-diabetogene  Wirkung
zugeschrieben wird (Wajchenberg, 2000; Reneau et al., 2018).
Proinflammatorische Zytokine wie TNF-a, CRP und IL-6 hingegen werden nur in
geringen Mengen sezerniert. Durch die geringere Zytokinsekretion und die
Drainage des venosen Blutes uber den Systemkreislauf fallt der
immunstimulierende Effekt auf die Leber kleiner aus (Ibrahim, 2010). Daruber
hinaus ist insbesondere das subkutane weille Fettgewebe dazu Imstande, in
gewisser Weise eine morphologische und funktionelle trans-Differenzierung zu
durchlaufen (WAT Browning) und dem braunen Fettgewebe ahnliche Funktionen

zu ubernehmen (Wu et al., 2012).
1.2.2 Braunes Fettgewebe

Das braune Fettgewebe (BAT) dient primar dazu, aus gespeicherten
Energiereserven Warme abzuleiten und damit einer Unterkihlung des Korpers
entgegenzuwirken. Dieser Prozess wird als zitterfreie Thermogenese bezeichnet
und spielt insbesondere fur Neugeborene eine wichtige Rolle, da diese aufgrund
des schlechten Verhaltnisses von Korperoberflache zu Volumen dazu tendieren,
ihre Kérperwarme schnell an die Umgebung abzugeben. Aul3erdem fehlt ihnen,
anders als Erwachsenen, eine suffiziente Skelettmuskulatur und damit die
Moglichkeit der muskularen Thermogenese, die entscheidend an der
Aufrechterhaltung der Korperkerntemperatur beteiligt ist (Lidell, 2019). Aus
diesem Grund lassen sich grolere Depots braunen Fettgewebes besonders in
Nagetieren und kleinen Saugetieren nachweisen. Typische Lokalisationen sind
der obere Ruckenbereich (interscapular), die perirenale Region und die
Herzregion (periaortal). Morphologisch zeichnen sich braune Adipozyten durch
zahlreiche kleine, dicht gepackte Vakuolen aus, die reich an Mitochondrien sind.
Die vielen Mitochondrien sind fur die typische Farbe der Zellen verantwortlich.
Innerhalb der Mitochondrienmembran lasst sich das Transmembranprotein
Thermogenin (Uncoupling Protein 1, UCP1) nachweisen. Das BAT ist stark
vaskularisiert und wird durch ein dichtes Netzwerk sympathischer Nerven
innerviert. Die Aktivierung der Thermogenese im BAT kann durch
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unterschiedliche Signale initialisiert werden. Zu den wichtigsten Initiatoren zahlt
die Kalteeinwirkung, durch die vermehrt Norepinephrin freigesetzt wird, welches
durch Bindung an 3-adrenerge Rezeptoren auf den Zellmembranen der braunen
Adipozyten G-Protein-vermittelt zu einer Aktivierung des cAMP-Proteinkinase A-
Signalweges (siehe 1.3.4.) fuhrt. Die Proteinkinase A aktiviert Enzyme, die an der
Hydrolyse von Triglyceriden, Diglyceriden und Monoglyceriden zu FFAs beteiligt
sind. Die FFAs werden von den Mitochondrien importiert, binden dort an UCP1
und aktivieren dieses. Die FFAs werden oxidiert wodurch es zu einem
Protonenfluss entlang der inneren Mitochondrienmembran kommt und Hitze

erzeugt wird (Cannon & Nedergaard, 2004; Mulya & Kirwan, 2016).
1.2.3 Beiges Fettgewebe

Bereits im Jahr 1984 wurden innerhalb des weillen Fettgewebes Zellen
beschrieben, die vergleichbare morphologische, strukturelle und funktionelle
Eigenschaften wie klassische braune Adipozyten aufweisen. Hierzu zahlen
zentrale Zellkerne, multilokulare Lipidvakuolen, viele Mitochondrien, die
Expression hoher Level von UCP1 sowie das Ansprechen auf Kalteexposition.
Im Gegensatz zu braunen Adipozyten sind sie nicht als eigenstandige Depots
uber den Korper verteilt, sondern vereinzelt innerhalb des weil3en Fettgewebes
und hier insbesondere in der Leistengegend auffindbar (Young et al., 1984; Wu
et al., 2012; Mulya & Kirwan, 2016). Derzeit existieren zwei Theorien, die das
Auftreten neu gebildeter ,beiger®* Adipozyten erklaren sollen. Das
Vorlaufermodell besagt, dass sich die beigen Adipozyten bei Kalteexposition
unter dem Einfluss von Irisin aus Praadipozyten entwickeln, wahrend das
Interkonversionsmodell von einer trans-Differenzierung bereits ausgereifter
weilder Adipozyten ausgeht. Unabhangig davon, welche der beiden Theorien
korrekt ist, unterstreichen beide die hohe Plastizitat von Adipozyten und das
therapeutische Potenzial im Hinblick auf Pravention der Entwicklung von
Adipositas und den assoziierten Komorbiditaten (Herz & Kiefer, 2019).

1.3 Grundlagen zellularer Kommunikation

Im Laufe der Evolution hat sich ein Grolteil der Lebewesen zu mehrzelligen

Organismen entwickelt, die sich aus unterschiedlich spezialisierten Einzelzellen
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zusammensetzen. Um eine koordinierte Zusammenarbeit dieser Einzelzellen zu
erreichen, hat sich eine Vielzahl von Kommunikationswegen entwickelt.
Ausgangspunkt der interzellularen Kommunikation ist die Freisetzung eines
Signalstoffes durch eine Senderzelle. Diese Signalmolekule konnen in ihrer
chemischen Struktur sehr unterschiedlich sein (Heinrich et al., 2014). So zahlen
Proteine, kleine Peptide, Aminosauren, Nukleotide, Steroide, Retinoide,
Fettsaurederivate und sogar geloste Gase wie Stickoxid und Kohlenmonoxid zu
den bekanntesten Vertretern (Alberts, 2002). Der ausgesandte Mediator kann nur
von Zellen erkannt werden, die einen passenden Rezeptor besitzen. Die
Aktivierung des Rezeptors fuhrt zu einer intrazellularen Signalkaskade
(Signaltransduktion), die in ihrem Endpunkt zu einer biologischen Antwort der
Zielzelle fuhrt. Abhangig von dem Weg, den der Mediator nutzt, um seine
Zielzelle zu erreichen, wird zwischen auto-, para-, juxta- und endokriner

Signalubermittlung unterschieden (Buselmaier, 2009).
1.3.1 Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion durch GPCRs

Die grofdte Gruppe der Membranrezeptoren in Eukaryoten stellen die G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (G-protein-coupled receptors, GPCRs) dar. Neben ihrer
physiologischen Funktion als Ligandenrezeptoren fur Hormone und
Neurotransmitter haben sie sich in den letzten Jahren zum haufigsten
Angriffspunkt fur Medikamente entwickelt (Manglik & Kruse, 2017). Geschatzt
entfalten zwischen 30 und 50% der Medikamente ihre therapeutische Wirkung
uber die Interaktion mit GPCRs. Diese GPCR-Medikamente zielen dabei auf ca.
80 Rezeptoren ab, was nur zehn Prozent der im menschlichen Genom codierten
GPCRs entspricht (Fang et al., 2015). Die Fulle an GPCRs und ihre vielfaltigen
Rollen im Stoffwechsel machen eine genaue ldentifizierung und Klassifizierung
unerlasslich. Ein haufig verwendetes Klassifikationssystem auf Grundlage der
Aminosauresequenz  und  Funktionshomologie stellt das  GRAFS-
Klassifikationssystem dar. Die Abkurzung steht dabei fur die funf Hauptfamilien
Glutamat, Rhodopsin, Adhesion, Frizzled/taste2 und Sekretin (Fredriksson et al.,
2003). Die grofite Subfamilie bildet mit einem Anteil von ca. 80% die Rhodopsin-
Familie (Rosenbaum et al., 2009; Hu et al., 2017). Strukturell setzen sich alle

GPCRs aus sieben trans-membranosen a-Helices, die durch drei alternierende



Einleitung 10

intra- und extrazellulare Schleifen voneinander getrennt werden, einem
extrazellularen N- und einem intrazellularen C-Terminus zusammen (Oldham &
Hamm, 2008). Die Struktur der transmembrandsen a-Helices ist mit einer Lange
von 20-27 Aminosauren (AS) dabei weitestgehend konstant. Deutlich variabler
sind der N-Terminus mit einer Lange von 7-595 AS, der C-Terminus (12-359
AS) und die Schleifen (5—230 AS), durch welche die einzelnen Rezeptoren ihre
spezifischen Eigenschaften erhalten (Ji et al., 1998). Da GPCRs selbst keine
katalytische Aktivitat besitzen, sind sie auf Signaltransduktoren angewiesen, die
in der Lage sind, Signale an intrazellulare Effektoren zu Ubertragen (Weis &
Kobilka, 2018).

1.3.2 G-Proteine als Signaltransduktoren

Die Rolle ubernehmen unter anderem die heterotrimeren Guaninnukleotid-
bindenden Proteine (G-Proteine). Sie sind aus drei mit o, f und y bezeichneten
Untereinheiten aufgebaut. Im Humangenom konnten bisher 16 verschiedene
Gene fur die a-, funf fur die B- und zwolf fur die y-Untereinheit nachgewiesen
werden. Durch variable Assemblierung der einzelnen Untereinheiten entstehen
G-Proteine mit unterschiedlichen Funktionen (Rassow et al., 2016). Die
o~ Untereinheit (Ga) ist fur die Bindung des Guaninnukleotids verantwortlich. Sie
setzt sich aus zwei Doméanen zusammen: einer Ras-like Domane, die
enzymatisch an der Hydrolyse von Guanosintriphosphat (GTP) beteiligt ist, und
einer helikalen Domane, die unter anderem durch ihre strukturelle Diversitat fur
die variable Rezeptor- und Effektoraffinitat der einzelnen Ga-Subfamilien
verantwortlich ist. Zwischen diesen beiden Domanen ist die Bindungstasche fur
das Guaninnukleotid lokalisiert (Cabrera-Vera et al., 2003; Duc et al., 2015). Die
- und y-Untereinheit bilden strukturell und funktionell einen nicht-dissoziierbaren
Komplex (GBy) und sind Uber einen Lipidanker der y-Untereinheit in der
Zellmembran verankert. Wie auch Ga kann die By-Untereinheit nachgeschaltete
Effektoren modulieren. Zu den Interaktionspartnern zahlen unter anderem die
Adenylylcyclasen, Phospholipase C sowie Kalium- und Calciumkanale. G-
Proteine fungieren als binarer Schalter, dessen Aktivitat durch das gebundene
Guaninnukleotid reguliert wird. Die Bindung eines Agonisten an einen GPCR
fuhrt zu einer Konformationsanderung, wodurch eine hochaffine Bindungsstelle
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fur das G-Protein geschaffen wird. Das G-Protein kann nachfolgend einen
Aktivierungs-Inaktivierungs-Zyklus durchlaufen (Cabrera-Vera et al., 2003;
Rassow et al., 2016). Im inaktiven Zustand bilden Ga und Gy ein Heterotrimer,
das uber mehrere Lipidanker mit der inneren Zellmembran in Verbindung steht.
Neben dieser Lokalisation konnten G-Proteine auch auf verschiedenen
intrazellularen  Strukturen wie Endomembranen, dem Zytoskelett, den
Mitochondrien und dem Zellkern nachgewiesen werden (Nurnberg & Ahnert-
Hilger, 1996; Nair et al., 2017).

Inaktiver (GDP-gebundener)
Zustand

Ligandengindung
Riickkehr in heterotrimare un
Konformation Nukleotidaustausch
g

‘ *ve
i ﬂ H ﬁ H
D X

a
e

Aktiver (GTP-gebundener)
Zustand

Ligandendissoziation
und GTP-Hydrolyse

Ga-Dissoziation

Abbildung 1.1: Aktivierungs-Inaktivierungs-Zyklus der G-Proteine. Die Aktivierung eines GPCRs
durch einen Agonisten katalysiert den Austausch von GDP durch GTP in der a-Untereinheit des G-Proteins.
Durch die Bindung von GTP an die a-Untereinheit kommt es zu einer Aktivierung und Dissoziation des G-
Proteins. Sowohl die a-Untereinheit als auch das pB-/y-Dimer koénnen verschiedene Effektorproteine
modulieren. Die intrinsische GTPase-Aktivitat der a-Untereinheit katalysiert die Hydrolyse von GTP zu GDP
und beendet damit die Effektormodulation. AbschlieBend kommt es zu einer Reassoziation der beiden
Untereinheiten. o - o-Untereinheit des G-Proteins; B/y - p/y-Untereinheit des G-Proteins; GDP -
Guanosindiphosphat; GTP - Guanosintriphosphat; P - Phosphat; C - C-terminale Domane; N - N-terminale
Domane. Abbildung erstellt mit BioRender.com.

Den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bei der Aktivierung stellt die
Freisetzung von Guanosindiphosphat (GDP) aus der a-Untereinheit dar. Da G-
Proteine im inaktiven Zustand eine sehr hohe Affinitdt gegenltber GDP besitzen
und das Py-Dimer als Guaninnukleotid-Dissoziations-Inhibitor (guanine-
nucleotide dissociation inhibitor, GDI) fungiert, 1auft die spontane Freisetzung nur
sehr langsam ab (McCudden et al., 2005; Syrovatkina et al., 2016). Um diese
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Barriere zu Uberwinden, reduziert der aktivierte Rezeptor als Guaninnukleotid-
Austauscher (guanine-nucleotide exchange factor, GEF) die Affinitat des G-
Proteins gegenuber GDP und ermdglicht so eine Dissoziation des GDPs aus der
Nukleotid-Bindungstasche der a-Untereinheit. Die freie Bindungstasche kann
anschlie3end durch das intrazellular wesentlich hoher konzentrierte GTP besetzt
werden (Cabrera-Vera et al., 2003; Oldham & Hamm, 2008). Das gebundene
GTP initialisiert eine Konformationsanderung in den zwei variablen Regionen
Switch | und Il der a-Untereinheit, wodurch die Affinitat zur By-Untereinheit
reduziert wird und das G-Protein in seine zwei funktionellen Einheiten dissoziiert
(Vetter & Wittinghofer, 2001; Oldham & Hamm, 2008). Sowohl die Go-
Untereinheit als auch das Gpy-Dimer konnen unabhangig voneinander mit
unterschiedlichen Effektoren kommunizieren und diese modulieren. Beendet wird
die Modulation durch die hydrolytische Spaltung von GTP zu GDP und Phosphat,
katalysiert von der Ras-like Domane der a-Untereinheit. Im letzten Schritt kommt
es zu einer Reassoziation der beiden funktionellen Einheiten und der
Aktivierungs-Inaktivierungs-Zyklus kann von vorne beginnen (Rassow et al.,
2016). Die Dauer der G-Protein-vermittelten Effektoraktivierung wird einerseits
durch die sehr variable intrinsische GTPase-Aktivitat verschiedener Goa-
Untereinheiten bestimmt. So ist die Wechselzahl (Turnover Frequency, TOF) fur
die GTP-Hydrolyse von Gaz, einem Vertreter der Gai-Proteine, etwa 200-fach
niedriger als von Gas und Ga, (Casey et al., 1990). Andererseits wurden bereits
eine Vielzahl von separaten Molekllen/Proteinen/Enzymen entdeckt, die die
Dauer der Effektoraktivierung beeinflussen. Die als GTPase-aktivierenden
Proteine (GAPs) bezeichneten Molekulen dienen dazu, die Deaktivierung von G-
Protein-gesteuerten Prozessen zu beschleunigen. Hierzu zahlen unter anderem
Ga-Effektoren wie die PLCp, die y-Untereinheit der Phosphodiesterasen
(negative Ruckkopplung) und RGS-Proteine (regulators of G protein signaling).
Zusatzlich zu den GAPs kommen auch sogenannte AGS-Proteine (activators of
G-protein mediated signaling), die rezeptorunabhangig G-Proteine aktivieren
konnen. Zu den wichtigsten Vertretern zahlen Ric-8, GPR-domain-beinhaltende
Proteine und GBA-motif-beinhaltende Proteine (Cabrera-Vera et al., 2003;
Blumer et al., 2005; Syrovatkina et al., 2016).
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1.3.3 Klassifikation und Funktion von G-Proteinen

G-Proteine werden anhand ihrer Aminosauresequenzenhomologie der Go-
Untereinheit in vier Subfamilien eingeteilt: Gas, Gagi11, Gaiz1z und Gai. Die
Bezeichnung Gos leitet sich aus ihrer Funktion ab, rezeptorvermittelt die
Adenylylcyclase zu stimulieren (s steht fur Stimulation) und damit zu einem
Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration zu fuhren. Die Gas-Subfamilie
umfasst mit Gas und Gaoir (olfaction) lediglich zwei Mitglieder (Wettschureck &
Offermanns, 2005; Syrovatkina et al., 2016). Gas wird ubiquitar exprimiert und ist
damit sowohl an vielen physiologischen als auch pathophysiologischen
Prozessen beteiligt (Gaudin et al., 1995; Sakamoto et al., 2005; Podyma et al.,
2018; Wang et al., 2018). Anders als der Name Ga.or erwarten lasst, wird es nicht
ausschlieflich von den Neuronen des olfaktorischen Epithels exprimiert, sondern
konnte auch auf bestimmten zerebralen Strukturen wie dem Striatum und dem
Nucleus accumbens nachgewiesen werden. Dort ist es an der Transduktion
Dopamin- und Adenosin-vermittelter Effekte beteiligt. Ein Fehlen von Gorf fuhrt
folglich zu Anosmie und steht im Zusammenhang mit der Entwicklung von
Bewegungsstorungen (Belluscio et al., 1998; Corvol et al., 2004; Syrovatkina et
al., 2016). Zur Gaq11-Familie zahlen die ubiquitaren Formen Goq und Go1 sowie
die gewebespezifischen Formen Ga1s (Leber, Lunge, Niere) und Gau1sie
(hamatopoetischen Zellen). Sie interagieren mit den p-Isoformen der
Phospholipase C (31-4), welche die Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2) in Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG)
katalysieren. Wahrend Goq und Goai1 an der Herzfunktion, der
Plattchenaktivierung und der Bewegungskoordination beteiligt sind, ist die
biologische Rolle von Ga14 und Ga1s noch weitestgehend unklar (Offermanns,
Hashimoto, et al., 1997; Offermanns, Toombs, et al., 1997; Offermanns et al.,
1998; Wettschureck & Offermanns, 2005). Die ubiquitar exprimierte Go12/13-
Subfamilie besitzt eine Vielzahl von Interaktionspartnern, darunter die Btk-
Tyrosinkinase, Gap1, rasGAP, Cadherine, SNAP-a und p120-Catenin
(Syrovatkina et al., 2016).
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1.34 Die Subfamilie der Goi-Proteine

Die Gaj-Unterfamilie stellt zahlenmaRig die grof3te Gruppe mit der starksten
Diversitat in der Aminosauresequenz dar. Ihr Name leitet sich aus der Fahigkeit
ab, die Adenylylcyclase zu inhibieren und den intrazellularen cAMP-Spiegel zu
senken (Wong et al., 1991). Neben den ubiquitar exprimierten inhibitorischen
Isoformen (i1, ai2, aiz), zahlen auch eine Vielzahl von zellspezifischen Isoformen
wie Gaz, Gao, Got und Gag zu dieser Subfamilie (Syrovatkina et al., 2016). Ga.,
wird in verschiedenen Zellen wie Neuronen und Thrombozyten exprimiert.
Heterologe Expressionsstudien konnten eine Interaktion von Ga, mit
unterschiedlichen Rezeptoren fur Neurotransmitter und Neuropeptiden
nachweisen, sodass von einer Beteiligung an der neuronalen Funktion
ausgegangen wird (Ho & Wong, 2001; Wettschureck & Offermanns, 2005).
Zudem konnte mithilfe Thrombozyten-spezifischer Ga-defizienter Mausmodelle
ein Einfluss auf die Epinephrin-vermittelte Plattchenaggregation nachgewiesen
werden (Yang et al., 2000). Die beiden sensorischen G-Proteine Gag (Gustducin)
und Goat (Transducin) weisen mit einer Sequenzhomologie von 80% starke
strukturelle Ahnlichkeiten auf (Hoon et al., 1995). Gustducin wird Gberwiegend in
den Geschmacksknospen exprimiert und vermittelt GUber eine Stimulation der
Phospholipase CB32 die Geschmacksrichtungen suf3, bitter und umami, wahrend
das in den Photorezeptorzellen exprimierte Transducin der Transduktion von
externen Lichtreizen in neuronale Signale dient (Stryer, 1983; Zancanaro et al.,
1999; Chandrashekar et al., 2006; Mosinger et al., 2010; Rassow et al., 2016).
Das Fehlen eines dieser Proteine fuhrt folglich zu einer starken Einschrankung
der jeweiligen Sinneswahrnehmung (Calvert et al., 2000; He et al., 2002). Ga,
weist mit Gaoa und Gaog zwei Splicevarianten auf, die Uberwiegend von
Neuronen exprimiert werden. Ein Fehlen dieser Proteine fuhrt zu
schwerwiegenden neurologischen Storungen wie Epilepsie, Entwicklungs- und
Bewegungsstorungen (Nurnberg et al., 1994; Syrovatkina et al., 2016; Feng et
al., 2018). Die drei Isoformen Gai1, Gaiz und Gais besitzen mit einer
Sequenzhomologie von 88-94% die starkste Homologie innerhalb der Gou-
Familie. Die groRte Ubereinstimmung ist dabei zwischen Gait/Gouz und Gaiio/Gaii

festzustellen (Wilkie & Yokoyama, 1994). Die starke Sequenzhomologie der
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einzelnen Isoformen lasst vermuten, dass sie redundante Funktionen besitzen.
Dies wurde durch Expressionsanalysen Gnai2-defizienter Mauslinien bestatigt,
die eine kompensatorische Hochregulation von Gaiz nachweisen konnten
(Dizayee et al., 2011). Jedoch zeigten funktionelle Analysen gewebe- bzw. zell-
spezifischer Gaoi-Mutanten, dass jede Isoform auch eigene, nicht-
kompensierbare Funktionen in der Zelle Gbernimmt (Nagata et al., 2000; Wiege
et al., 2012). Bei den einzelnen Isoformen handelt es sich zwar um ubiquitar
exprimierte Proteine, sie unterscheiden sich jedoch hinsichtlich der
Expressionslevel auf verschiedenen Zelltypen deutlich. Die pradominante
Isoform stellt Gai; dar. Sie ist dementsprechend an einer Vielzahl von
physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt. Zu den physiologischen
Funktionen zahlen unter anderem die Steuerung der Embryonalentwicklung, des
Inflammationsprozesses und der Horwahrnehmung (Rudolph et al., 1995; Wiege
et al, 2012; Wiege et al, 2013; Beer-Hammer et al, 2018). Aus
pathophysiologischer Sicht spielen die Gai2-Expressionslevel bei einer Vielzahl
von Erkrankungen wie beispielsweise dem Ovarialkarzinom, dem nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom und der Osteoarthritis eine wichtige Rolle
(Dmitriev et al., 2012; Raymond et al., 2014; Huang et al., 2018). Das Gai1-
Protein wird in hoheren Konzentrationen vor allem von neuronalen Strukturen
exprimiert auf denen es zusammen mit Go,, den pradominanten Typ aus der Ga-
Familie darstellt (NUrnberg et al., 1994). Es wird vermutet, dass es dort an der
Transduktion cholinerg-vermittelter Prozesse beteiligt ist (Jia et al., 2020). Im
Gegensatz zu Gai1 wird Gajz Uberwiegend von nicht-neuronalen Strukturen
exprimiert (Leiss et al., 2021). Aufgrund des weiten Expressionsmusters ist Gais
ahnlich wie Gai2 an der Vermittlung vieler zellspezifischer Funktionen beteiligt.
Hierzu zahlen die Steuerung der Autophagie von Insulin in der Leber und die
Beeinflussung des Reperfusionsschadens in den Kardiomyozyten nach
Myokardinfarkt (Gohla et al., 2007; Kohler et al., 2014).

1.3.5 Funktion der Gai-Proteine in Adipozyten

Neben den Vvielfaltigen o.g. Funktionen sind inhibitorische G-Proteine
entscheidend an der Signaltransduktion in Adipozyten und damit an der
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Entwicklung Adipositas-assoziierter Erkrankungen beteiligt. Wie bereits in 1.2.1
beschrieben, fungieren Adipozyten als zentrale regulatorische Einheit des
Energiestoffwechsels. Um adaquat auf Veranderungen reagieren zu konnen,
exprimieren Adipozyten eine grol3e Anzahl unterschiedlichster GPCRs. Analysen
humaner Fettdepots konnten die Expression von mindestens 162 verschiedenen
GPCRs nachweisen (Amisten et al, 2015). Viele dieser GPCRs wie
beispielsweise o-Adrenozeptoren, Adenosin-Rezeptoren, Frizzeled-Rezeptoren
und Lysophospholipid-Rezeptoren nutzen Gai-Proteine zur Transduktion
empfangener Signale (Rosen et al., 2009; Nichols et al., 2013; Tozzi & Novak,
2017; Evans et al., 2019).
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Abbildung 1.2: G-Protein-vermittelte Steuerung des Metabolismus in Adipozyten. Die metabolische
Aktivitdt der Adipozyten wird durch die Interaktion verschiedener GPCRs und G-Proteine gesteuert. Eine
entscheidende Rolle nehmen Gai-Proteine ein. Sie hemmen die Aktivitdt der Adenylylcyclase, die fiir die
Bildung von cAMP aus ATP verantwortlich ist. CAMP aktiviert als sekundarer Botenstoff die PKA, die als
Serin/Threonin-Kinasen tber Phosphorylierungen zahlreiche Reaktionen des Energiestoffwechsels steuert.
Zu diesen Reaktionen zahlen u.a. die Lipolyse, Fettsduresynthese und die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren. Nahere Erlauterungen siehe Text. Abbildung modifiziert nach (Barella et al., 2021).
o - a- Untereinheit des G-Proteins; B/y - B/y-Untereinheit des G-Proteins; P - Phosphat; PKC - Proteinkinase
C; PLC - Phospholipase C; JNK - Januskinase, PI3K - Phosphoinositid-3-Kinase; GLUT4 -
Glukosetransporter Typ 4; cAMP - cyclisches Adenosinmonophosphat; ATP - Adenosintriphosphat; ATGL -
Adipozyten-Triglycerid-Lipase; ACC - Acetyl-CoA-Carboxylase; HSL - Hormonsensitive Lipase; PPAR-y -
Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor gamma; UCP1 - Entkopplungsprotein 1; PGC-1a - Peroxisome
proliferator-activated receptor y-co-activator 1a. Abbildung erstellt mit BioRender.com.
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Die Aktivierung eines Goai-Proteins (siehe 1.3.2) fuhrt zu einer Hemmung der
Adenylylcyclase, die als membrangebundenes Protein fur die Bildung von
zyklischem Adenosinmonophosphat (cCAMP) aus 5'-Adenosintriphosphat (ATP)
verantwortlich ist. Fur den sekundaren Botenstoff cAMP sind drei
Haupteffektoren bekannt: Proteinkinase A (PKA), EPAC (exchange protein
directly activated by cAMP) und cAMP-abhangige lonenkanale (Sassone-Corsi,
2012). Die PKA ist als Serin/Threonin-Kinase dazu befahigt, zahlreiche
Stoffwechselenzyme zu phosphorylieren und damit ihre Aktivitat zu steuern. Zu
den PKA-assoziierten Enzymen zahlen die Hormonsensitive Lipase (HSL), die
Adipozyten-Triglycerid-Lipase (ATGL), die Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) und
die Phosphorylase-Kinase, wodurch insbesondere der Lipidstoffwechsel
beeinflusst wird (Brushia & Walsh, 1999; Munday, 2002; Krintel et al., 2009;
Barella et al., 2021). Daruber hinaus steuert die PKA uUber Phosphorylierungen
von Transkriptionsfaktoren die Expression nuklearer und mitochondrialer Gene.
Zu den nukleadren Genen zahlt unter anderem das cAMP response element-
binding protein (CREB), das entscheidend an der Ausdifferenzierung von
Adipozyten beteiligt ist (Reusch et al., 2000; Rosenberg et al., 2002; Amigoni et
al., 2015). Im mitochondialen Genom wird die Expression von PPARy
(peroxisome proliferator-activated receptors gamma), seinem Koaktivator PGC-
1a (PPARYy coactivator 1-a) und UCP1 beeinflusst (Barella et al., 2021). PPARy
fungiert als nuklearer Hormonrezeptor, der die Expression diverser Gene
reguliert, die am Inflammationsprozessen, der Adipogenese, dem
Fettstoffwechsel, der Glukosehomoostase und der Insulinresistenz beteiligt sind
(Corrales et al., 2018). Auf die Funktion von UCP1 wurde bereits im Abschnitt
1.2.2 eingegangen. Das EPAC-Protein aktiviert mit Rap1 und Rap2 zwei
Mitglieder der Ras-Superfamilie. Es ist damit an Zellfunktionen wie der
Zelladhasion, der Exozytose und der Zelldifferenzierung beteiligt (Ozaki et al.,
2000; Rangarajan et al., 2003; Kiermayer et al., 2005). Zu den cAMP-abhangigen
lonenkanalen zahlen nichtselektive Kationenkanale, die v.a. Calcium aber auch
Natrium und Kalium transportieren. Calcium stimuliert Ca?*-Calmodulin-
abhangige Proteinkinasen, die wiederum die Aktivitat der AC und
Phosphodiesterasen modulieren (Zaccolo & Pozzan, 2003). Durch all diese

Funktionen ist es wenig Uberraschend, dass das Fehlen einer Goi-Isoform zu
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folgenhaften  Veranderungen fuhrt. Analysen  Adipozyten-spezifischer
Mausmodelle zeigten, dass das Fehlen der pradominant exprimierten Gaiz-
Isoform zu einer abgeschwachten Entwicklung ernahrungsbedingter Adipositas
fuhrt. Als Ursache wird ein erhohter Energieumsatz angesehen, der nicht auf
Unterschiede in der Nahrungsaufnahme oder physikalischer Aktivitat
zurlckzuflhren ist. Stattdessen werden erhohte cAMP-Spiegel und eine
gesteigerte Lipolyseaktivitdat nach B-Adrenozeptor-Stimulation als ursachlich
angesehen. Unklar bleibt, ob diese Veranderungen auf einer direkten Interaktion
von Gaiz mit den B-Adreozeptoren oder der fehlenden Hemmung auf die AC
(relative Uberaktivitat von Gas) beruhen. Zuséatzlich zeigten die Knockoutmause
eine hohere Insulinsensitivitat und eine verbesserte Glukosetoleranz.
Verantwortlich hierfir sind niedrigere Spiegel von IL-6 und TNF-a, die als
proinflammatorische Mediatoren entscheidend an der Entwicklung einer
peripheren Insulinresistenz beteiligt sind (Leiss et al., 2020). Neben den
inhibitorischen G-Proteinen sind auch andere G-Proteine wie Gas und Gaq an der
Signaltransduktion in Adipozyten beteiligt. Gas-Proteine stimuliere die
Adenylylcyclase, wodurch sie den Effekten der Gai-Proteine entgegenwirken.
Gagq-Proteinen wird ein Einfluss auf die Expression mitochondrialer Gene, der
Glukoseaufnahme Uber GLUT4 und der Aktivitat c-Jun-N-terminaler Kinasen
(JNK) zugeschrieben (Barella et al., 2021).

1.4 Genome Editing zur Funktionsanalyse einzelner Gene

Um die Funktionen einzelner Gene, Gensegmente oder Proteine zu verstehen,
hat es sich bewahrt, diese zu inaktivieren oder in ihrer Funktion zu verandern. In
der Forschung nutzt man dazu sogenannte Knockoutmodelle. Dabei handelt es
sich um Organismen, die gentechnisch so verandert wurden, dass es zu einer
Deletion der im Fokus stehenden Genabschnitte kommt (Schenkel, 2006). Im
Laufe der Zeit wurde eine Vielzahl von Techniken entwickelt, die diese Deletion
ermoglichen. Grundsatzlich kann man zwischen der konventionellen und der
konditionalen Knockout-Strategie unterscheiden. Bei konventionellen Knockout-
Modellen werden ein oder mehrere Exons des Zielgens in pluripotenten,
embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) entfernt. Die veranderten ES-Zellen
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werden in die Keimbahn eingebracht, wodurch in den Nachkommen das
entsprechende Gen in allen Zellen deletiert ist (Capecchi, 1989). Ein Nachteil
dieser Methode ist, dass bis zu 15% der Knockout-Mause bereits in der
Embryonal- oder Neonatalperiode versterben. Aulserdem kann es schwierig sein,
direkte zell- oder gewebespezifische Effekte des Knockouts von sekundaren
Effekten, die auf den Knockout in anderen Organen zurlckzufuhren sind, zu
unterscheiden (Davey & MaclLean, 2006; Hall et al, 2009). Diese
Einschrankungen haben dazu geflhrt, dass neuartige Techniken zur
steuerbaren, zell- oder gewebespezifischen Geninaktivierung entwickelt wurden.
Diese Techniken werden heute als konditionale Mutagenese bezeichnet (Bruning
et al., 1999). Ein weit verbreitetes Verfahren ist das sogenannte Cre/loxP-
System.

1.4.1 Konditionale Gendeletion mit Hilfe des Cre-/LoxP-Systems

Bei der Cre-Rekombinase (cyclization recombination) handelt es sich um ein
Enzym des Bakteriophagen P1, das die Spaltung und Neuverknipfung von DNA-
Abschnitten katalysiert. Das 38 kDa grof3e Protein orientiert sich dabei an
speziellen Erkennungssequenzen, die ebenfalls dem Bakteriophagen P1
entstammen und als loxP-Sequenzen (locus of x-over P1) bezeichnet werden.
Die loxP-Sequenzen bestehen aus einem Spacer mit einer Lange von acht
Basenpaaren, welcher von zwei Palindromsequenzen mit einer Lange von 13
Basenpaaren flankiert wird. Der Spacer bestimmt die Orientierung der gesamten
loxP-Sequenz (Lukowski et al., 2005; Kim et al., 2018). Die Cre-vermittelte
Rekombination zwischen zwei loxP-Sequenzen bewirkt letztendlich einen
reziproken Austausch von DNA-Abschnitten. Das Endprodukt ist von der Lage
und Orientierung der beiden loxP-Sequenzen abhangig. Sind beide Sequenzen
in die gleiche Richtung orientiert, kommt es zu einer Exzision des DNA-
Abschnittes, wahrend es bei einer kontraren Orientierung zu einer Inversion
kommt. Liegen beide loxP-Sequenzen auf unterschiedlichen DNA-Strangen,
fuhrt dies zu einer Translokation der flankierten DNA-Sequenzen (Kuhn & Torres,
2002). Um eine zellspezifische Aktivitat der Cre-Rekombinase zu erreichen,
muss der Promotor eines zell-/gewebsspezifischen Proteins vor das Cre-
Transgen gesetzt werden. Da eine Rekombinase-Aktivitat wahrend der
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Embryonalentwicklung haufig zu Entwicklungsstorungen fuhrt, ist es wichtig, die
Aktivierung zeitlich steuern zu kdnnen. Man erreicht dies, indem man die Cre-
Rekombinase mit einem modifizierten humanen Estrogenrezeptor (ER) koppelt,
der keine Affinitat mehr zu endogenem Ostrogen besitzt, jedoch durch den
aktiven Metaboliten von Tamoxifen, 4-Hydroxytamoxifen (OHT), aktiviert werden
kann. Die so modifizierte Cre-Rekombinase nennt man CreERT™ (Schenkel,
2006; Kim et al., 2018).

1.4.2 Adipozyten-spezifische Gnai3-Deletion mit Hilfe des Cre-/LoxP-
Systems

Das Gnai3-Gen ist im Modellorganismus Maus (Mus musculus) auf Chromosom

drei lokalisiert und zahlt insgesamt neun Exons.
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des Adipozyten-spezifischen Gnai3-Knockouts. Nach
Integration (1) und Translation des Fusionsproteins aus Cre-Rekombinase und Estrogen-Rezeptor (2) durch
den Einsatz von Tamoxifen wird eine Dissoziation des HSP90 bewirkt (3). Hierdurch wird die Translokation
der Cre-Rekombinase in den Zellkern ermdglicht (4). Durch eine Interaktion des Fusionsproteins mit den in
das Gnai3-Gen eingebrachten loxP-Sequenzen, kann eine Deletion erreicht werden (5,6). Das Ergebnis
sind deletierte Gnai3-Genabschnitte sowie ausgeschnittene, zirkulare DNA-Abschnitte, die anschlieBend
durch zellulare Mechanismen abgebaut werden. Cre - Cre-Rekombinase; ER - Estrogenrezeptor; HSP90 -
Hitzeschockprotein 90; T - Tamoxifen; loxP - Locus of x-over P1. Abbildung modifiziert nach (Kim et al.,
2018). Abbildung erstellt mit BioRender.com.

Die palindromischen loxP-Sequenzen werden in gleicher Richtung vor Exon 4
und nach Exon 5 in das Gnai3-Gen integriert. Als Zell-spezifischer Promotor dient
das Adipog-Gen auf Chromosom 16, welches fur das Protein Adiponektin, einem
Hormon, das ausschliel3lich von differenzierten Adipozyten exprimiert wird,
kodiert (Lebas et al., 2003; Sassmann et al., 2010). Das Exon 2 im Startcodon
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des Adipog-Gens wird durch ein CreERT2-Transgen ersetzt (1). Dieses
Transgen kodiert fur ein Fusionsprotein aus Cre-Rekombinase (Cre) und einem
mutierten Estrogen-Rezeptor (ER), dessen Aktivitdt von der Anwesenheit von
Tamoxifen (T) abhangig ist. Das Fusionsprotein ist in seinem inaktiven Zustand
im Zytosol lokalisiert und an das Hitzeschockprotein 90 (HSP90) gekoppelt (2).
Die Bindung des synthetischen Steroids 4-OHT an den modifizierten Estrogen-
Rezeptor des Fusionsproteins fuhrt zu einer Dissoziation des HSP90 (3). Dies
erlaubt eine Translokation des Fusionsproteins in den Nukleus und eine
Interaktion mit den loxP-Sequenzen des gefloxten DNA-Abschnittes (4). Die Cre-
Rekombinase ist als Mitglied der Integrase-Familie dazu fahig, die loxP-
Sequenzen zu erkennen, das dazwischenliegende Gnai3-Gen in Form eines
zirkularen Produktes herauszuschneiden (5) und die beiden verbleibenden
Chromosomenenden erneut zu verknupfen. Dabei bleibt eine der beiden loxP-
Sequenzen auf dem Chromosom zurlck. Der ausgeschnittene, zirkulare DNA-
Abschnitt wird von zellularen Enzymen abgebaut (6) (Sassmann et al., 2010; Kim
et al., 2018).
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2 Zielsetzung

Praadipositas und Adipositas werden mit einer Vielzahl von Komorbiditaten wie
dem metabolischen Syndrom, kardiovaskularen Erkrankungen und bestimmten
Typen von Karzinomen assoziiert. Ursachlich fur die exzessive Akkumulation von
Fett ist ein Ungleichgewicht zwischen der Energiezufuhr und dem
Energieverbrauch. An der Aufnahme, Speicherung und Verteilung dieses
Energielberschusses sind eine Vielzahl von Organen beteiligt. Neben der
Resorption von Fetten und Kohlenhydraten im Darm spielen auch die Aufnahme
in die Skelettmuskulatur, die Leber, das Fettgewebe, die Speicherung
uberschussiger Fettsauren im Fettgewebe sowie die neuronale Steuerung eine
wichtige Rolle. Die Regulation dieser Prozesse wird unter anderem uber G-
Protein-gekoppelte  Rezeptoren (GPCRs) und G-Proteine vermittelt.
Hervorzuheben sind insbesondere die inhibitorischen Gai-Proteine. So konnte
bereits gezeigt werden, dass das Adipozyten-spezifische Fehlen der im
Fettgewebe dominant exprimierten Gaiz-Isoform die Entwicklung einer Diat-
induzierten Fettleibigkeit abschwachen kann (Leiss et al., 2020). Entgegen der
friheren Annahme, dass das Fehlen einer Gaoi-Isoform durch die Hochregulation
einer anderen Gaj-Isoform kompensiert werden konne, zeigten Analysen Zell-
spezifischer Gai-Mutanten, dass jede Isoform auch eigene, nicht kompensierbare
Funktionen in der Zelle Ubernimmt. Auf Grundlage dieser Daten soll die
Adipozyten-spezifische Funktion des minoren Gaiz-Proteins, insbesondere
hinsichtlich des Einflusses auf die Gewichtszunahme, den Glukosestoffwechsel
und den Lipidmetabolismus geklart werden. Dazu sollen Adipozyten-spezifische
Gnai3-defiziente Mause sowie Geschwisterkontrollen generiert und entweder
einer 45%-igen Hochfettdiat oder einer Kontrolldiat ausgesetzt werden. Die
Gewichtsentwicklung soll Uber einen Zeitraum von 22 Wochen wochentlich
dokumentiert werden. Um den Einfluss auf die Fettspeicherung aufzuklaren,
sollen die Fettdepots nach Ablauf der 22 Wochen enthommen und gewogen
werden. AnschlieRend sollen die Fettzellgroen histologisch an Paraffinschnitten
bestimmt werden. Unter physiologischen Bedingungen hemmen die
inhibitorischen Gai-Proteine die Adenylylcyclase und tragen zur Senkung der

intrazellularen cAMP-Spiegel bei. Durch das Fehlen des Gais-Proteins konnte
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diese Hemmung entfallen oder abgeschwacht werden und ein Anstieg der
intrazellularen cAMP-Spiegel ist zu erwarten. Das cAMP ist als sekundarer
Botenstoff an der Regulation von Stoffwechselprozessen beteiligt. Dazu zahlt
unter anderem die Lipolyse, also die hydrolytische Spaltung von Triglyceriden in
Glycerin und freie Fettsduren. Unter Zuhilfenahme spezifischer ex vivo cAMP-,
Triglycerid- und Lipolyseassays soll der Einfluss von Gaiz auf diesen
Stoffwechselweg analysiert werden. Adipositas beeinflusst die Insulinsensitivitat
und die Glukosetoleranz negativ. Als Hauptursache wird eine mit Fettleibigkeit
assoziierte Entzindung des Fettgewebes angesehen. Mogliche Veranderungen
in der Glukosehomoostase der Gnai3-defizienten Mause sollen durch in vivo
Glukose- und Insulintoleranztests aufgedeckt werden. Der Einfluss von Gaiz auf
die Entzindungsaktivitat im Fettgewebe soll durch die Messung
proinflammatorischer Mediatoren und des Makrophagenmarkers F4/80 mittels
quantitativer PCR analysiert werden. Diese Zielsetzungen sind in Abbildung 2.1
schematisch dargestellt.
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Zielsetzung des Projektes. In  Gnai3®°-Mausen soll
die Rolle von Gais bei der Regulation des Kérpergewichtes, der Beeinflussung des cAMP-Signalweges, der
Lipolyseaktivitat, der Entstehung von Insulinresistenz und der Rekrutierung von Makrophagen analysiert
werden. a - a-Untereinheit des G-Proteins; p/y - B/y-Untereinheit des G-Proteins; AC - Adenylylcyclase; ATP
- Adenosintriphosphat, cAMP - cyclisches Adenosinmonophosphat, HFD - Hochfettdiat. Abbildung erstellt
mit BioRender.com.
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3 Materialien & Methoden

3.1 Materialien

Alle verwendeten Verbrauchsmaterialien wie Reaktionsgefalle, Pipettenspitzen,
Stripetten, Petrischalen und Spritzen wurden von den Firmen Becton-Dickinson
GmbH (Heidelberg), Biozym Scientific GmbH (Hessisch Oldendorf), Eppendorf
AG (Hamburg), Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen) und Sarstedt AG & Co.
KG (Numbrecht) bezogen. Die verwendeten Chemikalien wurden in grofter
Reinheit von den Firmen Carl Roth GmbH & Co.KG (Karlsruhe), Merck KGaA
(Darmstadt), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen) oder VWR International
GmbH (Darmstadt) erworben.

3.2 Methoden
3.21 Transgene Mauslinie

Die verwendeten Mause waren mindestens acht Generationen auf einen
C57BL/6N Hintergrund ruckgekreuzt. Die AdipoqCreERT2-Linie wurde
freundlicherweise von Prof. Dr. Stefan Offermanns (Max-Planck-Institut fur Herz-
und Lungenforschung, Frankfurt am Main, Deutschland) zur Verfugung gestellt.
Die Tiere waren im spezifiziert pathogenfreien Bereich (SPF) der Medizinischen
Fakultat der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen untergebracht. Die Haltung
erfolgte in individuell ventilierten Kafigen (IVC) bei Temperaturen zwischen 21°C
und 24°C, einer Luftfeuchtigkeit von 45-55% und einem zwodlfstindigen Hell-
Dunkel-Rhythmus. Uber die gesamte Lebenszeit wurde ein freier Zugang zu
Futter und Trinkwasser gewahrleistet. Die Tiere wurden taglich von den
Tierpflegern begutachtet sowie einmal wochentlich gewogen und anhand von
Score-Sheets, die im Rahmen der Tierversuchsgenehmigung erforderlich waren,
bewertet.

Alle tierexperimentellen Arbeiten waren durch das Regierungsprasidium
Tabingen genehmigt (Bewilligungsnummer PH09/18G).
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3.2.2 Generierung von Adipozyten-spezifischen Gnai3-defizienten
Versuchstieren

Fir die Generierung der Adipozyten-spezifischen Gnai3-defizienten
Versuchstiere wurde zunachst das Transgen (Adipog-CreERT2) in die
homozygot gefloxte Gnai3-Linie (Gnai3"™) eingekreuzt. Die daraus
resultierenden mannlichen transgenen Nachkommen (Genotyp: Gnai3*'";
Adipog-CreERT2*%9) wurden anschlieend so lange mit Gnai3"!-Weibchen
verpaart, bis mannliche Gnai3""; Adipog-CreERT2*"9 Nachkommen mit
homozygot gefloxten Gnai3 Weibchen verpaart werden konnten. Gemal den
mendelschen Regeln besitzen 100% der Nachkommen in der F1-Generation
einen Gnai3-gefloxten Genabschnitt. Die heterozygoten Adipoq-Cre-Mause der
Parentalgeneration vererben zusatzlich an 50% ihrer Nachkommen das
Transgen. Fur alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente wurden
ausschlieBlich Tamoxifen-behandelte Mause analysiert (siehe 1.2.2).
Knockoutmause (KO) trugen den Genotyp Gnai3"; Adipog-CreERT2*9. Als
Kontrollen (Kon) wurden mannliche Wurfgeschwister, die kein Transgen trugen
(Genotyp: Gnai3") verwendet.

3.2.3 Tamoxifen-Injektion und Umstellung auf Spezialdiat

tam

I
_ _SD CD oder HFD

Geburt 6 28
Alter in Wochen

Abbildung 3.1: Schematisierter zeitlicher Ablauf von Tamoxifen-Injektion und der Umstellung auf
Kontroll- bzw. Hochfettdiat. Vom Zeitpunkt der Geburt bis zum Absetzen der Jungtiere von der Mutter
erhielten die Versuchstiere entweder Muttermilch oder eine Standarddiat (SD). Zwischen der vierten und
funften Lebenswoche wurden die Tamoxifen-Applikationen durchgefiihrt. Die Mause erhielten an finf
aufeinander folgenden Tagen 1 mg Tamoxifen. In einem Alter von 6 Wochen erfolgte die Umstellung auf die
jeweilige Spezialdiat fiir 22 Wochen. tam - Tamoxifen; SD - Standarddiat; CD - Kontrolldiat; HFD -
Hochfettdiat. Abbildung erstellt mit BioRender.com.

Zur Induktion des Knockouts wurde den Mausen in einem Alter von vier bis funf
Wochen an funf aufeinander folgenden Tagen intraperitoneal (i.p.) Tamoxifen
injiziert. Dabei wurde taglich eine Dosis von 1 mg in 100 pl Miglyol verabreicht.
Das Tamoxifen (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) wurde abgewogen und in der



Materialien und Methoden 26

entsprechenden Menge in Miglyol® 812 (Caesar & Loretz GmbH, Hilden,
Deutschland) lichtgeschutzt gelost. Das Gemisch wurde aliquotiert und
lichtgeschutzt bei -20°C gelagert. Die Tamoxifeninjektionen wurden von Dr.
Veronika Leiss durchgefuhrt. Vor der Umstellung auf die jeweilige Spezialdiat,
erhielten alle Mause Muttermilch oder eine kommerzielle Standarddiat (SD). In
einem Alter von sechs Wochen erfolgte die Umstellung auf Kontroll- (CD) bzw.
Hochfettdiat (HFD) (Research Diets, New Brunswick, New Jersey, USA). Die
Gewichtsentwicklung wurde nach Umstellung der Diaten wochentlich Uber einen
Zeitraum von 22 Wochen dokumentiert.

Tabelle 2: Zusammensetzung der unterschiedlichen Didten. Das HFD-Futter weist einen deutlich
hoheren Fettanteil auf als das CD-Futter.

Kontrolldiat Hochfettdiat
Protein 19% 24%
Kohlenhydrate 67% 41%
Fett 4% 24%

3.24 Entnahme von Gewebe

Die Mause wurden in ein Becherglas Uberfuhrt, das eine supratherapeutische
Dosis des volatilen Anasthetikums Isofluran (cp-pharma, Burgdorf, Deutschland)
enthielt. Die Inhalation wurde bis zur Regungslosigkeit und Apnoe durchgefuhrt.
Anschlielend erfolgte eine zervikale Dislokation. Die GliedmaRen der Maus
wurden fixiert, die Bauchdecke mit 70%-igem Ethanol desinfiziert und durch
einen longitudinalen Schnitt mit einer chirurgischen Schere erdffnet. Das
subkutan lokalisierte inguinale weille Fettgewebe (iIWAT) wurde vorsichtig
freiprapariert und entnommen. Fur die Entnahme des gonadalen weilen
Fettgewebes (QWAT) wurde das Peritoneum er6ffnet und das Fettgewebe ohne
Mitnahme von Hoden, Nebenhoden oder Samenleiter enthommen. Zur
Entnahme des im weiRen Nackenfett eingebetteten braunen Fettgewebes (BAT)
wurde die Maus auf den Bauch gedreht, der Rucken desinfiziert, die Nackenhaut
entfernt und das gesamte im Nacken befindliche Fettgewebe entnommen.
AnschlieBend wurde das braune Fettgewebe aus dem weillen Fettgewebe

isoliert. Das entnommene Gewebe wurde gewogen und je nach
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Verwendungszweck in flussigen Stickstoff oder in das jeweilige Medium
dberfihrt.

3.25 Genotypisierung und Rekombinationsanalysen

Um eine erfolgreiche Rekombination nach Tamoxifen-Gabe zu uberprufen,
wurden  Rekombinationsanalysen  auf  genomischer  Ebene  mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefuhrt und die Proteinniveaus mittels

Immunoblots analysiert.

3.2.51 Gewebebiopsie

PCR-Lysepuffer 5% Proteinase K (1 mg/ml) in Direct PCR®-Tail (PEQLAB
Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland)

Die Jungtiere wurden durch eine individuelle Ohrmarkierung gekennzeichnet. Die
dabei gewonnene Ohrbiopsie wurde standardmafig zur Genotypisierung
verwendet. Durch eine zwolfstundige Inkubation des Gewebes in 1 ml Lysepuffer
bei 55°C wurde die darin enthaltene genomische Desoxyribonukleinsaure (DNA)
freigesetzt. Durch anschlieRendes Erhitzen des Lysates auf 85°C fur 55 Minuten
(min) kam es zur Inaktivierung der Proteinase K, die als Serinprotease fur den
Abbau zellularer Proteine verantwortlich ist. Nicht geloste Gewebebestandteile
und Haare wurden durch Zentrifugation (13 000 rpm, 5 min, RT) vom Lysat

getrennt, der Uberstand abgenommen und bis zur Analyse bei -20°C gelagert.
3.25.2 Genotypisierung mittels Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine molekularbiologische Technik, die
eine in vitro Amplifikation von Nukleinsauren aus unterschiedlichen
Ausgangsmaterialien ermdglicht. Zu den bendtigten Materialien zahlen die zu
replizierende DNA (template DNA), spezifische Oligonukleotidprimer, freie
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) und eine DNA-Polymerase. Der
Einsatz einer thermostabilen DNA-Polymerase bietet den Vorteil, dass alle
bendtigten Komponenten in einem Reaktionsgefal® zusammengefuhrt werden
konnen und die Amplifikation vollautomatisch durch einen Thermocycler
vollzogen werden kann. Grundsatzlich kann die PCR in drei, jeweils von der
Temperatur abhangige Arbeitsschritte eingeteilt werden: Denaturierung,
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Annealing und Elongation. Im ersten Schritt wird die doppelstrangige DNA
(dsDNA) auf 95°C erhitzt. Dies fuhrt zu einer Denaturierung, also einer Auflosung
der Wasserstoffbruckenbindungen zwischen den unterschiedlichen Basen der
DNA. Daraus resultieren zwei DNA-Einzelstrange (single strand-DNA, ssDNA).
Ein AbklUhlen des Ansatzes auf 40-60°C (abhangig vom mittleren Schmelzwert
Tmder Primer) ermdglicht das Binden von spezifischen Oligonukleotidprimern an
die 5- und 3-Enden des zu amplifizierenden Bereiches (Annealing). Im letzten
Schritt findet die Elongation, also eine Verlangerung der Oligonukleotidprimer
durch eine thermostabile DNA-Polymerase in Anwesenheit freier dNTPs statt.
Diese Arbeitsschritte werden in der Regel 25- bis 35-mal (Zykluszahl)
durchlaufen, bevor ein abschlielfender Elongationsschritt eingeleitet wird. Die
PCR-Produkte wurden mit Hilfe des QlAxcel Systems (Qiagen GmbH, Venlo,
Niederlande), einem automatisierten, multikapillaren Gelelektrophoresesystem,
analysiert.

3.2.5.3 Nachweis des Gnai3-Genabschnittes

Zum Nachweis der gefloxten DNA-Abschnitte wurde das Lysat aus den
Ohrbiopsien verwendet. Um die Adipozyten-spezifische Deletion zu Uberprufen,
wurden unterschiedliche Organe der Versuchstiere entnommen und analysiert.

Fur beide Nachweise wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

Substanz Volumen Endkonzentration
Master Mix 12,5 pl

Primer EX7-R (10 M) 0,5 ul 0,5 uM
Primer Int-F (10 uM) 0,5 ul 0,5 uM
RNAse-freies Wasser 10,5 pl

DNA-Lysat 1,0 pl

SUMME 25 ul

Der verwendete Mastermix (TopTag Master Mix Kit, Qiagen GmbH, Venlo,
Niederlande) enthielt  eine thermostabile DNA-Polymerase und
Desoxynukleosidtriphosphate. Hierzu wurden Primer (Biomers.net GmbH, Ulm,
Deutschland) mit folgenden Sequenzen sowie RNAse-freies Wasser (Qiagen

GmbH, Venlo, Niederlande) gegeben:
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Primer EX7-R 5'ATG CTG TCA AAC AAT TTC ATG 3°
Primer Int-F 5TAGCAGTTGTCATGG CTACC 3

Zu 24 pl des Reaktionsgemisches wurde jeweils 1 ul des DNA-Lysates gegeben.
Um vorhandene Luftblasen zu entfernen, wurde der Reaktionsansatz fur wenige
Sekunden zentrifugiert und anschlieend folgende Zyklen in einem Thermocycler
(C1000 Touch Thermal Cycler, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien,
USA) durchlaufen:

Vorgang Temperatur Dauer Wiederholungen
Initiale Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 30 sek
Annealing 60°C 30 sek 34x
Elongation 72°C 1 min
Finale Extension 72°C 10 min
Ende 8°C (0]
Die Reaktionsansatze lagerten im Kudhlschrank bei

4°C bis die PCR-Produkte mit Hilfe des QlAxcel Systems (Qiagen GmbH, Venlo,
Niederlande) analysiert wurden.

3.2.5.4 Nachweis des Transgens in Adipoq-Cre-Mausen

Zum Nachweis des Transgens in den Adipoqg-Cre-Tieren wurde folgender

Reaktionsansatz verwendet:

Substanz Volumen Endkonzentration
Multiplex Kit 12,5 pl

Primer Adipog-for (10 uM) 0,75 pl 0,75 uM
Primer Adipog-rev (10 uM) 0,75 pl 0,75 uM
Primer IPC-for (10 uM) 0,25 pl

Primer IPC-rev (10 uM) 0,25 pl

RNAse-freies Wasser 9,5 ul

DNA-Lysat 1,0 pl

SUMME 25 ul

Folgendes Programm wurde in einem Thermocycler (C1000 Touch Thermal
Cycler, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien, USA) durchlaufen:
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Vorgang Temperatur Dauer Wiederholungen
Initiale Denaturierung 95°C 15 min

Denaturierung 94°C 30 sek

Annealing 60°C 1:30 min 30
Elongation 72°C 1:30 min

Finale Extension 72°C 10 min

Ende 8°C foo)

Die PCR-Produkte wurden wiederum mit Hilfe des QlAxcel Systems (Qiagen

GmbH, Venlo, Niederlande) analysiert.
3.2.6 Immunoblot

3.2.6.1 Proteinextraktion

TN-Puffer 20 mM Tris/HCI pH 7,5

100 mM NaCl

2,5 mM EDTA

0,2 mM PMSF

Roche cOmplete™ Mini Protease Inhibitor Cocktail
ddH.O

Das gefrorene Gewebe wurde mit Hilfe eines Dispergiergerates (ULTRA-
TURRAX®, IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen im Breisgau, Deutschland) in
500 pl TN-Puffer homogenisiert, das Lysat anschlie3end 1 min bei 1000 rpm und
4°C zentrifugiert und der Uberstand abgenommen und bei -20°C gelagert.

3.2.6.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Um den Proteingehalt in den Zelllysaten zu quantifizieren, wurden
Proteinbestimmungen nach Bradford durchgefihrt. Dieser Test beruht auf der
Verschiebung des Absorptionsspektrums des Triphenylmethanfarbstoffes
Coomassie-Brillant-Blau G-250 (CBBG) bei Interaktion mit den basischen und
aromatischen Aminosaureresten von Proteinen. Die Verschiebung des
Absorptionsspektrums lasst sich photometrisch bestimmen. Dabei korreliert die
Intensitat der Blaufarbung mit der Proteinkonzentration. Um die Korrelation
zwischen Farbung und Proteinkonzentration berechnen zu kdnnen, wurde bei

jeder Proteinbestimmung eine BSA-Standardreihe mit gemessen. Damit die
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Proteinkonzentrationen der Proben innerhalb der Standardreihe liegen, haben
sich fur weilRes Fettgewebe Verdunnungen im Verhaltnis von 1:25 und 1:50 und
fur braunes Fettgewebe 1:50 und 1:100 bewahrt. Es wurden jeweils 25 pl der
Probenverdinnungen mit 225 pl Bradford-Reagenz (Bio-Rad Laboratories
GmbH) gemischt und 30 min lichtgeschutzt bei RT inkubiert. Die Extinktion wurde
bei 600 nm mit Hilfe des GloMax Explorer (Promega GmbH, Walldorf,
Deutschland) gemessen. Die Berechnung der Proteinkonzentrationen erfolgte
mit Microsoft Excel.

3.2.6.3 Proteinfallung

SDS-Lysepuffer 21 mM Tris/HCI pH 8,3
0,67% SDS

283 mM 2-Mercaptoethanol
0,2 mM PMSF

1.5 x Laemmli SDS-Lysepuffer 937,5 ul

4X ROTI® Load (Carl Roth GmbH & Co. | 562,5 p
KG, Karlsruhe, Deutschland)

Um die wassrigen Proteinlésungen von storenden Triglyceriden und Fettsauren
zu trennen und sie zu konzentrieren, wurden die Proteine vor der
Gelelektrophorese gefallt. Hierzu wurde eine denaturierende Fallung mit
Chloroform und Methanol durchgefuhrt. Um Proteindegradierung zu vermeiden,
wurden alle Schritte bei 4°C durchgefuhrt. Es wurden 100 ul des Proteinlysates
mit 100 pl Chloroform, 300 uyl Methanol und 300 pl bidestilliertem Wasser
vermischt. Der Reaktionsansatz wurde gevortext und 10 min bei 10000 rpm
zentrifugiert. Hierbei bildeten sich drei Phasen: eine wassrige Oberphase, eine
Interphase, in der sich die ausgefallten Proteine befanden und eine Unterphase
bestehend aus Methanol und Chloroform. Die Oberphase wurde vorsichtig
abgenommen und verworfen. Es wurden erneut 300 pyl Methanol hinzugegeben
und der Reaktionsansatz wurde 10min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet bei Raumtemperatur (RT) und geéffneten
Reaktionsgefall unter dem Abzug getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in
1.5 x Laemmli resuspendiert, sodass eine Endkonzentration von 1,0 pg/ul
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erreicht wurde. Die Proben wurden bis zum Einsatz im Immunoblot bei -20°C

gelagert.

3.2.6.4 Gelelektrophorese

Sammelgel 124 mM Tris/HCI pH 6,8
2% SDS

10% Acrylamid (30%)
0,007% APS (12,5%)
0,001% TEMED

Trenngel 375 mM Tris/HCI pH 8,8
6 M Harnstoff

3,5 mM SDS

9% Acrylamid (40%)
0,025% APS (12,5 %)
0,025% TEMED

Zur Quantifizierung der einzelnen Gai-Isoformen wurden die Proteine
entsprechend ihrer relativen Molekulmasse aufgetrennt. Hierfur wurde die Poly-
Acrylamid-Gel-Elektrophorese verwendet. Das verwendete SDS denaturiert die
Proteine und verleiht ihnen eine einheitliche negative Ladung, sodass sie
ausschlieBlich entsprechend ihrer Molekulmasse aufgetrennt werden konnten.
Das groRRporige Sammelgel diente zur Konzentrierung der Proteine. Fur die
Auftrennung der einzelnen Proteine wurden 6 M Harnstoffgele verwendet. Durch
den Harnstoff wurden die Proteine durch die Spaltung von Wasserstoffbriucken
zusatzlich denaturiert, wodurch eine Aggregation der einzelnen Gai-Isoformen
verhindert werden konnte. Nachdem die einzelnen Geltaschen mit jeweils 20 pg
Proteinlysat beladen wurden, erfolgte die Proteinauftrennung bei einer
kontinuierlichen Spannung von 100 V fur 3 h.

3.2.6.5 Western Blot

Transferpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
20% Methanol
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Ponceau S-Losung 0,1% Ponceau S

5% Essigsaure

TBS-T 50 mM Tris/HCI pH 7,5
150 mM NaCl
0,1% Tween-20

Zur Detektion der im Harnstoffgel aufgetrennten Gai-Proteine wurden diese auf
eine Tragermembran transferiert. Hierzu wurde ein Tank-Blot-System (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, Kalifornien, USA) verwendet. Die bendtigten
Komponenten wurden wie folgt zusammengesetzt: Schwamm, drei Filterpapiere,
Harnstoffgel, PVDF-Membran, vier Filterpapiere, Schwamm. Die verwendeten
PVDF-Membranen wurden zuvor 5 min in Methanol inkubiert, um die
Hydrophobie der Membran herabzusetzen und so fur den Transferpuffer
zuganglich zu machen. Alle anderen Bestandteile wurden zuvor in Transferpuffer
getrankt. Die genannten Materialien wurden in das beiliegende Gitter
eingespannt, in die mit Transferpuffer gefullte Kammer tberfuhrt und die Proteine
bei einer kontinuierlichen Spannung von 250 mA fir 70 min auf die Membran
transferiert. Der erfolgreiche Nachweis des Transfers erfolgte durch das
reversible Anfarben der Proteinbanden mit Ponceau S. Durch einen einfachen
Waschschritt in TBS-T fur 5 min konnte die Bindung des Ponceau S an die

Proteinbanden aufgehoben werden.

3.2.6.6 Immundetektion

Blockpuffer 5% (m/v) Milchpulver in TBS-T

Antikorperlosung 5% (m/v) BSA in TBS-T

Um unspezifische Bindungen der Antikdrper an andere Bindungsstellen zu
vermeiden, inkubierte die Membran eine Stunde (h) bei RT in der Blocklosung.
Durch dreimaliges Waschen in TBS-T fur jeweils 10 min wurde Uberschussiger
Puffer von der Membran entfernt. Es folgte die Inkubation mit den spezifischen
Primarantikorpern bei 4°C Uber Nacht auf dem Rollenmischer. Am
darauffolgenden Morgen wurde die Membran dreimal fur jeweils 10 min in

1,5%- iger Milchpulverlosung gewaschen und fur 1h bei RT mit einem
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Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundarantikérper inkubiert. Durch die
nachfolgenden drei Waschschritte in TBS-T fur jeweils 10 min wurde schwach
gebundener Antikorper entfernt. Die an den sekundaren Antikdrper gekoppelte
Peroxidase erzeugt durch Oxidation von Luminol ein Lichtsignal
(Chemolumineszenz). Hierfur wurden 500 pl eines 1:1 Gemisches der Losungen
A und B des ECL Western Blotting Detection Systems (GE Healthcare GmbH,
Solingen, Deutschland) gleichmaRig auf der Membran verteilt und far 1 min
lichtgeschutzt inkubiert. Mit Hilfe einer CCD-Kamera am Versa-Doc Luminescent
Image Analyzer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA) erfolgte die
Detektion der Chemolumineszenz. Die semiquantitative Auswertung erfolgte mit
der Software Image Lab (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien, USA). Um
Ladungsunterschiede zu relativieren, wurde die Gai-Expression auf die B-Aktin-

Expression derselben Probe normalisiert.
3.2.7 Histologie

3.2.71 Gewebefixierung und Anfertigung von Gewebeschnitten

PBS pH 7,4 135 mM NaCl

3 mM KCI

8 mM NazHPO4

2 mM KH2P04
4% Paraformaldehyd 4% (m/v) Paraformaldehyd/PBS
PBS-Saccharose 1,5% (m/v) Saccharose/PBS
Saccharose-Gelatine 1,5% Saccharose/0,75% Gelatine in PBS

Um Ultradunnschnitte der Fettgewebe anfertigen zu konnen, wurde das Gewebe
direkt nach der Praparation in 14 ml einer 4%-igen Paraformaldhydldsung
uberfuhrt und Uber Nacht auf dem Rollenmischer inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen fur jeweils 90 min in PBS wurde das Gewebe in einer aufsteigenden
Ethanolreihe (50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%) dehydriert. Das Ethanol wurde
durch Inkubation in einem Ethanol-Toluol-Gemisch (1:1) fir 30 min und einer
dreimaligen Inkubation in 100% Toluol fur 20 min verdrangt, wodurch sich die
Durchdringungsfahigkeit fur das Paraffin erhoht. Das fixierte Gewebe wurde in
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Einbettkassetten Uberfuhrt und Uber zwei Tage in geschmolzenem Paraffin
inkubiert. In dieser Zeit wurde das Paraffin dreimal gewechselt, um moglichst
wenig Toluolrickstande in den Proben zu haben. AbschlieBend wurde das
Gewebe in frischem Paraffin eingebettet, auf Eis ausgehartet und bei RT
gelagert. Die Anfertigung von Gewebeschnitten erfolgte an einem gekuhlten
Rotationsmikrotoms. Die Schnittdicke wurde auf 5 ym festgelegt.

Fur die Fixierung von Gewebe, das fur Gefrierschnitte bestimmt war, wurde Zinc-
Formalin  (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) verwendet. Die
Inkubationszeit richtete sich nach der GroRe des entnhommenen Gewebes.
Gewebeproben <1 g wurden Uber Nacht bei 4°C auf dem Rollenmischer
inkubiert, wahrend groRere Gewebeproben fur 36-48 h inkubiert wurden. Nach
drei 90-minutigen Waschschritten in PBS wurden die Proben anschlieend in
PBS-Saccharose uberfuhrt, Uber Nacht bei 4°C inkubiert und am nachsten Tag
in Saccharose-Gelatine eingebettet. Das eingebettete Gewebe wurde fur
mindestens 24 h bei -80°C gelagert. Mit Hilfe eines Kryotoms wurden 10 ym dicke
Serienschnitte auf Superfrost-Plus-Objekttragern angefertigt. Die Objekttrager
wurden 3 h bei RT getrocknet und abschlie3end bei -80°C gelagert.

3.2.7.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung dient in der Histologie der Differenzierung von
verschiedenen Gewebestrukturen. Im Fettgewebe ermoglicht sie die
Quantifizierung und morphologische Untersuchung der Adipozyten. Damit die
Gewebeschnitte angefarbt werden konnen, wurden sie zunachst zweimal fur
10 min in 100% Toluol entparaffinisiert, in einer absteigenden Ethanolreihe (2 x
100%, 90%, 70 %, 50%) fur jeweils 5 min rehydriert und 5 min in Leitungswasser
inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Farbung der Zellkerne mit dem Naturfarbstoff
Hamatoxylin fur 10 Sekunden. Um die typische blaue Kernfarbe zu erhalten und
die Haltbarkeit der Farbung zu erhdhen, wurden die Paraffinschnitte intensiv mit
Leitungswasser gespult (3 x 2 min) und 1 min in 0,1% Ammoniumhydroxid
inkubiert. Nach einer funfminitigen Inkubation in lauwarmem Leitungswasser,
erfolgte die Gegenfarbung der Ubrigen Strukturen mit Eosin G fur 4 min.
Uberschiissiges Eosin wurde durch funf kurze Waschschritte in Leitungswasser
entfernt. AbschlieRend wurden die Schnitte in einer aufsteigender Ethanol-
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/Toluol-Reihe (1 min in 80% Ethanol, 2 x 5 min in 100% Ethanol, 2 x 5 min in
100% Toluol) dehydriert und mit einem Einschlussmittel (ROTI®Histokitt, Carl
Roth  GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) eingedeckt. Fur die
Quantifizierung der Adipozytengrof3e wurden Bilder in 20-facher Vergrolderung
mit Hilfe der Software PanoramicView aufgenommen. Die Zahlung und
Flachenmessung der Adipozyten erfolgte mit der Software ImageJ.

3.2.7.3  Ol-Rot-Firbung

Die Quantifizierung sowie die morphologischen Analysen der Adipozyten in der
Leber wurden mit Hilfe der OI-Rot-O-Farbung an Gefrierschnitten durchgefiinrt.
Fir die Ol-Rot-O-Farbeldsung wurden zundchst 500 mg Ol-Rot-O (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in 100 ml Isopropanol gelost. Die Losung
wurde gefiltert und in einem Verhaltnis von 3:2 mit bidestilliertem Wasser
verdunnt. Die Gefrierschnitte wurden 5 min bei RT gelagert, in Leitungswasser
(1 x 5 min) gewaschen und 15 min in der OIl-Rot-O-Farbelésung inkubiert.
Uberschiissiges Farbemittel wurde anschlieRend durch Waschen mit
Leitungswasser (3 x 5 min) und 50% Isopropanol entfernt. AbschlieRend wurden
die gefarbten Gefrierschnitte mit Aquatex (Merck AG, Darmstadt, Deutschland)
abgedeckt.

3.2.8 Glukosetoleranztest

Um den Einfluss des Fehlens von Gais in den Adipoyten auf den in vivo
Glukosestoffwechsel der Mause zu  analysieren,  wurden i.p.
Glukosetoleranztests im Alter von 8 und 26 Wochen durchgeflnhrt.

Nach einer 12-stundigen Fastenperiode, um fur alle Tiere die gleiche
Ausgangssituation zu schaffen, wurden die basalen Blutzuckerwerte mit einem
Blutglukosemessgerat (Contour XT, Bayer Healthcare, Leverkusen) bestimmt.
AnschlieRend wurden 2 mg pro Gramm Korpergewicht Glukose (Glucosteril 20%,
Fresenius Kabi, Bad Homburg vor der Hohe) i.p. appliziert. Der Blutzucker wurde
nach 15, 30, 60 und 120 min gemessen. Fur die nachtragliche Analyse der
Plasmainsulinspiegel wurde zu jedem Messzeitpunkt Blut in heparinisierten
Microvetten (Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland) gesammelt.
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Abbildung 3.2: Schematischer Ablauf des i.p. Glukosetoleranztestes. Die Tiere wurden iber Nacht
nlchtern gesetzt. Nach Messung des basalen Blutzuckerwertes, wurde ihnen 2 mg pro g Kérpergewicht
Glukose i.p. appliziert. AnschlieRend wurden die Blutglukosewerte nach 15, 30, 60 und 120 min gemessen.
h - Stunde; i.p. - intraperitoneal; GTT - Glukosetoleranztest; mg - Milligramm; g - Gramm. Abbildung erstellt
mit BioRender.com.

Die Proben wurde nach der Abnahme mit 300 nM Aprotinin versetzt und auf Eis
gelagert. Das Aprotinin dient als Proteaseinhibitor zum Schutz vor dem Abbau
des |Insulins durch =zellulare Enzyme. Nach der Durchfuhrung des
Glukosetoleranztestes wurden die Blutproben 10 min bei 4°C und 2000 rpm
zentrifugiert. Das Plasma wurde in neue Reaktionsgefalle Uberfuhrt und bei
- 20°C gelagert. Die Durchfuhrung des Glukosetoleranztestes geschah unter
standiger Mitarbeit von Dr. Veronika Leiss.

3.2.9 Insulin-ELISA

Die korrespondierenden Plasmainsulinspiegel wurden mit Hilfe eines
ultrasensitiven Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA) der Firma
Mercodia AB (Uppsala, Schweden) bestimmt. Die Funktionsweise beruht auf der
Bindung von zwei monoklonalen Antikorpern an unterschiedliche Epitope des
Insulinmolekuls. Dabei ist der erste Antikorper (engl. coat antibody) fest an den
Boden der mitgelieferten Mikrotiterplatte gebunden. Der zweite Antikorper ist mit
einer Peroxidase, also einem Enzym, das die Reduktion von Peroxiden
katalysiert, gekoppelt. Die Inkubation ermdglicht die Bindung des in der
Plasmaprobe befindlichen Insulins an die beiden Antikorper. Durch
anschlieBende Waschschritte werden ungebundene, enzymatisch aktive
Antikorper entfernt. Durch Zugabe von 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB) wird
dieses durch die Peroxidase reduziert, wodurch ein blaues Abbauprodukt
entsteht. Die Zugabe von Schwefelsaure stoppt die Reaktion und sorgt fur einen
Farbumschlag nach gelb, der spektrophotometrisch (A = 450 nm) mit einem
Mikrotiterplattenlesegerat (Promega GmbH, Walldorf, Deutschland) gemessen
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werden kann. Die Durchfuhrung erfolgte gemaf Protokoll des Herstellers. Anstatt
der im Protokoll empfohlenen 25 ul Plasma wurden 10 ul verwendet. Die Analyse

der Messwerte erfolgte mit Microsoft Excel.
3.210 Insulintoleranztest

Zur Analyse der peripheren Insulinsensitivitat wurden i.p. Insulintoleranztests an
26-28 Wochen alten Mausen durchgefuhrt.

1 mU/g
Insulin
: B

Fasten iLp. ITT
| //
4
0h 4h 2h

Abbildung 3.3: Schematischer Ablauf des i.p. Insulintoleranztestes. Nach einer vierstiindigen
Fastenperiode wurde der basale Blutzuckerwert gemessen, den Mausen wurden 1 mU pro g Kérpergewicht
Insulin verabreicht und es wurden die Blutzuckerspiegel nach 15, 30, 60 und 120 min gemessen. h - Stunde;
i.p. - intraperitoneal; ITT - Insulintoleranztest; mU - Milliunits; g - Gramm. Abbildung erstellt mit
BioRender.com.

Nach einer vierstindigen Fastenperiode wurde der basale Blutglukosewert mit
einem Blutglukosemessgerates (Contour XT, Bayer Healthcare, Leverkusen,
Deutschland) gemessen. AnschlieRend wurde den Mausen i.p. 1 mU pro g
Korpergewicht Insulin (Actrapid®, Novo Nordisk A/S, Danemark) injiziert. Die
Blutzuckermessungen erfolgten 15, 30, 60 und 120 min nach der Injektion. Die
Injektion des Insulins wurde von Dr. Veronika Leiss durchgefuhrt.

3.211 Genexpression ausgewahlter Adipozytokine

Eine mit Fettleibigkeit assoziierte Entzindung des Fettgewebes wird mittlerweile
als ein Hauptgrund fir eine reduzierte Insulinsensitivitat im Rahmen eines
Diabetes mellitus Typ 2 angesehen. Da das Ausmald der inflammatorischen
Aktivitat entscheidend durch Gai-Proteine Dbeeinflusst wird, wurde die
Genexpression beteiligter pro-inflammatorischer Mediatoren im weil3en

Fettgewebe mittels quantitativer PCR (qPCR) analysiert.
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3.211.1 RNA-Extraktion aus dem Fettgewebe

Als Grundlage diente das single-step-Protokoll von Piotr Chomczynski und
Nicoletta Sacchi, die ein Guanidiumthiocyanat-Phenol-Chloroform-Gemisch
verwendeten, um RNA aus Gewebe zu isolieren. |hr Protokoll ermdglicht eine
simultane RNA-Isolation mehrerer Proben innerhalb von vier h (Chomczynski &
Sacchi, 1987). Das schockgefrorene Fettgewebe wurde in ein
Guanidiumthicyanat-Phenol-Gemisch (TRI Reagent®, Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland) tberfuhrt (1 ml auf 100 mg Gewebe) und mit Hilfe
eines Dispergiergerates (ULTRA-TURRAX®, IKA-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen im Breisgau, Deutschland) homogenisiert. Guanidiumthiocyanat wirkt
stark denaturierend, wodurch RNAsen und andere Enzyme abgebaut werden.
Das enthaltene Phenol fuhrt zu einer Trennung der DNA und RNA von sonstigen
Zellbestandteilen. Durch Zentrifugation (10 min bei 12000 rpm und 4°C) wurde
ein Zwei-Phasen-Gemisch erzeugt. Die obere wassrige Phase, welche unter
anderem die RNA enthielt, wurde in ein neues Reaktionsgefald uberfuhrt. Die
untere Phase mit den restlichen Zellbestandteilen wurde verworfen. Ein kurzes
Erwarmen der Proben auf RT fuhrte zu einer Dissoziation der
Nukleoproteinkomplexe. Nachdem den Proben 200 ul Chloroform hinzugefugt
worden war, wurden diese gevortext und 15 min bei RT inkubiert. Eine
anschliellende Zentrifugation (15 min bei 12000 rpm und 4°C) sorgte fur die
Auftrennung in drei Phasen: eine rotliche Unterphase und eine Interphase, in
denen DNA und zellulare Proteine lokalisiert waren, sowie eine wassrige
Oberphase, in der sich die RNA befand. Die Oberphasen wurden abgenommen,
in neue Reaktionsgefalle uberfuhrt und mit 500 ul Isopropanol vermischt. Das
Isopropanol fuhrte zu einer Prazipitation der RNA. Eine zehnminutige Inkubation
bei RT und ein weiterer Zentrifugationsschritt (10 min bei 12000 rpm und 4°C)
sorgten dafur, dass sich die prazipitierte RNA als Pellet am Rand der
Reaktionsgefalle ablagerte. Es folgte ein zweimaliges Waschen mit 75%-igem
Ethanol, um Chloroformrickstande zu vermeiden und einer Zentrifugation fur
4 min bei 7500 rpm und 4°C. Die Pellets wurden fur 10 min unter dem Abzug
getrocknet bevor sie abschlieend in 30-50 pl Nuklease-freiem Wasser
(abhangig von der GroRe der Pellets) resuspendiert wurden. Durch eine
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Inkubation fur 10 min bei 55°C wurde ein vollstandiges Losen der Pellets in
Nuklease-freiem Wasser erreicht.

3.2.11.2 Qualifizierung der extrahierten RNA

Die quantitativen und qualitativen Analysen der RNA-Proben wurden mit Hilfe
eines UV-Spektrophotometers (NanoDrop®, Implen GmbH, Minchen,
Deutschland) durchgefuhrt. Es beruht auf der Messung unterschiedlicher
Absorptionsmaxima der verschiedenen Probenbestandteile. Das
Absorptionsmaximum der zuvor isolierten RNA lag bei einer Wellenlange von A =
260 nm (A2s0) auf. Proteine und weitere Stérsubstanzen zeigen ihre Maxima bei
A = 280 nm (Azs) bzw. A = 230 nm (Az230). Aus dem Absorptionsverhaltnis
Aos0/A2go lasst sich somit ein Wert flr die Reinheit der Proben errechnen. Bei
Werten von 1,8-2,1 kann von einer guten Reinheit ausgegangen werden, was die
Verwendung der Proben fur weiterfuhrende Analysen erlaubt. Da keine
signifikante Korrelation zwischen dem Absorptionsverhaltnis von Azso/A230 und
der Effizienz der qPCR festgestellt werden konnte und es keine generell
akzeptierte Grenze gibt, wurde dieser Wert aul3er Acht gelassen (Kuang et al.,
2018).

3.2.11.3 Transkription in cDNA

Da es sich bei RNA um sehr empfindliche Zellkomponenten handelt, erfolgte
zunachst die Transkription in die stabilere komplementare DNA (engl.
complementary DNA, cDNA). Hierfur wurde das High capacity cDNA Reverse
Transcription Kit der Firma Applied Biosystems (Waltham, Massachusetts, USA)
verwendet. Nach dem Auftauen der Proben auf Eis wurde ein Master Mix nach
Herstellerangaben angesetzt:

Reagenz Volumen [pl]
10x RT Buffer 2,0
25x RT dNTP Mix (100 mM) 0,8
10x RT Random Primer 2,0
MultiScribe Reverse Transcriptase 1,0
RNase Inhibitor 1,0
Nuklease-freies Wasser 3,2
Volumen gesamt 10




Materialien und Methoden 41

Bei der reversen Transkriptase handelt es sich um ein Enzym, das die
Transkription von RNA in DNA katalysiert. Die enthaltenen RNase-Inhibitoren
verhindern den Abbau der RNA durch physiologisch vorkommende
Ribonukleasen (RNasen). Der Mastermix wurde in ein PCR-Gefal} uberfuhrt, auf
Eis gelagert und mit 10 pl der RNA-Probe (c = 200 ng/pl) vermischt. Dabei
entstandene Luftblasen wurden durch einen kurzen Zentrifugationsschritt
eliminiert. Anschlief3end wurden folgende Zyklen in einem Thermocycler (C1000
Touch Thermal Cycler, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien, USA)
durchlaufen:

Vorgang Temperatur [°C] Dauer [min]
Annealing 25 10
Reverse Transkription 37 120
Finale Extension 85 5
Ende 4 fo')

Der erste Inkubationsschritt dient der Anlagerung der im Mastermix enthaltenen
Zufallsprimer an die RNA-Templates. Eine anschlieRende Erhohung der
Temperatur auf 37°C fuhrt zu einer Aktivierung der Reversen Transkriptasen und
zum Start der cONA-Synthese. Eine weitere Erhdhung der Temperatur auf 85°C
fuhrt zu einer Inaktivierung der Reversen Transkriptasen und somit zu einem
Abschluss der cDNA-Synthese. Die Proben wurden auf 4°C heruntergekuinhlt und
in einem Verhaltnis von 1:10 mit ddH20 verdunnt. Die Lagerung der verdinnten
Proben erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei -80°C.

3.2.11.4 Quantifizierung der cDNA mittels qPCR

Eine Quantifizierung der Genexpression ausgewahlter Entzindungsparameter
im Fettgewebe erfolgte mit Hilfe der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion
(qPCR). Das Prinzip dieser Methode wurde bereits in Kapitel 3.2.5.2 erlautert.
Zusatzlich zu der Vervielfaltigung der Nukleinsauren ist eine Quantifizierung
durch Fluoreszenzmessungen maoglich. Zunachst wurde ein Master Mix nach
Herstellerangaben (AMPLIFYME Probe Universal Mix, BLIRT S.A., Polen)

angesetzt:
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Reagenz Volumen [pl] Endkonzentration
2x AMPLIFYME Probe Mix 5 1Xx
Forward Primer (10 uM) 0,3 0,3 uM
Reverse Primer (10 uM) 0,3 0,3 uM
Nuklease-freies Wasser 1,9

Probe 2,5

Volumen gesamt 10

Jeweils 10 pl des Master Mixes wurden in eine Mikrotiterplatte Uberfuhrt.
Folgende Zyklen wurde im Light Cycler 480 (Hoffmann-La Roche AG, Basel,
Schweiz) durchlaufen:

Vorgang Temperatur [°C] Dauer [sek] Wiederholung
Pra-Inkubation 95

Denaturierung 95 10

Annealing 60 10 45
Elongation 70 10

Ende 40 ©

Der Master Mix enthielt neben Pufferkomponenten und den bendtigten
Desoxynukleosid-Triphosphaten, eine in dem Bakterium Escherichia coli
uberexprimierte Tag-Polymerase und einen spezifischen monoklonalen anti-Tag-
Antikorper. Die Bindung dieses Antikorpers an die Tag-Polymerase erfolgte bei
niedrigen Temperaturen, wodurch eine Verlangerung von unspezifisch
gebundenen Primern auf3erhalb der Elongationsphase verhindert werden konnte.
Des Weiteren enthielt der Mix den fluoreszierenden Farbstoff SYBR Green, der
mit der synthetisierten dsDNA interkaliert. Das entstandene Fluoreszenzsignal
verhielt sich bei einer Wellenlange von A =520 nm proportional zu der
vorliegenden Menge dsDNA. Fur die nachfolgenden Quantifizierungen wurde
zusatzlich die Expression spezieller Referenzgene gemessen. Da es sich bei den
Proben um Fettgewebe handelte, wurden B-Aktin und das TATA-Bindeprotein als
Referenzgene festgelegt (Almeida-Oliveira et al., 2017).

3.212 cAMP-Assay

Zur Bestimmung der intrazellularen cAMP-Spiegel in den unterschiedlichen

Fettgewebsdepots wurde das Gewebe in ca. 80 mg grole Stlcke geschnitten
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und in eine 24-well-Platte Uberfuhrt, in der 600 yl Inkubationsmedium (DMEM,
2% BSA, 1mM 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX)) vorgelegt waren. Die Halfte
der Ansatze wurde anschlieBend mit 10 pM Isoproterenol (Abcam plc.,
Cambridge, UK), einem unselektiven -Adrenozeptor-Agonisten, behandelt, um
so die Lipolyse zu stimulieren. Alle Proben wurden fur 15 min bei 37°C und 5%
CO2 im Brutschrank inkubiert. Anschliefiend wurden die Gewebestlcke in neue
Reaktionsgefale uberfuhrt, in flissigem Stickstoff gefroren und bis zur weiteren
Nutzung bei -80°C gelagert. Zum Aufschluss der Proben wurde das Gewebe in
0.1 M Salzsaure (Verhaltnis 1:5) homogenisiert und der pH mit 1 M Natronlauge
neutralisiert. Die Quantifizierung der cAMP-Konzentrationen wurde mit einem
spezifischen Enzymimmunassay (EIA) des Herstellers R&D Systems
(Minneapolis, Minnesota, USA) durchgefluhrt. Der Assay basiert auf dem Prinzip
der kompetitiven Bindung. Die Streptavidin-beschichtete Platte wird dabei mit
einem biotinylierten monoklonalen Antikorper inkubiert, der spezifisch gegen
cAMP gerichtet ist. AnschlieBend wurde durch einen Waschschritt
uberschussiger monoklonaler Antikorper entfernt. Das in der Probe vorhandene
cAMP konkurriert mit einer definierten Menge an Meerrettichperoxidase (HRP)-
markiertem cAMP um die Bindungsstellen auf dem monoklonalen Antikorper. Es
folgte ein erneutes Waschen, um Uberschussiges Konjugat und ungebundene
Probe zu entfernen. Die Bestimmung der gebundene Enzymaktivitat erfolgte uber
eine Substratldsung, wobei die Extinktion nach Zugabe einer Stopplosung bei
450 nm gemessen wurde. Die Extinktion ist umgekehrt proportional zur
Konzentration des cAMPs in der Probe.

3.213 Triglycerid-Assay

Die Bestimmung der Triglycerid-Spiegel in den Fettgewebsdepots und der Leber
wurde mit Hilfe eines kolorimetrischen Triglycerid-Kits (Abcam plc., Cambridge,
UK) durchgefluhrt. Dieser Assay beruht auf der Spaltung der Triglyceride in freie
Fettsduren und Glycerin durch Lipasen. Das anschlieRend oxidierte Glycerin
kann kolorimetrisch (A = 5§70 nm) bestimmt werden. Die zuvor abgewogenen
Proben wurden in 1 ml einer 5%-igen ddH2O/NP-40-Losung homogenisiert,
dreimal auf 85°C erhitzt und anschliefend gemall den Herstellerangaben
analysiert.
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3.2.14 Glycerin-Assay

Zur Quantifizierung der Lipolyseaktivitat der einzelnen Fettgewebe wurde der
Glyceringehalt basal und nach 10 pM Isoproterenol-Stimulation gemessen. Das
Gewebe wurde nach der Praparation in kleine Stucke geschnitten, gewogen, in
ein Inkubationsmedium (DMEM, 2% BSA) uberfuhrt, auf Eis gelagert und in
weiter zerkleinert. Anschlie3end erfolgte eine Inkubation fur 1 h bei 37°C und 5%
CO2 im Brutschrank. Nach der Inkubation wurden jeweils 100 pl der flissigen
Phase in ein neues Reaktionsgefald uberfuhrt und bei -20°C gelagert.

Fur die Bestimmung des Glyceringehaltes in den einzelnen Proben wurde ein
Glycerol Assay Kit (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) verwendet. Die
Durchfihrung erfolgte gemald Herstellerangaben. Der Assay beruht auf einer
gekoppelten Enzymreaktion der Glycerinkinase und der Glycerin-3-Phosphat-
Oxidase, bei der ein kolorimetrisch detektierbares Produkt entsteht, dessen
Intensitat proportional zum Glyceringehalt ist.

3.2.15 Sauerstoffverbrauch

Das Fettgewebe spielt durch seine vielfaltigen Funktionen sowohl auf Organ- als
auch auf Systemebene eine zentrale Rolle bei der Regulierung des
Energiestoffwechsels (Luo & Liu, 2016). Als indirekter Indikator fur den zellularen
Stoffwechsel und die Funktion der Mitochondrien wird haufig der
Sauerstoffverbrauch herangezogen (Divakaruni & Jastroch, 2022). Unter
Verwendung spezieller Stoffwechselkammern (Phenomaster-System, TSE
Systems, Bad Homburg, Deutschland), die mit O2>-Gassensoren ausgestattet
waren, wurde der individuelle Gesamtsauerstoffverbrauch Gber 24 h gemessen.
Die Mause durften sich vor den Messungen 24 h lang an die
Stoffwechselkammern gewohnen. Die Messungen wurden durch Dr. Thorsten
Gnad am Institut fur Pharmakologie und Toxikologie der Rheinischen Friedrich-

Wilhelms-Universitat Bonn (Deutschland) durchgefinhrt.
3.216  Statistische Auswertung

Alle Daten sind als Mittelwerte einzelner Messungen inklusive des
Standardfehlers (+ SEM) dargestellt. Die Auswertungen wurden mit Hilfe der



Materialien und Methoden 45

Statistiksoftware GraphPad Prism (San Diego, USA) durchgefuhrt. Fur den
Vergleich von zwei unabhangigen Stichproben wurde ein zweiseitiger Student’s
t-Test angewandt. Wurden mehr als zwei Gruppen miteinander verglichen, wurde
eine einfache Varianzanalyse (engl. one-way analysis of variance) mit einem
post-Bonferroni-Test durchgefuhrt. Fur alle Tests wurden die Signifikanzniveaus
wie folgt festgelegt: p < 0.05 = signifikant (x), p < 0.01 = sehr signifikant (+*) und
p < 0.001 = extrem signifikant (xxx).
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4 Ergebnisse

4.1 Verifizierung der Adipozyten-spezifischen Gnai3-Deletion auf

Genomebene

Durch die Verpaarung transgener Mause (Genotyp: Gnai3""; Adipog-CreERT2/*19)
mit homozygot gefloxten Gnai3-Mausen (Genotyp: Gnai3"™) konnten die
gewunschten Genotypen generiert werden. Beide Genotypen waren lebensfahig
und fertil und wurden entsprechend den Regeln nach Mendel geboren. In einem
Alter von 6 Wochen wurde die Rekombination durch die i.p. Injektion von 1 mg
Tamoxifen an funf aufeinanderfolgenden Tagen induziert. Um die Adipozyten-
spezifische Gnai3-Deletion zu verifizieren, wurden am Ende der Studie
unterschiedliche Gewebe der Gnai32©°-und ctrl-Tiere entnommen, die
genomische DNA isoliert und mittels PCR hinsichtlich der Gnai3-Expression

analysiert.

Vorwarts-Primer Ruckwarts-Primer PCR-Produkt

ﬂ r
we [(HEEEE N EN KN EEN Gnais 800 bp

flox [ IKEEEE PDPEE EEDP KE BENM Gnai3| 836bp
loxP loxP

ﬁ r
3 D Ki BN Gnai3 450 bp

loxP

H:

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des Gnai3-Gens und der Primerstrategie zur Detektion
des Knockout-Allels. Durch Insertion der loxP-Sequenzen in die Introns 3-4 und 5-6 verlangerte sich das
Ausgangsprodukt (wt) um 36 bp. Bei erfolgreicher Deletion verkurzt sich das PCR-Produkt auf 450 bp. wt -
Wildtyp-Allel; flox - gefloxtes Allel; ko - Knockout-Allel; loxP - Locus of x-over P1; PCR -
Polymerasekettenreaktion; bp - Basenpaare

Durch die festgelegten Bindungsstellen der verwendeten Primer entsteht bei
einem Gnai3-Wildtypallel (wt) ein PCR-Produkt mit einer Lange von 800 bp.
Durch Einbringen der palindromischen loxP-Sequenzen vor und hinter die
Primerbindungsstellen verlangert sich das Genprodukt fur gefloxte Gnai3-Allele
(flox) auf 836 bp. Bei erfolgreicher Liganden-induzierten Rekombination wird der
gefloxte Gnai3-Genabschnitt exzidiert (ko), wodurch sich das PCR-Produkt auf
450 bp verkurzt (Abb. 4.1). Die exemplarischen Ergebnisse der
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kapillarelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte einer Gnai32°- und
ctrl-Maus sind nachfolgend dargestellt (Abb. 4.2).

o 2
5 £
Gnai3™* ctrl £ 5
p— - x>
£ o 2 £ o ¢ 2 5
= = x E = X ¥ ®
< R EdPv L SN 20 F O
=3 =
525 8£32%5258L£32¢ 2
3000 bp
1000 bp < flox
500 bp
<+ ko
200 bp

Abbildung 4.2: Gnai3-Expressionsanalyse an unterschiedlichen Gewebeproben einer Gnai3¥°-
und ctrl-Maus. Reprasentative Analyseergebnisse nach kapillarelektrophoretischer Auftrennung der PCR-
Produkte unterschiedlicher Gewebeproben einer Gnai3®°- und ctrl-Maus. Als Positivkontrolle diente das
Gewebe einer bereits genotypisierten Maus derselben Zelllinie (Gnai3?°). Als Negativkontrolle wurde H,O
verwendet. Die Knockout-Bande (450 bp) liel? sich ausschlieBlich in den Fettgeweben (QWAT, iWAT, BAT)
des Gnai3?°-Tieres nachweisen, wahrend in den restlichen Gewebeproben des Gnai3?°-Tieres und den
gesamten Gewebeproben des ctrl-Tieres nur die gefloxte Bande nachgewiesen werden konnte. Analysiert
wurden die Gewebeproben von jeweils 8 Gnai3?< und ctrl-Tieren. gWAT - gonadales weiltes Fettgewebe;
iWAT - inguinales weiles Fettgewebe; BAT - braunes Fettgewebe; bp - Basenpaare; flox - gefloxtes PCR-
Produkt; ko - Knockout PCR-Produkt

Zu den analysierten Geweben zahlten gWAT, iWAT, BAT, Gehirn, Herz, Lunge
und Skelettmuskulatur. In den drei Fettgeweben gWAT, iWAT und BAT des
Gnai3?°-Tieres lielen sich zwei unterschiedliche PCR-Produkte nachweisen.
Einerseits das gefloxte Gnai3-Allel mit einer Lange von 836 bp, andererseits das
deletierte Gnai3-Allel mit einer Lange von 450 bp. In den Ubrigen Geweben des
Gnai3®°-Tieres (Gehirn, Herz, Lunge, Muskel) konnte ausschlieflich das
gefloxte Gnai3-Allel nachgewiesen werden. Alle Gewebeproben des ctrl-Tieres
exprimierten ausschlieRlich gefloxte Gnai3-Allele (836 bp).

4.2 Expression der inhibitorischen G-Proteinuntereinheiten Gaii-3 im

Fettgewebe

Bei den inhibitorischen G-Proteinen (Gai1, Gaiz und Gaiz) handelt es sich um
ubiquitar exprimierte Isoformen. Die einzelnen Isoformen Ubernehmen im
Fettgewebe einerseits Uberlappende, andererseits Isoform-spezifische
Funktionen. Die starken strukturellen Ahnlichkeiten und teils (iberlappenden
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Funktionen lassen vermuten, dass die Deletion einer Isoform zu einer
kompensatorischen Hochregulation von Mitgliedern derselben Subfamilie fihren
konnte. Aus diesem Grund wurde neben der Gaiz-Expression auch die

Expression der Gai1- und Gai-Proteine analysiert.
421 Expressionsanalysen von Ga.is

Primar wurde die Expression der im Fokus stehenden Gais-Isoform in den
unterschiedlichen Fettgeweben der Gnai3®°- und ctrl-Tiere mittels
Immunoblotanalysen untersucht. Durch Verwendung von Gais-spezifischen
Antikorpern war es moglich, den Knockout zu visualisieren und anschlieRend
durch die Software Image Lab semiquantitativ auszuwerten (Abb. 4.3).

Der erfolgreiche Knockout im Fettgewebe der Gnai32<-Tiere wird durch die
geringere Signalintensitat der Gais-Bande im Vergleich zur Bande der ctrl-Tiere
deutlich (Abb. 4.3 A/C/E). Das verbleibende Gais-Signal im Fettgewebe der
Gnai3®©°-Tiere resultiert vermutlich aus der Gais-Expression anderer, im
Fettgewebe vorkommender Zellen wie beispielsweise Fibroblasten/Fibrozyten,
Nervenzellen, Stroma-Gefallzellen und Immunzellen. Unterhalb der Gais-Bande
lasst sich eine zweite Bande detektieren. Da sich diese Bande nicht im Leber-
Lysat der globalen Gnai2-defizienten Mausen (Gnai2’-) wiederfinden lasst,
handelt es sich hochstwahrscheinlich um eine Kreuzreaktivitat des Anti-Gas-
Antikorpers ~ gegenuber dem  strukturahnlichen  Gai2-Protein.  Die
Semiquantifizierung der Immunoblots brachte eine durchschnittliche Reduktion
der Gais-Expression in den gWAT-Lysaten um 41% (ctrl 1,00 + 0,08; Gnai32<°
0,59 +0,08), in den iIWAT-Lysaten um 43% (ctrl 1,00 + 0,13; Gnai32*° 0,57 + 0,12)
und in den BAT-Lysaten um 53% (ctrl 1,00 + 0,46; Gnai3?° 0,47 + 0,29). Die
Tamoxifen-induzierte Deletion fuhrte somit auch auf Proteinebene zu einer
signifikanten Reduktion der Gais-Expression im Fettgewebe der Gnai3?°-Tiere

im Vergleich zu den Kontrolltieren.
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Abbildung 4.3: Guz-Expression im WAT und BAT von Gnai3¥°- und ctrl-Tieren. (A/C/E)
Reprasentative Immunoblots der Gais-Expression im gWAT (A), iWAT (C) und BAT (E) von Gnai3#°- und
ctrl-Tieren. Die Uberpriifung der Ladungsmenge erfolgte mit B-Aktin. Zur Veranschaulichung der
Antikorperspezifitat wurden Organlysate aus Wildtyp- (wt), globalen Gnai2- (Gnai2’-) und globalen Gnai3-
defizienten Mausen (Gnai3’) geladen. (B/D/F) Semiquantifizierung der Gois-Expression im gWAT- (B),
iWAT- (D) und BAT-Lysat (F) von Gnai32©°- und ctrl-Tieren. Die Anzahl der analysierten Gewebeproben ist
in den Balken dargestellt. Die Gais-Expression der Gnai3-defizienten Mause wurde auf den Mittelwert der
ctrl-Mause normalisiert. Sowohl visuell als auch semiquantitativ konnte eine signifikante Reduktion der Gais-
Expression im Fettgewebe der Gnai3®°-Tiere nachgewiesen werden. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM
aus den Fettgewebslysaten 28-Wochen-alter Gnai3®°- und ctrl-Tiere.
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422 Expressionsanalysen von Gai1 und Ga.iz

Zum Ausschluss einer Hochregulation von Gait und Gaiz zur mdglichen
Kompensation des fehlenden Gais-Proteins, wurden die Immunoblots im
Anschluss an die Gaiz-Expressionsanalysen hinsichtlich der Gaii- und Gaiz-
Expression analysiert. Durch Verwendung von Gai1i2-spezifischen Antikdrpern
war es moglich, die Proteinlevel zu quantifizieren.

Wie erwartet lieRen sich in den gWAT-Lysaten der globalen Knockout-Mause
(globale Gnai1-defiziente Maus 2 Gnai1’, globale Gnai2-defiziente Maus 2
Gnai2’) die deletierten Proteine nicht mehr detektieren. In den untersuchten
Fettgewebslysaten (QWAT, iWAT, BAT) der Gnai3¥°- und ctrl-Tiere waren
sowohl Gai1 als auch Gaiz nachweisbar. Visuell liel3en sich keine Unterschiede
in den Signalintensitaten zwischen den beiden Genotypen erkennen.

Auch semiquantitativ konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Proteinexpression von Gai1 (QWAT: ctrl 1,00 £ 0,19; Gnai32*° 1,17 + 0,26 / iWAT:
ctrl 1,00 £ 0,31; Gnai3®° 0,75+ 0,17 / BAT: ctrl 1,00 £ 0,27; Gnai32<° 1,12 £ 0,23)
und Goiz (QWAT: ctrl 1,00 £ 0,23; Gnai3¥° 1,11 + 0,35 / iWAT: ctrl 1,00 + 0,32;
Gnai3®©° 0,91 + 0,37 / BAT: ctrl 1,00 + 0,05; Gnai3?° 1,09 * 0,22) festgestellt

werden.
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Abbildung 4.4: Expressionsanalysen von Gai; und Goiz im Fettgewebe von Gnai3?°- und ctrl-
Tieren. (A) Reprasentative Immunoblots der Gair-und Gaiz-Expression im gWAT, iWAT und BAT von
Gnai3®°- und ctrl-Tieren nach Inkubation mit Gourie-spezifischen Antikérpern. Die Uberpriifung der
Ladungsmenge erfolgte mit p-Aktin. Zur Veranschaulichung der Antikorperspezifitdit wurden
Fettgewebslysate aus globalen Gnai1- (Gnai1’-) bzw. Gnai2-defizienten Mausen (Gnai2’) geladen. (B-G)
Semiquantifizierung der Gai1 und Gaix-Expression im gWAT (B/E), iWAT (C/F) und BAT-Lysat (D/G) von
Gnai3°- und ctrl-Tieren. Die Anzahl der analysierten Gewebeproben ist in den Balken dargestellt. Die
Guaiii-Expression der Gnai3-defizienten Mause wurde auf den Mittelwert der ctrl-Mause normalisiert.
Sowohl visuell als auch semiquantitativ lieBen sich keine Unterschiede in der Gai- und Gaiz-Expression
zwischen Gnai3®<°- und ctrl-Tieren feststellen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus Fettgewebslysaten

28-Wochen-alter Gnai3?°- und ctrl-Tiere.

4.3 Gewichtszunahme der Gnai3?°- und ctrl-Tiere

Wie bereits in der Einleitung beschrieben wird die Gewichtszunahme
entscheidend durch inhibitorische G-Proteine beeinflusst. So fuhrt die

Adipozyten-spezifische Deletion von Gaiz zu einer abgeschwachten Entwicklung
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einer Diat-induzierten Fettleibigkeit. Auf Grundlage dieser Daten sollte der
Einfluss einer Adipozyten-spezifischen Gnai3-Deletion auf die Gewichtszunahme
untersucht werden. Hierzu wurden wochentliche Gewichtskontrollen Uber einen
Zeitraum von 22 Wochen durchgefuhrt (Abb. 4.5).
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Abbildung 4.5: Gewichtsentwicklung von Gnai3®°- und ctrl-Tieren unter CD und HFD. (A/C-D)
Gewichtsentwicklung von ctrlgp- (n = 11), Gnai3®°cp- (n = 11), ctrluro- (n = 36) und Gnai3®°yep-Tieren (n =
26) Uber einen Zeitraum von 22 Wochen. Die Gewichtszunahme der CD-Tiere ist signifikant geringer als die
der HFD-Tiere. Es sind keine Unterschiede in der Gewichtsentwicklung zwischen Gnai32°- und ctrl-Tieren
erkennbar. (B) Représentative Bilder von Gnai3®°- und ctrl-Tieren nach 22 Wochen Spezialdiat. (E-F)
Differenz (A Korpergewicht) zwischen dem Anfangskorpergewicht (Woche 6) und dem Endkorpergewicht
(Woche 26) in Gnai3?°- und ctrl-Tieren. Die durchschnittliche Gewichtsdifferenz der Gnai32<°-Tiere lag leicht
unter der Gewichtsdifferenz der ctrl-Tiere. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.
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Die erste Gewichtskontrolle erfolgte in einem Alter von 6 Wochen vor dem Start
der jeweiligen Spezialdiat. Zu diesem Zeitpunkt konnten - unabhangig von der
jeweiligen Diat - keine Gewichtsunterschiede zwischen Gnai32<°- und ctrl-Tieren
festgestellt werden. Die ersten signifikanten Gewichtsunterschiede zwischen CD-
und HFD-Tieren konnten in einem Alter von 12 Wochen zwischen ctrlcp- und
ctriirp-Tieren verzeichnet werden. In den nachfolgenden Wochen verstarkten
sich die Unterschiede zwischen den beiden Spezialdiaten zunehmend. Nach 22
Wochen lag das Korpergewicht (KG) der Gnai3®°urp- (41,15 + 0,67 g) und
ctrlurp-Tiere (42,43 + 0,71 g) durchschnittlich 32% (10,04 g) Uber dem der
Gnai3®°cp- (31,39 + 0,82 g) und ctrlcp-Tiere (32,11 + 0,8460 g). Zwischen den
Gnai3?°- und ctrl-Tieren konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Gewichtszunahme  beobachtet werden. Auch die Analyse der
Gewichtsdifferenzen (A KG = KGzswochen — KGewochen) brachte nur geringflgige
Unterschiede zwischen den Knockout- und Kontrolltieren. Die durchschnittliche
Gewichtsdifferenz der Gnai3?°cp- (9,39 * 0,92 g) und Gnai3*°yrp-Tiere (16,4
0,66 g) lag leicht unter der durchschnittlichen Gewichtszunahme der ctrlcp- (11,3
+ 0,73 g) und ctrlyrp-Tiere (17,1 £ 0,55 g).

4.4 Fettmassen der Gnai3?k°- und ctrl-Tiere

Praadipositas und Adipositas resultieren in den meisten Fallen aus einem
Ungleichgewicht zwischen Energiezufuhr und Energieverbrauch. Fur die
Speicherung dieses Energieliberschusses ist vor allem das Fettgewebe
verantwortlich. Um den Einfluss von Gaiz auf die Fettspeicherung aufzudecken,
wurden am Ende der Studie verschiedenen Fettdepots (QWAT, iWAT, BAT)
entnommen und hinsichtlich ihrer Masse analysiert. Die Darstellung der
einzelnen Fettdepotmassen erfolgt als Anteil am Gesamtkorpergewicht (Abb.
4.6).

Die HFD fiihrte in den Gnai32°- und ctrl-Tieren zu einer signifikanten Zunahme
der gWAT-, iIWAT- und BAT-Massen. Der Anteil am Gesamtkorpergewicht
erhohte sich im gWAT von 2,92% (CD) auf 4,15% (HFD), im iWAT von 2,53%
(CD) auf 5,41% (HFD) und im BAT von durchschnittlich 0,47% (CD) auf 0,78%
(HFD).
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Abbildung 4.6: Fettdepotmassen von Gnai3*° und ctrl-Tieren.

(AJE) Reprasentative Bilder

ausgewahlter gWAT-, iWAT und BAT-Fettdepotmassen aus Gnai3?°- und ctrl-Tiere. Ma3stabsbalken = 1 cm.
(B-D/F-H) Prozentualer Anteil der gWAT-, iWAT- und BAT-Fettdepotmassen am Gesamtkorpergewicht.
Durch die HFD kam es zu einer Zunahme der gWAT, iWAT- und BAT-Massen beider Genotypen. Gnai3®°cp-
Tiere zeigten im Vergleich zu ihren Geschwisterkontrollen (ctrlcp) leicht reduzierte WAT-Massen sowie
signifikant reduzierte BAT-Massen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.
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Keine signifikanten Unterschiede lie3en sich beim Vergleich der gWAT- (ctrlirp
4,37 + 0,17%; Gnai3°urp 3,93 + 0,17%), iWAT- (ctrlurp 5,22 + 0,19%);
Gnai3®°urp 5,59 + 0,23%) und BAT-Massen (ctriurp 0,80 + 0,04%; Gnai32°urp
0,77 £ 0,04%) der HFD-Tiere finden. Die Gnai3-Deletion bewirkte in Gnai32<°cp-
Tieren im Vergleich zu den ctricp-Tieren eine tendenzielle Abnahme der WAT-
Masse sowie eine signifikante Abnahme der BAT-Masse. Der Anteil der gWAT-
Masse am Gesamtkorpergewicht reduzierte sich von durchschnittlich 3,30 *
0,24% in ctricp-Tieren auf 2,54 + 0,35% in Gnai3®°cp-Tieren (2 23,03%), der
Anteil der iIWAT-Masse reduzierte sich von 2,74 + 0,35% in ctrlcp-Tieren auf
2,32 + 0,31% in Gnai3®°cp-Tieren (2 15,33%). Die BAT-Masse reduzierte sich
von durchschnittlich 0,57 + 0,04% in ctrlcp-Tieren auf 0,36 + 0,04% in Gnai33°cp-
Tieren signifikant. Dies entspricht einer Reduktion um 36,83%. Abhangig von der
jeweiligen Spezialdiat fuhrte die Gnai3-Deltion zu unterschiedlichen Effekten:
Wahrend die Gnai3-Deletion keinen messbaren Effekt auf die Fettdepotmassen
der HFD-Tiere hatte, fiihrte die Gnai3-Deletion in den Gnai3®°cp-Tieren zu einer
leichten Reduktion der weil3en und einer signifikanten Reduktion der braunen

Fettdepotmassen.
4.5 Adipozytenmorphologie im weiBen Fettgewebe

Die metabolische Aktivitat des weillen Fettgewebes ist abhangig von der GrolRe
und der Anzahl der Adipozyten. Um den Effekt der Gnai3-Deletion auf die
Morphologie des Fettgewebes zu untersuchen, wurden Paraffin-Schnitte
angefertigt, mittels H&E gefarbt und hinsichtlich der durchschnittlichen

Adipozytengrofe und -frequenz analysiert.
4.5.1 Durchschnittliche AdipozytengroRen

Die Ermittlung der durchschnittlichen Zellgro3en erfolgte an H&E-gefarbten
Paraffinschnitten aus unterschiedlichen gWAT- und iIWAT-Gewebeprobe von
Gnai3?©°- und ctrl-Tieren. Fir jede Gewebeprobe wurden Schnitte aus drei
Ebenen (apikal, medial, basal) angefertigt. Reprasentative Schnitte wurden
ausgewahlt und sind nachfolgend dargestellt (Abb. 4.7).
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Abbildung 4.7: Morphologie und durchschnittliche ZellgroBe der weiBen Adipozyten von Gnai3¥°-
und ctrl-Tieren. (A/C) Exemplarische Darstellung H&E-gefarbter Paraffinschnitte angefertigt von gWAT und
iWAT von Gnai32°- und ctrl-Tieren. (B-D/D-F) Einfache Varianzanalyse (B/F) bzw. Student’s t-Test (C-D/G-
H) der durchschnittlichen ZellgroRe weilRer Adipozyten. Die HFD fiihrte zu einer Hypertrophie der Adipozyten
im gWAT und iWAT beider Genotypen. Die Gnai3-Deletion fihrte im iWAT der HFD-Tiere zu einer
signifikanten Zunahme der durchschnittlichen AdipozytengroRe. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.
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Hamatoxylin ist ein naturlicher Farbstoff, der in seiner oxidierten Form zu einer
blau-violetten Farbung von sauren bzw. basophilen Strukturen fuhrt. Zu diesen
Strukturen zahlen unter anderem der Zellkern und die DNA, die Ribosomen und
das raue Endoplasmatisches Retikulum (rER). In den Adipozyten fuhrt dies zu
einer intensiven blau-violetten Anfarbung der peripher gelegenen Zellkerne.
Eosin ist ein synthetischer Farbstoff, der basische bzw. acidophile Strukturen wie
beispielsweise das Zytoplasma, die Mitochondrien und das glatte
Endoplasmatische Reikulum (sER) rot farbt. Da Adipozyten nur wenig Zellplasma
besitzen, Uberwiegt die blau-violette Farbung der Zellkerne. Die zentralen
Lipideinlagerungen, die Uber 90% des Zellvolumens einnehmen, werden durch
den Entwasserungsprozess, das Formalin und die aufsteigende Alkoholreihe aus
den Schnitten herausgeldst. In den Fettzellen verbleiben daher leer®
erscheinende Fettvakuolen. Bereits visuell 1asst sich feststellen, dass es unter
der HFD zu einer signifikanten Zunahme der Adipozytengrofie im gWAT und
iWAT kam. Die durchschnittliche AdipozytengroRe erhéhte sich von 3052 um?
auf 4681,5 um? im gWAT (2 Zunahme um 53,39%) und von 2612,5 um? auf
4064,5 um? im iWAT (2 Zunahme um 55,58%). Wahrend im gWAT (ctrlcp 3252 +
80,6 um?; Gnai3®°cp 2852 + 227,8 um?) und iWAT (ctrlcp 2768 + 260,3 um?;
Gnai3®°cp 2457 + 502,4 ym?) der CD-Tiere sowie im gWAT der HFD-Tiere
(ctrliep 4595 + 176,7 pym?; Gnai33°yrp 4768 + 457 um?) keine signifikanten
Unterschiede in der durchschnittlichen Adipozytengrof’e beobachtet werden
konnten, fuhrte die Gnai3-Deletion im iWAT der HFD-Tiere zu einer signifikanten
Zunahme der durchschnittlichen AdipozytengréRe (ctrivep 3930 + 228,3 um?;
Gnai3®°urp 4199 + 443,5 um?2).

4.5.2 Adipozytenfrequenz

Zur Darstellung der Adipozytenfrequenz wurden die ausgemessenen Zellgrof3en
in unterschiedliche GroRRenbereiche eingeteilt. Den ersten Grolienbereich
bildeten alle Adipozyten bis 1500 um?2. Die Definiton der weiteren
GroRenbereiche erfolgte in Abstanden von 1000 um?. Die prozentuale
GroRenverteilung der Adipozyten ist in Abb. 4.8 dargestellt.
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Abbildung 4.8: Adipozytenfrequenz im WAT der Gnai3*°- und ctrl-Tiere. (A-D) Prozentuale
GroRenverteilung der Adipozyten im gWAT und iWAT der Gnai32<°- und ctrl-Tiere. Im gWAT und iWAT der
HFD-Tiere lieRen sich groRere Adipozyten als in den Geweben der CD-Tiere nachweisen. Wahrend im
gWAT der Gnai3®°cp-Tiere ein héherer Anteil an kleine Adipozyten (2500 um?) als in den Proben der
Geschwisterkontrollen zu finden waren (A), lieBen sich im gWAT der Gnai3®°uep-Tiere im Vergleich zu ihren
Geschwisterkontrollen ein hoherer Anteil an groReren Adipozyten (5500 um?) finden (B). Im iWAT lieRen
sich keine signifikanten Unterschiede nachweisen (C-D). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus jeweils
4 Gewebeproben pro Genotyp.

Sowohl die beiden Diatformen als auch die beiden Genotypen liel3en
Unterschiede in der gWAT-Adipozytenfrequenz erkennen. Wahrend die meisten
Adipozyten im weilden Fettgewebe der CD-Mause im GroRenbereich von 1500 -
7500 um? lagen, konnte im Fettgewebe der HFD-Mause auch eine groRere
Anzahl an Adipozyten oberhalb dieses Grof3enbereiches identifiziert werden.
Dies bestatigt die Annahme, dass es unter HFD zu einer Hypertrophie der
vorhandenen Adipozyten kommt. Die Analyse der Adipozytenfrequenz im gWAT
der Gnai3®©°- und ctrl-Tiere brachte kontrare Ergebnisse fiir die CD und HFD.
Wahrend das gWAT der Knockout-Tiere unter CD aus einem signifikant hdheren
Anteil an kleinen Adipozyten besteht (GroRBenbereich 2500 um?: ctricp 19 *
0,58%; Gnai3®°cp 31 % 3,83%), lassen sich im gWAT der Knockout-Tiere unter
HFD ein geringerer Anteil an kleinen Adipozyten (GréRenbereich 1500 um?:
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ctriurp 16,5 = 1,32%; Gnai3®°urp 10,75 + 1,44%) bei gleichzeitig erhdhtem Anteil
an groBen Adipozyten nachweisen (GroRenbereich 5500 um?: ctrlurp 9,75 +
1,03%; Gnai3®°yrp 14,25 + 1,80%). Im iWAT der CD-Tiere lieRen sich dhnliche
Unterschiede wie im gWAT der CD-Tiere beobachten (GréRenbereich 1500 pm?:
ctrico 25,4 + 5,23%; Gnai3*°cp 35 + 12,97%), jedoch ohne Signifikanz zu
erreichen. Die Analyse der Adipozytenfrequenz im iWAT der HFD-Tiere brachte
trotz Veranderungen in der durchschnittlichen AdipozytengroRe keine
signifikanten Unterschiede hervor.

4.6 Einfluss der Gnai3-Deletion auf den Fettstoffwechsel der Leber

Unter Zuhilfenahme spezifischer Farbetechniken und ex vivo Triglycerid-Assays
wurde Uberprift, ob das Adipozyten-spezifische Fehlen von Gaiz auch einen
Einfluss auf die Fettspeicherung in der Leber und die Entstehung einer NAFLD
hat (Abb. 4.9).

Die Analyse der Lebermassen bezogen auf das Gesamtkorpergewicht zeigte,
dass Tiere unter CD (ctrlcp 5,61 + 0,19%; Gnai3?°cp 5,52 + 0,12%) tendenziell
hohere Lebermassen als Tiere unter HFD (ctrlurp 4,851 £ 0,17%; Gnai3®°urp
502 + 0,15%) besallen. Trotz annahrend identischer Lebermassen von
Gnai3®°yrp- und ctrlyrp-Tieren lielen sich morphologische Unterschiede in den
H&E-Farbungen beobachten. Wie in den H&E-Farbungen des weillen
Fettgewebes erscheinen die Zellkerne der Hepato- und Adipozyten blau-violett,
das Zytoplasma pink-violett und die Fettvakuolen farblos. Sowohl im
Leberparenchym der Gnai32<°urp-Tiere als auch im Parenchym der ctrluro-Tiere
lassen sich Fettvakuolen nachweisen, die auf eine HFD-induzierte hepatische
Steatose hinweisen. Passend zu dem erhohten Anteil an grof3en Adipozyten im
gWAT der Gnai3®°urp-Tiere erschienen auch die Fettvakuolen im
Leberparenchym der Gnai3¥°yrp-Tiere grofer.
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Abbildung 4.9: Lebermorphologie und -triglyceridgehalt von Gnai3*°ygp-und ctrlyrp-Tieren. (A-B)
Prozentualer Anteil der Lebermasse am Gesamtkorpergewicht von Gnai3®<°- und ctrl-Tieren. (D-E) H&E-
und (F-G) Ol-Rot-O-gefarbte Schnitte aus Lebergewebe von Gnai3®°- und ctri-Tieren unter HFD. (G)
Triglyceridgehalt in der Leber von Gnai3®°4rp- und ctrlyrp-Tieren. Bei anndhrend identischen Lebermassen
lieRen sich im Leberparenchym der Gnai3®°,rp-Tiere groRere Fettvakuolen nachweisen und Hinweise auf
eine leicht gesteigerte Triglyceridakkumulation finden.
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Die Farbeergebnisse der Olrot-O-Farbung sowie die TAG-Analysen korrelieren
mit den Beobachtungen der H&E-Farbung des Lebergewebes. Im
Leberparenchym beider Genotypen lassen sich Triglyceridakkumulationen
(Rotfarbungen) vor allem um die Periportalfelder nachweisen. In den Schnitten
der Gnai3?°-Tiere lassen sich stellenweise intensivere Rotfarbungen als in den
Schnitten der ctrlurp-Tiere beobachten, die auf vermehrte Lipid- und
Triglycerideinlagerungen im Vergleich zu den Kontrollgeschwistern hinweisen.
Bestatigen lielen sich diese Beobachtungen durch die Messung des TAG-
Gehaltes. Gnai3?°yrp-Tiere (32,35 + 7,57 pmol/mg) zeigen im Vergleich zu
ctriyro-Tieren (24,99 £ 2,87 pmol/mg) einen leicht erhohten TAG-Gehalt.

4.7 Einfluss der Gnai3-Deletion auf die Genexpression von
Adipozytokinen

Da fur Gai2 bereits ein Einfluss auf die Expression von Adipokinen und
proinflammatorischen Mediatoren wie IL-6, TNF-a und IFN-B nachgewiesen
werden konnte, sollte nun auch der Einfluss von Gaiz auf die Expression dieser
Mediatoren untersucht werden. Hierzu wurden am Ende der Studie
unterschiedliche Fettdepots der Gnai3°4rp- und ctrlnrp-Tiere entnommen und

die Expressionslevel ausgewahlter Mediatoren mittels gqPCR bestimmt.
4.71 Adipokine

Zu den analysierten Adipokinen zahlten Leptin, Adipoq (Adiponektin), Resistin
und PAI (Plasminogen Activator Inhibitor) (Abb. 4.10).

Die Analyse der Adipokinexpression brachte weder im gWAT (Leptin: ctrliro
1,00 +0,16; Gnai3®°urp 1,13 +£ 0,11/ Adiponektin: ctrlueo 1,00 + 0,30; Gnai3*°urp
0,77 + 0,12 / Resistin: ctrlyrp 1,00 * 0,22; Gnai3?*°yep 0,88 + 0,12 / PAI: ctrlurp
1,00 + 0,13; Gnai3®°4rp 0,86 + 0,09) noch im iIWAT (Leptin: ctrlurp 1,00 + 0,28;
Gnai3®°yrp 0,68 £ 0,1 / Adiponektin: ctrlurp 1,00 + 0,20; Gnai32°yrp 0,90 + 0,14 /
Resistin: ctrlvro 1,00 + 0,21; Gnai32°yrp 0,85 + 0,19 / PAI: ctrluro 1,00 + 0,24;
Gnai3°urp 0,87 + 0,22) signifikante Unterschiede zwischen Gnai32<°nrp und

ctrinep-Tieren.
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Abbildung 4.10: mRNA-Expression ausgewahlter Adipokine im WAT von Gnai3®°yrp- und ctrlyrp-
Tieren. Mittels gPCR wurde die Expression ausgewahlter Adipokine im gWAT und iWAT der Gnai3®°yp-
und ctrlyrp-Tieren bestimmt. Die mMRNA-Expression der Gnai3-defizienten Mause wurde auf den Mittelwert
der ctrl-Mause normalisiert. Weder im gWAT noch im iWAT der Gnai3*°4rp- und ctrinrp-Tiere lieRen sich
Unterschiede in der mRNA-Expression der Adipokine feststellen. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM der
Fettgewebsproben von 9-12 méannlichen Tieren im Alter von 26-28 Wochen.

4.7.2 Proinflammatorische Mediatoren

Zu den analysierten proinflammatorischen Mediatoren zahlten die Zytokine IL-6,
IFN-B, Socs3, IL-13, TNF-a, der IgE-Rezeptor FceRl sowie die
Makrophagenmarker MCP-1, Chil3 und F4/80 (Abb. 4.11).

Im gWAT der Gnai3®°yep-Tiere (0,54 * 0,08) zeigte sich eine Reduktion der
F4/80-mRNA-Expression um 46 % im Vergleich zu den Geschwisterkontrollen
(1,00 = 0,19). Die IL-6- (ctrlurp 1,00 £ 0,52; Gnai3®°4rp 1,03 = 0,51), IFN-B-
(ctrlvrp 1,00 £ 0,43; Gnai3®°uyrp 0,76 % 0,47), Socs3- (ctrluep 1,00 = 0,17;
Gnai3®°urp 1,46 £ 0,34), IL-1B- (ctrlurp 1,00 £ 0,11; Gnai3®°uyep 1,12 £ 0,16),
TNF-o- (ctrlvrp 1,00 £ 0,21; Gnai32°urp 1,06 + 0,15), FceRI- (ctrivrp 1,00 £ 0,21;
Gnai3¥°yrp 0,68 + 0,13), MCP-1- (ctrlvrp 1,00 £ 0,41; Gnai3*°yrp 1,08 + 0,33)
und Chil3-Expression (ctrluro 1,00 £ 0,21; Gnai3®°uep 1,10 £ 0,50) im gWAT
waren annahrend identisch. Im iWAT zeigten sich Unterschiede in der IL-6-
(ctrlurp 1,00 £ 0,21; Gnai3®°yrp 2,72 £+ 0,89) und IFN-B-Expression (ctrirp 1,00
0,24; Gnai3*°yrp 2,48 + 0,88), allerdings ohne statistische Signifikanz zu
erreichen. Keine Unterschiede zeigten sich in den Expressionsanalysen von
Socs3 (ctriurp 1,00 + 0,22; Gnai3°4rp 0,96 + 0,12), IL-1B (ctrluro 1,00 + 0,21;
Gnai3®°yrp 1,04 + 0,22), TNF-a (ctrluep 1,00 + 0,27; Gnai3®°urp 1,05 + 0,21),
FceRI (ctrlvep 1,00 £ 0,15; Gnai3®°urp 1,33 £+ 0,19), MCP-1 (ctrlvrp 1,00 + 0,23;
Gnai3®°yrp 0,91 + 0,18), Chil3 (ctrlurp 1,00 = 0,21; Gnai3®°urp 1,39 + 0,42) und
F4/80 (ctrlurp 1,00 £ 0,17; Gnai3®°urp 1,39 + 0,35) im iWAT der ctrlyrp- und

Gnai3°yep-Tiere.
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Abbildung 4.11: mRNA-Expression ausgewahlter proinflammatorischer Mediatoren im WAT von
Gnai3*°yep- und  ctrlyrp-Tieren. Mittels gPCR wurde die Expression ausgewahlter (A-B)
proinflammatorischer Mediatoren und (C-D) Makrophagenmarker im gWAT und iWAT der Gnai3®°yep- und
ctrlurp-Tieren bestimmt. Die mMRNA-Expression der Gnai3-defizienten Mause wurde auf den Mittelwert der
ctrl-Mause normalisiert. Weder im gWAT noch im iWAT der Gnai3®°yrp- und ctrlurp-Tiere lieRen sich
signifikante Unterschiede in der mRNA-Expression der proinflammatorischen Mediatoren feststellen. Im
gWAT der Gnai3®°yep-Tiere lielt sich eine signifikant reduzierte Expression des Makrophagenmarkers
F4/80 nachweisen. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM der Fettgewebsproben von 9-12 mannlichen Tieren
im Alter von 26-28 Wochen.

4.8 Einfluss der Gnai3-Deletion auf die Glukosehomoostase

Zahlreiche Studien lassen vermuten, dass Gai-Proteine eine entscheidende
Rolle in der Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2 einnehmen. Um einen
moglichen Einfluss der Adipozyten-spezifischen Gnai3-Deletion auf die
Glukosehomoostase  aufzudecken, wurden in vivo Glukose- und

Insulintoleranztests durchgefuhrt.
4.8.1 Glukosetoleranz der Gnai3?k°- und ctrl-Tiere

Die in vivo Glukosetoleranztests wurden in einem Alter von 8 (Abb. 4.12) und 26
Wochen (Abb. 4.13) durchgefuhrt. Im Anschluss an die Glukosetoleranztests
wurden die korrespondierenden Plasmainsulinspiegel bestimmt. Die
Bestimmung der Plasmainsulinspiegel gestaltete sich trotz ununterbrochener
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Lagerung auf Eis und Verwendung eines Protease-Inhibitors insbesondere bei
den Proben der 8-Wochen-alten Tiere schwierig. Die Insulinspiegel der meisten
Proben lagen - wahrscheinlich durch die Kombination per se niedriger
Insulinspiegel und ex vivo Proteindegradierung - unterhalb der Nachweisgrenze.
Die verbleibende Probenanzahl reichte nicht aus, um aussagekraftige
Ergebnisse zu generieren. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind deshalb nur

die Ergebnisse der 26-Wochen-alten Tiere dargestellt.

48.1.1 Glukosetoleranz der 8-Wochen-alten Gnai3?k°- und ctrl-Tiere
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Abbildung 4.12: Glukosetoleranz der 8-Wochen-alten Gnai3*©°- und ctrl-Tiere. (A-B) Basale
Blutglukosespiegel von 8-Wochen-alten Gnai3?°- und ctrl-Tieren nach einer 12-stiindigen Fastenperiode.
Es lieRen sich keine Unterschiede in den basalen Blutglukosespiegeln von Gnai3?°- und ctrl-Tieren
detektieren. (C-D) Messung der Blutglukosespiegel von Gnai3®°- und ctrl-Tieren (iber einen Zeitraum von
120 min. Gnai3®°cp-Tiere zeigten partiell erniedrigte Blutglukosespiegel im Vergleich zu ihren
Geschwisterkontrollen. Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM von jeweils 3-11 mannlichen Tieren im Alter
von 8 Wochen.

Die Analyse der basalen Blutglukosespiegel nach zwei Wochen Spezialdiat und
einer 12-stundigen Fastenperiode (Abb. 4.12 A/B) ergab annahernd identische
Spiegel fiir alle vier Versuchsgruppen (ctrlcp 3,11 + 0,16 mM; Gnai32°cp 3,37 +
0,16 mM; ctrlirp 3,54 + 0,20 mM; Gnai3®°yrp 3,55 + 0,15 mM). Unterschiede
ergaben sich beim Vergleich der Glukose-Reaktionskurven der 8-Wochen-alten
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Tiere (Abb. 4.12 C/D). Gnai3°cp-Tiere zeigten einen abgeflachten
Kurvenverlauf im Vergleich zu ihren Geschwisterkontrollen und gleichaltrigen
HFD-Tieren. Nach i.p. Glukoseinjektion konnte ein sprunghafter Anstieg der
Blutglukosespiegel verzeichnet werden, wobei dieser in den Gnai3°cp-Tieren
(13,71 £ 4,21 mM) deutlich geringer ausfiel als in den Vergleichsgruppen (ctrlcp
17,87 + 0,80 mM; ctrlurp 19,60 £ 1,63 mM; Gnai3®°urp 18,98 + 2,31 mM).
Wahrend die Blutglukosespiegel der Gnai3?°cp-Tiere (14,47 + 4,00 mM) 30 min
nach Injektion nahezu konstant blieben, konnte in den Vergleichsgruppen (ctrlco
22,70 + 0,96 mM; ctrlirp 25,95 £ 2,72 mM; Gnai3®°urp 22,09 + 2,49 mM) ein
weiterer Anstieg der Blutglukosespiegel verzeichnet werden, sodass sich
signifikante Unterschiede zwischen Gnai32°cp- und ctricp-Tieren ergaben. Die
ersten Effekte der hormonellen Gegenregulation lieRen sich 60 min nach der
Injektion erkennen. Insbesondere die ctrlcp- (19,02 + 0,91 mM), ctrlyro- (20,23 £
0,84 mM) und Gnai3®°urp-Tiere (18,97 + 1,98 mM) zeigten einen deutlichen
Abfall der Blutglukosespiegel, wahrend diese bei den Gnai32°cp-Tieren (13,49 +
3,26 mM) nahezu konstant blieben. Zwei h nach der Injektion lagen die
Blutglukosespiegel der ctricp- (7,38 + 0,37 mM) und Gnai3®°cp-Tiere (5,67 *
0,91 mM) wieder nahe ihren Ausgangsniveaus und es lielen sich keine
eindeutigen Unterschiede mehr zwischen den beiden Genotypen erkennen. Die
Blutglukosespiegel der HFD-Tiere hingegen lagen noch deutlich Uber ihren
Ausgangsniveaus (ctrlurp 12,83 + 3,69 mM; Gnai32°yrp 9,46 + 0,93 mM).

4.8.1.2 Glukosetoleranz der 26-Wochen-alten Gnai32%°- und ctrl-Tiere

Die Fortsetzung der jeweiligen Spezialdiat uber 18 Wochen fuhrten sowohl unter
CD als auch unter HFD zu einem deutlichen Anstieg der basalen
Blutglukosespiegel (Abb. 4.13 A). Erwartungsgemald lagen die basalen
Blutglukosespiegel der HFD-Tiere (ctrlnrp 5,59 + 0,41 mM; Gnai3®°urp 5,31 +
0,26 mM) Uber denen der CD-Tiere (ctrlcp 4,66 + 0,23 mM; Gnai3¥°cp 4,58 +
0,27 mM). Die Analysen der korrespondierenden basalen Plasmainsulinspiegel
(Abb. 4.13 B) ergaben annahernd identische Plasmaspiegel der ctrlcp- (0,25 +
0,05 ug/L), ctrliuro- (0,26 + 0,05 ug/L) und Gnai3®°yrp-Tiere (0,39 + 0,07 ug/L).
Im Vergleich hierzu zeigten Gnai3®°cp-Tiere signifikant erniedrigten
Plasmainsulinspiegel (0,08 + 0,02 ug/L). Die zu Beginn der CD detektieren
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Unterschiede in der Glukosetoleranz von Gnai3®°cp- und ctrlcp-Tieren lieRen
sich in einem Alter von 26 Wochen nicht mehr nachvollziehen. Die Knockouttiere
unter CD zeigten 15 min (ctrlcp 21,24 + 0,85 mM; Gnai3?*°cp 19,22 + 1,72 mM),
30 min (ctrlcp 23,57 + 1,52 mM; Gnai3®°cp 21,96 + 1,64mM), 60 min (ctrlcp
21,17 £ 1,10 mM; Gnai3%°cp 20,94 + 1,03 mM) und 120 min (ctrlcp 14,58 +
1,41 mM; Gnai3®°cp 12,27 + 1,42 mM) nach Injektion nur noch minimal
niedrigere Blutglukosespiegel als ihre Geschwisterkontrollen. Folglich ergaben
auch die Analyse der korrespondierenden Plasmainsulinspiegel keine
signifikanten Unterschiede zwischen ctricp-Tieren (15 min: 0,39 £ 0,11 pg/L;
30 min: 0,26 £ 0,05 pg/L; 60 min: 0,19 + 0,04 pg/L; 120 min: 0,39 + 0,10 pg/L)
und Gnai3®°cp-Tieren (15 min: 0,17 = 0,03 ug/L; 30 min: 0,22 + 0,03 pg/L;
60 min: 0,32 + 0,08 pg/L; 120 min: 0,38 £ 0,09 pg/L).

Jedoch lief3en sich Unterschiede in den Blutglukoseprofilen der 26-Wochen-alten
HFD-Tiere detektieren. Wahrend sich die Blutglukosespiegel der ctrlirp- und
Gnai3®°yrp-Tiere 15 min (ctrlurp 23,09 + 0,89 mM; Gnai32°4rp 21,58 + 0,67 mM),
30 min (ctrlurp 28,2 + 0,58 mM; Gnai3®°urp 26,0,2 + 0,87 mM) und 60 min (ctrlirp
26,18 + 1,23 mM; Gnai3®°yrp 26,64 + 0,96 mM) nach der Injektion nicht
wesentlich unterschieden, zeigten sich zwei Stunden nach der Injektion
signifikant niedrigere Blutglukosespiegeln in den Gnai3®°yrp-Tiere (18,55 +
1,04 mM) als in den ctrlyrp-Tieren (23,78 + 2,56 mM). Entsprechende
Unterschiede in den Plasmainsulinspiegeln der ctrlirp- (15 min: 0,32 £ 0,06 pg/L;
30 min: 0,32 + 0,06 pg/L; 60 min: 0,34 + 0,06 pg/L; 120 min: 0,70 + 0,10 pg/L)
und Gnai3¥°yrp-Tiere (15 min: 0,53 + 0,10 pg/L; 30 min: 0,35 = 0,09 ug/L;
60 min: 0,39 + 0,08 pg/L; 120 min: 0,76 + 0,14 pg/L) konnten nicht festgestellt

werden.
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Abbildung 4.13: Glukosetoleranz der 26-Wochen-alten Gnai3*°- und ctrl-Tiere. (A-B) Basale
Blutglukose- und Plasmainsulinspiegel von 26-Wochen-alten Gnai3?°- und ctrl-Tieren. Gnai3®°cp-Tiere
bendtigten zur Aufrechterhaltung des Nichternblutzuckers niedrigere Plasmainsulinspiegel als ihre
Geschwisterkontrollen und gleichaltrige HFD-Tiere. (C-F) Messung der Blutglukosespiegel von Gnai3?<°-
und ctrl-Tieren Uber einen Zeitraum von 120 min. Keine signifikanten Unterschiede in den Blutglukose- und
Plasmainsulinspiegel zwischen Gnai3®°cp- und ctrlgp-Tieren (C-D). Gnai3®°yrp-Tiere zeigten 120 min nach
Glukoseinjektion signifikant niedrigere Blutglukosespiegel als ihre Kontrollgeschwister. Keine Unterschiede
bei den Plasmainsulinspiegel zwischen Gnai3?°yrp- und ctrinep-Tieren (E-F). Dargestellt sind die Mittelwerte
+ SEM von jeweils 6-21 mannlichen Tieren im Alter von 26 Wochen.

4.8.2 Insulinsensitivitat

Die Pathophysiologie hinter der Entstehung von Diabetes mellitus Typ ist
komplex und nicht abschlie®end geklart. Als gesichert gilt, dass es primar zu
einer Insulinresistenz peripherer Zellen kommt. Zu den peripheren Zellen zahlen
insbesondere Adipo- und Myozyten. Zur Bestimmung der Ganzkorpersensitivitat
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der Insulinrezeptoren wurden i.p. Insulintoleranztests an 26- bis 28-Wochen-alten
Gnai3®°yrp- und ctrlurp-Tieren durchgefiihrt (Abb. 4.14).
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Abbildung 4.14: Insulinsensitivitit von Gnai3*°yrp- und ctrlyrp-Tieren. (A) Messung der basalen
Blutglukosespiegel von Gnai3?°- und ctrl-Tieren nach einer 4-stlindigen Fastenperiode. AnschlieRend i.p.
Injektion von Insulin (1 mU/g KG). (B) Messung der Blutglukosespiegel nach 15, 30, 60 und 120 min.
Annahernd identische Blutglukosespiegel von Gnai3®°yep- und ctrlyep-Tieren basal und nach i.p. Injektion
von Insulin. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von jeweils 9 mannlichen Tieren im Alter von 26-28
Wochen.

Die Messung der basalen Blutglukosespiegel nach einer vierstindigen
Fastenperiode brachte annahernd identische Werte fiir ctrlurp- (9,89 £ 0,58 mM)
und Gnai3®°uep-Tiere (9,82 = 0,34 mM). Innerhalb der ersten 15 min nach
Insulininjektion konnten keine relevanten Anderungen der Blutglukosespiegel
verzeichnet werden (ctrlurp 9,81 £ 0,62 mM; Gnai3®°qep 10,5 + 0,59 mM). Der
blutzuckersenkende Effekt des Insulins kam eine halbe h nach Insulininjektion
zum Tragen. Es konnte ein leichter Abfall der Blutglukosespiegel auf 7,81 +
0,33 mM in ctrlyrp-Tieren und 8,38 + 0,29 mM in Gnai32°rp-Tieren beobachtet
werden. Bereits 60 min nach Insulininjektion kam es zum Erléschen der
Insulinwirkung mit einem Anstieg der Blutglukosespiegel auf 8,45 + 0,46 mM in
ctriuro- und 8,47 £ 0,42 mM in Gnai3®°yrp-Tieren. Zwei h nach Injektion lagen
die Blutglukosespiegel wieder nahe ihrer Ausgangsniveaus (ctrlurp 9,17 %
0,5 mM; Gnai3¥*°4rp 9,06 * 0,38 mM).

4.9 Intrazellulare cAMP-Konzentrationen im Fettgewebe

Die Funktion der Adipozyten wird unter anderem G-Protein-vermittelt Uber den
cAMP/PKA-Signalweg gesteuert. Da die Deletion des Gnai3-Gens in den
Adipozyten zu einem Wegfall der tonisch inhibierenden Wirkung auf die
Adenylylcylase fuhren kann, wurden die intrazellularen cAMP-Konzentrationen



Ergebnisse

69

basal

und nach Zugabe eines unselektiven [(-Adrenorezeptor-Agonisten

(Isoproterenol) mittels spezifischer ex vivo cCAMP-Assays gemessen (Abb. 4.15).
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Abbildung 4.15: Intrazellulare cAMP-Konzentrationen im Fettgewebe von Gnai3¥°- und ctrl-Tieren.
(A-F) Messung der intrazellularen cAMP-Konzentrationen ex vivo basal (w/o) und nach Stimulation mit
Isoproterenol (iso) (10 um) im gWAT, iWAT und BAT von Gnai3?°- und ctrl-Tieren bestimmt. Die Zugabe
von Isoproterenol fiihrte in allen Proben, auRer in den BAT-Proben der Gnai3®°cp-Tiere zu einem
signifikanten Anstieg der cAMP-Konzentrationen. Hierdurch ergaben sich signifikant hohere post-
stimulatorische cAMP-Konzentrationen in den BAT-Proben der ctricp-Tiere im Vergleich zu den Gnai3®°cp-
Tieren. In den iWAT-Proben der Gnai3®°-Tiere konnten nach Stimulation signifikant erhéhte cAMP-
Konzentrationen im Vergleich zu den Proben der Geschwisterkontrollen nachgewiesen werden. Dargestellt
sind die Mittelwerte + SEM.
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In allen entnommenen Fettdepots, aufer in den BAT-Depots der Gnai3*°cp-
Tiere (w/o 139,16 £ 34,65 pmol/mL; iso 173,31 £ 27,81 pmol/ml), konnte durch
die Zugabe des unselektiven B-Adrenozeptor-Agonisten Isoproterenol eine
signifikante Erhdhung der cAMP-Spiegel erreicht werden. Die hochsten cAMP-
Konzentrationen konnten nach Stimulation in den BAT-Proben der ctrlcp-Tiere
gemessen werden (470,14 + 72,49 pmol/ml). Durch den fehlenden
stimulatorischen Effekt von Isoproterenol auf die BAT-Proben der Gnai3#°cp-
Tiere ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen den stimulierten BAT-
Proben der beiden Genotypen (ctrlco 470,14 + 72,49 pmol/ml; Gnai33°cp
173,31 £ 27,81 pmol/ml). Das Fehlen des Gaiz-Proteins spezifisch in Adipozyten
hatte keinen Einfluss auf die intrazellularen cAMP-Level im BAT unter HFD. Die
gWAT-Proben der Gnai3?°-Tiere zeigten nach Stimulation tendenziell erhohte
cAMP-Konzentrationen (Gnai3®°cp 308,59 + 41,31 pmol/ml; Gnai3*°urp
254,32 + 27,90 pmol/ml) im Vergleich zu den Proben der Geschwisterkontrollen
(ctrlcp 229,27 + 40,18 pmol/ml; ctrlyro 211,59 £ 19,30 pmol/ml). In den iWAT-
Proben der Gnai3®°-Tiere konnten nach Stimulation (Gnai3®°cp 367,49 +
38,98 pmol/ml; Gnai3®°yrp 340,52 + 43,74 pmol/ml) sogar signifikant erhohte
cAMP-Konzentrationen im Vergleich zu den Geschwisterkontrollen (ctrlcp
245,01 £ 37,85 pmol/ml; ctrluep 169,40 = 16,28 pmol/ml) gemessen werden.
Zudem zeigten sich tendenziell erhdhte basale cAMP-Konzentrationen in den
gWAT- (ctrlyrp 53,06 + 19,30 pmol/ml; Gnai3®°yrp 86,71 + 14,30 pmol/ml) und
iIWAT-Proben (ctrlurp 48,24 + 4,52 pmol/ml; Gnai3®°uep 72,36 + 13,64 pmol/ml)
der Gnai3¥°yrp-Tiere. Die Gnai3-Deletion flihrte somit zu kontraren Effekten im
BAT und WAT. Wahrend die Gnai3-Deletion insbesondere im iWAT eine
Sensibilitatssteigerung gegenuber Isoproterenol bewirkte, fuhrte die Deletion im
BAT der Gnai3°cp-Tiere zu einer Sensibilititsabnahme gegeniiber
Isoproterenol.

410 Einfluss der Gnai3-Deletion auf den Lipidmetabolismus

Zu den wichtigsten Funktionen der Adipozyten zahlen die Aufnahme von
Fettsduren aus dem Blut, die Speicherung dieser in Form von Triglyceriden
(TAG-Synthese) und der bedarfsgerechte Abbau von TAGs zu Glycerin und
Fettsauren (Lipolyse). All diese Prozesse werden unter anderem G-Protein-
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vermittelt Gber den cAMP-/PKA-Signalweg reguliert. Da es sich bei cAMP um
einen sehr instabilen und ubiquitar verwendeten Botenstoff handelt, lassen sich
aus den veranderten cAMP-Konzentrationen der Gnai32<°-Tiere keine Schllisse
auf den Fettstoffwechsel ziehen. Somit sind isolierte Analysen des
Fettstoffwechsels notwendig.

410.1 Glyceringehalt im Fettgewebe

Die Lipolyse dient der hydrolytischen Spaltung von Triglyceriden in Glycerin und
Fettsauren. Da die Schlusselenzyme der Lipolyse unter anderem Uber den
cAMP-/PKA-Signalweg reguliert werden, stellt sich die Frage, ob sich die
veranderten cAMP-Konzentrationen der Gnai3®°-Tiere auch auf die
Lipolyseaktivitat auswirken. Um diese Anderungen zu erfassen, wurden am Ende
der Studie verschiedene Fettdepots enthommen und der Glyceringehalt basal
sowie nach 10 uM Isoproterenol-Stimulation unter Verwendung spezifischer ex
vivo Lipolyseassays bestimmit.

Die Zugabe von Isoproterenol fuhrte in allen Proben des WATs zu einer
Stimulation der Lipolyse und folglich zu einer signifikanten Steigerung der
Glycerinfreisetzung. Trotz tendenziell erhdhter basaler und signifikant erhohter
post-stimulatorischer cAMP-Konzentrationen im WAT der Gnai32k°-Tiere konnten
weder basal (QWAT: ctrlcp 0,04 + 0,01 pug/ml; Gnai3¥°cp 0,06 + 0,01ug/ml; ctrlnrp
0,11 £0,01 pyg/ml; Gnai3®°yrp 0,11 £ 0,03 pg/ml / iWAT: ctrlcp 0,09 £ 0,02 pg/ml;
Gnai3®°cp 0,08 + 0,02 pg/ml; ctrlro 0,07 + 0,01 pg/ml; Gnai3®°urp 0,07 +
0,01 pg/ml) noch post-stimulatorisch (gWAT: ctrlcp 0,37 £ 0,04 pug/ml; Gnai3®°cp
0,4 £ 0,07 pg/ml; ctrlyrp 0,33 £ 0,04 pg/ml; Gnai3®°urp 0,30 + 0,03 pg/ml / iIWAT:
ctrlcp 0,53 + 0,05 pg/ml; Gnai3°cp 0,44 + 0,08 ug/ml; ctriyrp 0,23 + 0,03 pg/mi;
Gnai3®°yrp 0,23 % 0,03 ug/ml) Unterschiede in der Glycerinfreisetzung
festgestellt werden. Entsprechend der reduzierten post-stimulatorischen cAMP-
Spiegel im BAT der Gnai3®°cp-Tiere, konnte nur ein leichter Anstieg der
Lipolyserate verzeichnet werden (w/o 1,05 + 0,1 ug/ml; iso 1,38 £ 0,25 pg/ml). Im
BAT ihrer Geschwisterkontrollen (ctrlco-Tiere) konnte hingegen ein signifikanter
Anstieg der Glycerinfreisetzung beobachtet werden (w/o 0,99 + 0,14 ug/ml; iso
2,82 + 0,28 upg/ml). Uberraschende Ergebnisse lieferten auch die
Glycerinmessungen im BAT der HFD-Tiere. Trotz des signifikanten Anstieges der
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cAMP-Konzentrationen nach adrenerger Stimulation blieb ein nachweisbarer

Effekt auf die Glycerinfreisetzung vollstandig aus (ctrlurp w/o 0,46 £ 0,05 pug/ml;
iso 0,41 + 0,05 pug/ml; Gnai3®°4rp w/o 0,42 + 0,06 pg/ml; iso 0,45 + 0,06 pg/ml).
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Abbildung 4.16: Ex vivo Glyceringehalt im Fettgewebe der Gnai3®°- und ctrl-Tiere. (A-F) Die
Glycerinfreisetzung wurde basal (w/o) und nach Stimulation mit 10 uym Isoproterenol (iso) im gWAT, iWAT
und BAT von Gnai3?°- und ctrl-Tieren bestimmt. Im BAT der Gnai3®°cp-Tiere konnten nach Stimulation
signifikant niedrigere Glycerinkonzentrationen als in den Gewebeproben der Kontrolltiere festgestellt

werden. Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM.
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410.2 Triglyceridgehalt im Fettgewebe

Der TAG-Gehalt in den Adipozyten wird durch das Aktivitatsniveau der anabolen
und katabolen Enzyme des Fettstoffwechsels bestimmt. Da cAMP einen
indirekten Einfluss auf die Aktivitat dieser Enzyme hat, sind ebenfalls
Anderungen in den Triglyceridspiegeln zu erwarten. Am Ende der Studie wurden
verschiedene Fettdepots der Gnai3?°- und ctrl-Tiere entnommen und unter
Zuhilfenahme spezifischer ex vivo Triglyceridassays auf ihren TAG-Gehalt
untersucht (Abb. 4.17). Aus Zeitgrinden konnten die ex vivo TAG-Assays
ausschlieflich fur Gewebeproben der HFD-Tiere durchgefuhrt werden.
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Abbildung 4.17: Triglyceridgehalt im Fettgewebe von Gnai3?*°yrp- und ctrlurp-Tieren. Im gWAT der
Gnai3®°yep-Tiere konnten signifikant hohere Triglyceridspiegel als im gWAT ihre Kontrollgeschwister
gemessen werden (A). Im iWAT (B) und BAT (C) lassen sich keine signifikanten Unterschiede feststellen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.

Die Messungen der TAG-Konzentrationen im iWAT (ctrliep 165,86 +
22,83 pmol/mg; Gnai3®°yrp 143,53 + 17,68 pmol/mg) und BAT (ctrlurp 103,09 +
13,98 pmol/mg; Gnai3®*°yrp 101,00 £ 16,13 pmol/mg) und brachten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den ctrlirp- und Gnai3®°yrp-Tieren. Trotz
annahernd identischer Lipolyseraten im gWAT der Gnai3°yrp- und ctrlnrp-Tiere
konnten signifikant hohere Triglyceridspiegel im gWAT der Gnai32°urp-Tiere
(ctrlurp 121,59 £ 19,52 pmol/mg; Gnai3?°4rp 173,68 + 10,69 pmol/mg) gemessen

werden.
411 Sauerstoffverbrauch

Die reduzierten BAT-Massen und die reduzierte metabolische Aktivitat der
Gnai3®°cp-Tiere lassen Veranderungen in dem Gesamtsauerstoffverbrauch

vermuten.
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Abbildung 4.18: Gesamtsauerstoffverbrauch der Gnai3*°- und ctrl-Tiere. (A/B) Nichtlineare
Regressionsanalyse fiir den Zusammenhang zwischen Sauerstoffverbrauch und Magermasse von Gnai32k°-
und ctrl-Tieren. Wahrend sich in Gnai3®°uep- und ctrinep-Tiere keine Unterschiede im Sauerstoffverbrauch
detektieren lieRen, zeigten Gnai3*°cp-Tiere im Vergleich zu ihren Geschwisterkontrollen einen reduzierten
Sauerstoffverbrauch. Die Messungen des Sauerstoffverbrauches sowie die Auswertungen dieser
Messungen erfolgten durch Dr. Thorsten Gnad (Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie, Rheinische
Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn, Deutschland).

Die nichtlinearen Regressionsanalysen des Sauerstoffverbrauches der HFD-
Tiere (Abb. 4.18 B) ergaben keine eindeutigen Unterschiede zwischen den
beiden Genotypen (p = 0,207). Im Gegensatz dazu ergaben die Analysen der
CD-Tiere (Abb. 4.18 A) einen deutlich erniedrigten Gesamtsauerstoffverbrauch

der Gnai3°cp-Tiere im Vergleich zu den ctrlcp-Tieren (p = 0,093).
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5 Diskussion

Die steigenden Pravalenzen von Praadipositas, Adipositas und damit
assoziierten Begleiterkrankungen sorgen fur ein zunehmendes Interesse an den
zugrundeliegenden pathophysiologischen Ursachen. Auf zellularer Ebene wird
eine Funktionsstorung des Fettgewebes als eine der Hauptursachen angesehen
(Bluher, 2009; Longo et al., 2019). Eine wichtige Rolle bei der Regulation dieser
dysfunktionalen Prozesse nehmen GPCRs und G-Proteine ein. Fur eine Vielzahl
der Gas-, Gog-, Ga12/13- und Gaii-Proteine konnte bereits eine Beteiligung an der
metabolischen Homoostase von Adipozyten nachgewiesen werden (Vannucci et
al., 1989; Johansson et al., 2008; Oh et al., 2010; Collins, 2012; Yanagida et al.,
2018; Ceddia & Collins, 2020; Leiss et al., 2020; Wang et al., 2020). Durch die
selektive Expression von Pertussis-Toxin in Adipozyten, einem Gift des
Bakteriums Bordetella pertussis, das die Interaktion von Gaio-Proteinen (aul3er
Gaz) mit den Rezeptoren durch kovalente Modifikation eines C-terminalen
Cystein-Rests verhindert, in Adipozyten gelang es einen funktionellen Ausfall von
Gai-Proteinen in Adipozyten herbeizufihren (Wettschureck & Offermanns, 2005;
Wang et al., 2020). Da bekannt ist, dass die einzelnen Gai-Isoformen nicht
ausschlieBlich redundante, sondern auch eigene, nicht kompensierbare
Zellfunktionen Ubernehmen, wurden zudem bereits Analysen zur Adipozyten-
spezifischen Funktion der pradominanten Ga.iz2-Isoform durchgefuhrt (Leiss et al.,
2020). Sowonhl das funktionelle Fehlen aller Gaio-Proteine als auch die selektive
Gnai2-Deletion in den Adipozyten fuhrte zu Veranderungen in der
Zusammensetzung der Korperkompartimente, dem Lipidstoffwechsel und der
Glukosehomdostase (Leiss et al., 2020; Wang et al., 2020). Die Beteiligung der
minoren Gais-Isoform an diesen Prozessen ist bisher weitestgehend ungeklart
und sollte durch die vorliegende Arbeit mithilfe eines Gnai3-defizienten
Mausmodells untersucht werden. Die Generierung Adipozyten-spezifischer
Knockoutmodelle wurde durch Verpaarung von gefloxten Gnai3-Mausen mit
heterozygoten AdipoqERT2-Cre-Tragern erreicht (Sassmann et al., 2010; Leiss
et al., 2020). Die zellspezifische Gnai3-Deletion auf Genomebene konnte durch
den kapillarelektrophoretischen Nachweis des Knockout-Produktes in den

Fettgewebsdepots bei gleichzeitig fehlendem Nachweis in den Lysaten anderer
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Organe verifiziert werden (siehe Abb. 4.2). Da die Aktivitat der Cre-Rekombinase
von der Expression des Adipozyten-spezifischen Promotors Adiponektin
abhangig war, kam es ausschlieBlich in den Fettgewebslysaten der Gnai32-
Tiere zu einer Gnai3-Deletion und damit zu einer Amplifikation des Knockout-
Produktes. Die simultane Expression des gefloxten Alleles erklart sich durch die
hohe Anzahl an Fibroblasten/Fibrozyten, Nervenzellen, Stroma-Gefallzellen und
Immunzellen im Fettgewebe, in denen keine Rekombination stattfand (Rosen &
Spiegelman, 2014).

5.1 Einfluss der Adipozyten-spezifischen Gnai3-Deletion auf die

Expression der Gai-Proteine im Fettgewebe

Die Proteinquantifizierung mittels Immunoblot brachte unterschiedliche Gauis-
Expressionslevel im gWAT, iWAT und BAT der Gnai3%°- und ctrl-Tiere. Die
Fettgewebslysate der Gnai32*°-Tiere zeigten im Vergleich zu den Lysaten der
ctrl-Tiere eine durchschnittliche Reduktion der Gaiz-Expression um 42% im WAT
und um 53% im BAT (siehe Abb. 4.3). Das verbleibende Gaiz-Signal im
Fettgewebe der Gnai32<°-Tiere resultiert vermutlich aus der Gais-Expression
anderer, im Fettgewebe vorkommender Zellen wie beispielsweise
Fibroblasten/Fibrozyten, Nervenzellen, Stroma-Gefal3zellen und Immunzellen,
die Uber 60% des Gesamtzellgehaltes ausmachen (Rosen & Spiegelman, 2014).
Weitere Ursachen konnten eine inkomplette Rekombination durch den Verlust
der Cre-Expression mit zunehmender Generationszahl, eine unzureichende
Tamoxifen-Injektion oder eine ineffiziente Deletion durch partielle Resistenz des
Gnai3-Gens gegenuber der Cre-Rekombinase sein (Schulz et al., 2007; Becher
et al., 2018). Um abschlieend beurteilen zu kbnnen, ob das verbleibende Gais-
Signal tatsachlich von nicht-Adipozyten stammt oder durch eine inkomplette
Rekombination in den Adipozyten zustande kommt, ware eine Isolation der
Adipozyten aus den Fettgewebslysaten und eine erneute Proteinquantifizierung
mittels Immunoblot notwendig. Da in der Literatur bereits eine kompensatorische
Hochregulation des Gais-Proteins bei globaler Deletion von Gai2 beschrieben
wurde, erfolgte erganzend die Quantifizierung der Gair- und Gaiz-
Expressionslevel aus den Fettgewebslysaten der beiden Genotypen (Gohla et
al., 2007; Wiege et al., 2012; Wiege et al., 2013; Kohler et al., 2014; Leiss et al.,
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2014; Devanathan et al., 2015; Keller et al., 2015). Hierbei konnten keine
Unterschiede in den Gait- und Gai-Expressionsleveln der Gnai32<°-Tiere
beobachtet werden (siehe Abb. 4.4). Somit kann eine kompensatorische
Hochregulation der minoren Gais-Isoform und pradominanten Gaiz-Isoform in
Adipozyten-spezifischen Gnai3-defizienten Mausen ausgeschlossen werden.
Interessanterweise konnte — anders als in der Studie von Leiss et al. — die Gai1-
Isoform nicht nur im WAT, sondern auch im BAT nachgewiesen werden (siehe
Abb. 4.4) (Leiss et al., 2020).

5.2 Die Beteiligung von Gais an der Glukosehomoostase

Das Fettgewebe spielt eine wichtige Rolle bei der physiologischen
Glukosehomoostase sowie bei der Entwicklung einer gestorten Glukosetoleranz
im Rahmen eines Diabetes mellitus Typ 2 (Rosen & Spiegelman, 2006). Als
Hauptursache fur einen Diabetes mellitus Typ 2 wird eine chronische,
subklinische Entzindung des Fettgewebes angesehen, die im Laufe der Zeit zu
einer peripheren Insulinresistenz der Adipozyten fuhrt (Shoelson et al., 2006; Wu
& Ballantyne, 2020). Die Studien von Leiss et al. und Wang et al. konnten eine
Beteiligung der Gai-Proteine an diesem Prozess nachweisen (Leiss et al., 2020;
Wang et al., 2020). Sowohl der funktionelle Gaio-Knockout, als auch die selektive
Gnai2-Deletion in den Adipozyten schwachten die inflammatorischen Prozesse
im Fettgewebe und damit die Entwicklung einer diatinduzierten Insulinresistenz
ab (Leiss et al., 2020; Wang et al., 2020). Die selektive Funktion von Gaiz bei
diesem Prozess st bisher ungeklart. Die anfangs durchgefuhrten
Glukosetoleranztests ergaben ein verbessertes Glukosehandling der Gnai33°-
Tiere  (insbesondere Gnai3®°cp-Tiere) im  Vergleich  zu ihren
Geschwisterkontrollen (siehe Abb. 4.12). Die FortfUhrung der jeweiligen
Spezialdiat fuhrte zu einer Abnahme des zu beobachteten Effektes (siehe Abb.
4.13). Die Abnahme der Effekte mit zunehmender Studiendauer konnte durch
das Cre/loxP-System bedingt sein. Durch die zeitlich begrenzte Tamoxifen-
Injektion besteht die Gefahr, dass neu rekrutierte Vorlauferzellen, die keine oder
nur eine sehr geringe Adiponektin-Expression aufweisen, der Cre-vermittelten
Rekombination entgehen (Korner et al., 2005). Bekraftigt wird diese Vermutung
durch die Studienergebnisse von Ye et al., die potenziell wirksames Tamoxifen
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maximal 10 Tagen nach Ende der Tamoxifen-Injektion nachweisen konnten (Ye
et al., 2015). Zur Aufrechterhaltung des Effektes ware demnach eine Tamoxifen-
Injektion Uber den gesamten Versuchszeitraum notwendig.

Eine zentrale Bedeutung bei der Entwicklung einer peripheren Insulinresistenz
wird den Makrophagen zugeschrieben. Sie gelten als Hauptursprungsort fur
bedeutende Entzindungsmediatoren wie TNF-a, IL-6 und IL-1B (Weisberg et al.,
2003; Heilbronn & Campbell, 2008). lhr Anteil am Gesamtzellgehalt im
Fettgewebe kann sich im Rahmen einer Gewichtszunahme von ca. 10% auf ca.
40% erhohen (Weisberg et al., 2003). Zur Quantifizierung der
Makrophagentatigkeit wird haufig die Expression des F4/80-Proteins, einem
Antigen auf der Zelloberflache von Gewebsmakrophagen, analysiert (Khazen et
al., 2005). Die mRNA-Expressionsanalysen der proinflammatorischen
Mediatoren im WAT der Gnai3®°yrp-Tiere zeigten eine signifikant reduzierte
Expression dieses Markerproteins im Vergleich zu den Geschwisterkontrollen
(siehe Abb. 4.11). Die von Nguyen et al. durchgefuhrten FACS-Analysen von
Fettgewebsmakrophagen (Adipose tissue macrophages, ATMs) konnten
spezifische Subpopulationen identifizieren, die neben F4/80 auch CD11b und
CD11c exprimierten. Wahrend dreifach-positive Zellen eine hohe Zahl an pro-
inflammatorischen Mediatoren freisetzten, sezernierten CD11c-negative Zellen
sogar anti-inflammatorische Mediatoren wie IL-10 (Nguyen et al., 2007). Dies
suggeriert, dass Fluktuationen in der F4/80-Expression nicht per se mit einer
veranderten Entzindungsaktivitat im Fettgewebe einher gehen mussen.
Bestatigt wird dies durch die unveranderten Expressionslevel der weiteren
Makrophagenmarker wie MCP-1 und Chil-3, der proinflammatorischen
Mediatoren IL-6, IFN-B, Socs3, IL-1B, TNF-a, des IgE-Rezeptors FceRI (siehe
Abb. 4.11) sowie die unveranderte Insulinsensitivitat in Gnai3¥°yrp-Tieren (siehe
Abb. 4.14).

Die signifikant erniedrigten Spiegel von IL-6 und TNF-a im WAT nach
Adipozyten-spezifischer Gnai2-Deltion deuten darauf hin, dass einzig Gaiz fur die
verbesserte Glukosetoleranz der Gaj-defizienten Mausmodelle verantwortlich ist
(Leiss et al., 2020; Wang et al., 2020). Unklar bleibt, weshalb Gnai3?°-Mause
sowohl unter CD als auch unter HFD eine partiell verbesserte Glukosetoleranz

aufweisen.



Diskussion 79

5.3 Effekt der Gais-Deletion auf die Funktion von weiRen Adipozyten

Gaio-Proteine sind Uber den cAMP/PKA-Signalweg an der Steuerung des
Energiestoffwechsels der Adipozyten beteiligt (Leiss et al., 2020; Wang et al.,
2020). Erwartungsgemal fuhrte das Fehlen des Gaiz-Proteins in den Adipozyten
des weillen Fettgewebes in den durchgefuhrten Analysen zu einem Anstieg der
intrazellularen cAMP-Konzentrationen (siehe Abb. 4.15). Dieser Effekt konnte
insbesondere im iIWAT nach adrenerger Stimulation beobachtet werden (eine
ahnliche Tendenz ist auch im gWAT erkennbar). Ursachlich fur die ungleichen
Effekte in den beiden Fettdepots kdnnte eine starkere sympathische Innervation
und eine hohere Umsatzrate fur Katecholamine des iWATs im Vergleich zum
gWAT sein (Bartness & Song, 2007; Lee et al., 2015; Kim et al., 2016). Unklar
bleibt, ob die Veranderungen der cAMP-Konzentrationen auf einer Interaktion
von Gaiz mit den B-Adrenozeptoren oder dem Wegfall der inhibierenden Wirkung
von Gais auf die Adenylylcylase (effizientere Gos-vermittelte Signalgebung)
beruhen (Lafontan & Berlan, 1993; Martin et al., 2004). Eine entsprechende
cAMP-vermittelte Erh6hung der Lipolyserate mit verstarktem Triglyceridabbau
wie in den Adipozyten-spezifischen Gnai2-defizienten Mausen unter HFD konnte
nicht beobachtet werden (siehe Abb. 4.16) (Leiss et al., 2020). Ursachlich fur den
fehlenden Effekt der erhdhten cAMP-Spiegel auf die Lipolyserate kdonnte die
subzellulare Distribution der einzelnen Isoformen in den weil3en Adipozyten sein.
Immunhistochemische Analysen von primar kultivierten Adipozyten der Maus
zeigten, dass Gai1 und Gai2 Uberwiegend im Bereich der Adiposomen zu finden
sind, wahrend Gais vorrangig perinuklear im Bereich des Golgi-Apparates zu
finden ist (Cadrin et al., 1993; Denis-Henriot et al., 1996; Bégin-Heick et al.,
1997). Allein die Lokalisation der verschiedenen Isoformen suggeriert, dass die
Regulation des Lipidstoffwechsels Uberwiegend von den Gaii- und Gaiz-
Proteinleveln abhangig ist. Das Fehlen des per se schwach exprimierten Gauis-
Proteins spezifisch in Adipozyten wurde somit insbesondere im Golgi-Apparat zu
einer Enthemmung der Adenylylcyclase und einem Anstieg der cAMP-
Konzentration fuhren. Da cAMP nicht dazu in der Lage ist durch freie Diffusion
zu einem beliebigen intrazellularen Effektor zu gelangen, sondern ausschlief3lich

in definierten Kompartimenten wirkt, erscheint ein Effekt auf die lipolytischen
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Enzyme unwahrscheinlich (lll & Cheng, 2018). Neben den unterschiedlichen
subzellularen Lokalisationen der einzelnen Isoformen konnten auch modifizierte
Aktivitatsniveaus der cAMP-abhangigen Effektoren (PKA, EPAC, lonenkanale)
oder der Phosphodiesterasen ursachlich fur die eingeschrankte cAMP-vermittelte
Signaltransduktion sein. Neben den klassischen PKAs existieren mit den EPACs
eine weitere wichtige Gruppe an cAMP-Rezeptoren. Obwohl beide durch
denselben Botenstoff aktiviert werden, konnen sie sich bei der Kontrolle zellularer
Funktionen antagonisieren (Cheng et al., 2008; Ill & Cheng, 2018). Eine
verstarkte Expression der EPACs wurde eine groRere Menge des intrazellularen
cAMPs binden, wodurch weniger cAMP fur eine PKA-Aktivierung zur Verfugung
stinde. Vergleichbares wurde eine erhohte Aktivitat von PDEs bewirken. PDEs
sind entscheidend fur die Starke und Dauer des cAMP-Signals in einer Zelle (11l
& Cheng, 2018). Eine Steigerung der Aktivitat wirde zu einem vorzeitigen Abbau
von cAMP fuhren und damit die PKA-Aktivierung abschwachen (Li et al., 2022).
Eine Beteiligung der Goi-Proteine und ihrer nachgeschalteten Effektoren an der
komplexen Regulation der PDEs konnte wiederholt gezeigt werden (Omori &
Kotera, 2007; Syrovatkina et al., 2016). Da die metabolische bzw. lipolytische
Aktivitat des weillen Fettgewebes im direkten Zusammenhang mit der
Morphologie der Adipozyten steht, konnten keine eindeutigen Veranderungen in
der Gewichtszunahme (siehe Abb. 4.5 A-C), den Gesamtfettmassen (siehe Abb.
4.6) oder der Adipozytenmorphologie (siehe Abb. 4.7 und 4.8) festgestellt werden
(Laurencikiene et al., 2011). Daraus lasst sich schlieen, dass Gaiz — anders als
Gaiz - keine zentrale Rolle bei der Entwicklung von ernahrungsbedingter
Fettleibigkeit spielt (Leiss et al., 2020).

Insgesamt lassen die fehlenden (eindeutigen) Veranderungen in den WAT-
Depots der Gnai32°-Tiere vermuten, dass Gais allenfalls eine untergeordnete

Rolle bei der Steuerung der weil3en Adipozytenfunktion einnimmt.
54 Die Rolle von Gais im braunen Fettgewebe

Die Differenzierung von braunen Adipozyten ist komplex und unterliegt einer
seriellen Aktivierung und Unterdrickung von Transkriptionsfaktoren, Co-
Aktivatoren sowie Co-Repressoren. Hierzu zahlen unter anderem PPARYy, PGC-
1a, CCAAT/Enhancer-Binding-Proteine (C/EBP) sowie microRNAs (Alcala et al.,
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2019). Obwohl sich die meisten braunen Adipozyten bereits wahrend der
Embryonalentwicklung aus mesenchymalen Stammzellen differenzieren,
unterliegt das BAT auch nach der Embryogenese einer gewissen Dynamik (Tapia
et al., 2018; Alcala et al., 2019). Zu den verantwortlichen Mechanismen zahlt
unter anderem die kalteinduzierte BAT-Rekrutierung durch verstarkte
Proliferation und Differenzierung von MSCs (Lee et al., 2015; Nedergaard et al.,
2019). Initialisiert wird dieser Prozess durch die Aktivierung von [3-
Adrenozeptoren, die uber den cAMP/PKA Signalweg die Mitoseaktivitat der
MSCs beeinflussen (Fredriksson & Nedergaard, 2002; Hinoi et al., 2014; Labbé
et al., 2016). Das Mal} der BAT-Rekrutierung ist damit abhangig von der Aktivitat
der B-Adrenozeptoren und ihrer nachgeschalteten Effektoren (Bronnikov et al.,
1999; Fukano et al., 2016). Da der Gais-Mangel im BAT wider Erwarten zu
reduzierten cAMP-Konzentrationen nach adrenerger Stimulation fuhrte (siehe
Abb. 4.15 E), ist ein negativer Einfluss der Gaiz-Deletion auf die kalteinduzierte
BAT-Rekrutierung denkbar. Neben der kalteinduzierte BAT-Rekrutierung spielen
auch inflammatorische Prozesse eine Schllsselrolle bei der Regulierung der
Transdifferenzierung von Adipozyten. Wahrend einige Immunzellen essenziell fur
die Kalteadaptation des BATs zu sein scheinen, wirken sich andere
inflammatorische Signale negativ auf die Differenzierungsfahigkeit der
Adipozyten aus (Nguyen et al., 2011; Medrikova et al., 2015). Verschiedene
proinflammatorische Stimuli (z.B. TNF-a, IL-1 und LPS) kdnnen uber Zytokin-,
Mustererkennungs-, TNF-, T- und B-Zell-Rezeptoren eine Aktivierung des NF-
kB-Signalweges und eine Herunterregulation adipogener Transkriptionsfaktoren
bewirken (Bae et al., 2015; Liu et al., 2017; Alcala et al., 2019). Zudem konnen
Entzindungssignale die zellulare Apoptose sowohl in weifden als auch in braunen
Adipozyten fordern (Alcala et al., 2019). Die Studien von Wang et al. konnten
bereits belegen, dass ein funktioneller Knockout von Gai-Proteinen spezifisch
in Adipozyten zu einer erhdhten Expression proinflammatorischer Mediatoren im
BAT von HFD-Tieren fuhrt (Wang et al., 2020). Entsprechende Veranderungen
im BAT der Gnai3¥°cp-Tiere konnten die Differenzierungsfahigkeit einschranken
und Uber erhdohte Apoptoseraten zu reduzierten BAT-Massen flhren.

Weiterfuhrend sollten deshalb die Expressionslevel von proinflammatorischen
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Mediatoren, adipogenen Transkriptionsfaktoren und Apoptosemarkern im BAT
untersucht werden.

Neben reduzierten BAT-Massen zeigten die Gnai3®°cp-Tiere auch einen
verminderten  Gesamtsauerstoffverbrauch  im  Vergleich  zu  ihren
Geschwisterkontrollen (siehe Abb. 4.18 A). Der groRte Teil des Sauerstoffs (ca.
98%), der die Gewebezellen erreicht wird von Mitochondrien zur
Energieerzeugung durch oxidative Phosphorylierung verwendet (Wefers Bettink
et al, 2019). Einen wichtigen Botenstoff bei der Regulation der
Mitochondrienfunktion stellt cAMP dar (Valsecchi et al., 2013). Zahlreiche
Studien lassen vermuten, dass cAMP zu einer Stimulation von Proteinkinasen in
unterschiedlichen Kompartimenten der Mitochondrien fuhrt (Schwoch et al.,
1990; Sardanelli et al., 1996). Die Aktivierung des cAMP/PKA-Signalweges fuhrt
uber Phosphorylierungsprozesse unterschiedlicher Komplexe der Atmungskette
zu einer erhohten Zellatmung (Carlucci et al., 2008). Die reduzierten cAMP-
Konzentrationen nach adrenerger Stimulation (siehe Abb. 4.15 E) kdnnten damit
ein Grund fir den verminderten Gesamtsauerstoffverbrauch der Gnai32<°cp-Tiere
sein. Daruber hinaus haben die cAMP-Konzentrationen Einfluss auf die
mitochondriale Morphologie, die im direkten Zusammenhang mit den
Autophagieprozessen der Mitochondrien (Mitophagie) steht (Valsecchi et al.,
2013). Die PKA-vermittelte Phosphorylierung von Drp1, einem Dynamin-
verwandten GTPase-Protein, fordert die mitochondriale Elongation, indem es die
Fusion ungehindert ermdglicht und so das Uberleben der Zelle fordert (Chang &
Blackstone, 2007; Cribbs & Strack, 2007; Gomes et al., 2011). Hinweise auf eine
komplexe Beteiligung von Gaiz an Autophagieprozessen wurden in der Literatur
bereits mehrfach beschrieben (Ogier-Denis et al., 1995; Gohla et al., 2007).
Wahrend die Uberexpression von Gais in humanen Zellen des Kolonkarzinoms
zu einer Steigerung der autophagischen Sequestrierung fuhrte, ergaben
Analysen zur autophagischen Proteolyse in perfundierten Mauselebern, dass ein
Mangel an Gaiz zu einem Verlust der anti-autophagischen Wirkung von Insulin
fuhrt (Ogier-Denis et al, 1995; Gohla et al., 2007). Aktuelle, bisher
unveroffentlichte Daten meiner Kollegen zu den Auswirkungen eines globalen
Gaiz-Mangels auf die Funktion von Thrombozyten bestatigen eine Beteiligung

von Goiz am Autophagieprozess. Elektronenmikroskopische Aufnahmen der



Diskussion 83

Thrombozyten  zeigen eine Vielzahl von  Mitochondrien-beladenen
Autophagosomen sowie eine daraus resultierende reduzierte Anzahl an
Mitochondrien. Die wenigen, noch vorhandenen Mitochondrien weisen eine
atypisch-diffuse  Struktur auf. Zudem konnte eine Herabregulation
mitochondrialer Gene festgestellt werden (Dr. Veronika Leiss, personliche
Mitteilung). Daraus lasst sich ableiten, dass Gais nicht nur fur die Regulation der
Auto- bzw. Mitophagieprozesse verantwortlich ist, sondern auch einen relevanten
Einfluss auf die Morphologie und damit die ordnungsgemafle Funktion der
Mitochondrien haben konnte. Wahrend fur andere Go-Subfamilien, darunter
Ga12 und Gayg, ein solcher Effekt bereits nachgewiesen werden konnte, sind die
Funktionen der ebenfalls exprimierten Gaj-Proteine noch unbekannt (Lyssand &
Bajjalieh, 2007; Andreeva et al., 2008; Beninca et al., 2014).

Zusammenfassend lassen die Daten vermuten, dass die Gais-Deletion zu einer
veranderten Mitochondrienmorphologie und einer  eingeschrankten
Mitochondrienfunktion im BAT der CD-Tiere fuhrte. WeiterfUhrende Analysen
sollten neben der Isolation von braunen Adipozyten und der erneuten
Bestimmung der intrazellularen cAMP- und ATP-Spiegel detaillierte Analysen der
Mitochondrien beinhalten. Hierzu sollte die Morphologie der Mitochondrien
mithilfe von elektronenmikroskopischen Aufnahmen bewertet werden und ihre
Funktion mittels Seahorse Analyzer untersucht werden, der Uber die Messung
der Sauerstoffverbrauchsrate (OCR) und des extrazellularen pH-Werts (ECAR)
wichtige Informationen Uber die mitochondriale Funktion, den oxidativen Stress
und die metabolische Dysfunktion liefern kann (Divakaruni et al., 2014).

Die fehlenden Unterschiede im BAT der HFD-Tiere konnten durch die
erndhrungsbedingten Veranderungen der Expressionslevel von Gai1-3 bedingt
sein. Im Rahmen einer HFD kommt es im braunen Fettgewebe zu einer
Hochregulation der dominant exprimierten Ga.i2-Isoform, wodurch das Fehlen der
Gais-Isoform funktionell kompensiert werden konnte (Gohla et al., 2007; Wang et
al., 2020).
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5.5 Limitationen der Studie

Unabhangig des gewahlten Studiendesigns (Grundlagenforschung, klinische
oder epidemiologische Forschung) unterliegen alle Studien gewissen
Limitationen (Rohrig et al., 2009; Ross & Bibler Zaidi, 2019).

Eine Limitation ergibt sich aus der pra-experimentellen Entscheidung, sich auf
eine bestimmte Versuchsgruppe zu fokussieren, um so den Umfang der Studie
einzuschranken (Ross & Bibler Zaidi, 2019). In dieser Studie wurde basierend
auf den Analyseergebnissen von Leiss et al. und Wang et al. der Primarfokus auf
Veranderungen in Tieren unter HFD gelegt (Leiss et al., 2020; Wang et al., 2020).
Aus diesem Grund wurde eine hohere Anzahl an Tieren unter HFD-Bedingungen
gehalten und analysiert (siehe Abb. 4.5). Ein Teil der Analysen konnte folglich
ausschlieBlich fur die HFD-Tiere durchgefuhrt werden. Aufgrund der detektierten
Veranderungen in den CD-Tieren ware es ruckblickend von Vorteil gewesen,
identische Probenzahlen fur CD- und HFD-Tiere zu wahlen und alle Projektteile
gleichermal3en durchzufuhren.

Eine weitere Limitation ergibt sich aus den verwendeten Probenmaterialien. Da
es sich bei diesen um Fettgewebslysate und nicht um isolierte Adipozyten
handelte, kann keine exakte Aussage zur Rekombinationseffizienz getatigt
werden. Zudem besteht die Mdglichkeit, dass die beobachteten Veranderungen
nicht auf dem Adipozyten-spezifischen Gais-Mangel sondern beispielsweise auf
adaptiven genetischen Veranderungen anderer Zellen beruhen (Teng et al.,
2013). Eine erganzende Isolation der Adipozyten und erneute Analysen konnten
diese Unsicherheiten zumindest partiell auflosen/klaren.

Insgesamt verdeutlichen die genannten Limitationen den Bedarf weiterer ex vivo

und in vivo Analysen.
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6 Schlussfolgerung

Die Deletion der minoren Gais-Isoform spezifisch in Adipozyten fuhrte zu

unterschiedlichen Veranderungen im weil3en und braunen Fettgewebe.
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Abbildung 6.1: Schematische Darstellung der Gais-bedingten Verdnderungen im WAT. Der Mangel
an Gais flhrte erwartungsgemall zu einem Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentrationen nach
adrenerger Stimulation. Eindeutige Veranderungen in der metabolischen Funktion oder der Morphologie

resultierten daraus jedoch nicht. HFD - Hochfettdiat; AC - Adenylylcyclasen; ATP - Adenosintriphosphat;
cAMP - cyclisches Adenosinmonophosphat. Abbildung erstellt mit BioRender.com.

Das Fehlen des Guais-Proteins spezifisch in weillen Adipozyten fuhrte sowohl
unter CD als auch unter HFD vermutlich GUber eine Enthemmung der
Adenylylcyclase zu einem Anstieg der intrazellularen cAMP-Spiegel nach
adrenerger Stimulation. Eindeutige Veranderungen in der Gewichtszunahme, der
Morphologie, der metabolischen Aktivitat, der Entziundungsaktivitat oder der
Glukosetoleranz - wie es in den Gnai2?°-Tieren der Fall war - ergaben sich
hieraus nicht (Leiss ef al., 2020). Ursachlich fur die fehlenden Veranderungen
konnten die per se niedrigen Expressionslevel von Gaiz und/oder die subzellulare
Lokalisation von Gais sein (siehe 5.3). Dies deutet darauf hin, dass die weil3en
Adipozyten primar durch das dominant exprimierte Gaiz reguliert werden und Ga.iz
allenfalls eine ungeordnete Rolle einnimmt.

In den braunen Adipozyten fuhrte das Fehlen des Gais-Proteins ausschlie3lich
unter CD-Bedingungen zu signifikanten Veranderungen in den morphologischen
und funktionellen Eigenschaften (siehe Abb. 6.2).
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Abbildung 6.2: Schematische Darstellung der Gaiz-bedingten Verdanderungen im BAT. Wahrend der
Mangel an Gais keinen Einfluss auf das BAT unter HFD hatte, flihrte der Gaiz-Mangel unter CD zu einer
Reduktion der BAT-Massen, einer Abnahme der adrenergen Stimulationsfahigkeit mit reduzierten cAMP-
und Glycerinspiegeln und folglich zu einem reduzierten Gesamtsauerstoffverbrauch. HFD - Hochfettdiat;
AC - Adenylylcyclasen; ATP - Adenosintriphosphat; cAMP - cyclisches Adenosinmonophosphat. Abbildung
erstellt mit BioRender.com.

Die Deletion der minoren Gaiz-Isoform spezifisch in Adipozyten fuhrte zu einer
Reduktion der BAT-Masse, einer Abnahme der adrenergen Stimulationsfahigkeit
mit reduzierten cAMP- und Glycerinspiegeln und folglich zu einem reduzierten
Gesamtsauerstoffverbrauch der Gnai32°-Tiere. Unter Einbezug der erhobenen
Daten und des aktuellen Forschungsstandes wurde das in Abb. 6.3 abgebildete
hypothetische Modell entwickelt.

Uber einen bisher unbekannten Mechanismus fliihrte der Mangel an Gais zu einer
Abnahme der adrenergen Stimulationsfahigkeit und damit zu erniedrigten
intrazellularen cAMP- und Glycerinspiegeln (als Parameter fur die
Lipolyseaktivitat). Da das klassische Modell zur Wirkungsbeziehung von Gaiz und
den Adenylylcyclasen diese Veranderungen nicht erklart, muss Gaus in Interaktion
mit weiteren cAMP-regulierenden Effektoren/Proteinen stehen. Als mogliche
Interaktionspartner kommen beispielsweise die [B-Adrenozeptoren oder die
Phosphodiesterasen in Frage. Die erniedrigten BAT-Massen konnten durch eine
gesteigerte Autophagietatigkeit, erhohte inflammationsbedingte Apoptoseraten
und/oder eine reduzierte BAT-Rekrutierung bedingt sein, die sowohl auf
veranderten cAMP-Spiegel als auch auf direkten Gaiz-vermittelten Effekten
beruhen kénnten. Neben den offensichtlichen Faktoren wie der verminderten
metabolischen Aktivitat und den reduzierten BAT-Massen als Ursachen fur den
reduzierten Gesamtsauerstoffverbrauch der Gnai32°-Tiere lassen insbesondere



Schlussfolgerung 87

die morphologischen Analysen der Thrombozyten aus Gnai3”-Tieren (siehe 5.3)
eine additive Beteiligung der Mitochondrien vermuten.
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Abbildung 6.3: Hypothetisches Modell zur Beteiligung von Gaiz an der Funktion brauner
Adipozyten. Die Deletion von Gaiz in den braunen Adipozyten fihrte Uber einen bisher unbekannten
Mechanismus zu einer Senkung der intrazellularen cAMP-Konzentrationen nach adrenerger Stimulation mit
folglich verminderten Lipolyseraten. Die reduzierten BAT-Massen der Knockouttieren kdnnten durch
gesteigerte Autophagie- und (inflammationsbedingte) Apoptoseraten in Kombination mit einer reduzierten
BAT-Rekrutierung bedingt sein. Neben den reduzierten BAT-Massen und der verminderten metabolischen
Aktivitdt kommen auch eine cAMP-vermittelte Inhibition der Atmungskette und eine gesteigerte
mitophagische Aktivitat als Ursache fir den reduzierten Sauerstoffverbrauch in Frage (ndhere Erklarung
sieche Text). Iso - Isoproterenol; B-AR - B-Adrenozeptoren; AC - Adenylylcyclasen; ATP -
Adenosintriphosphat; cAMP - cyclisches Adenosinmonophosphat. Abbildung erstellt mit BioRender.com.

In den Mitochondrien konnten die verminderten cAMP-Spiegel zu einer Inhibition
der Atmungskette gefuhrt haben und so mitverantwortlich fur den erniedrigten
Sauerstoffverbrauch sein. Darlber hinaus konnte die Gaiz-Deletion eine
Veranderung der mitochondrialen Morphologie bedingt und so mitophagische
Prozesse initialisiert haben. Die Daten zeigen, dass Gais entscheidend an der
Regulation der braunen Adipozytenfunktion und -morphologie beteiligt ist. Die
zugrunde liegenden Mechanismen sind dabei weitestgehend unklar und
bedurfen weiterer ex vivo und in vivo Analysen der braunen Adipozyten und

speziell ihrer Mitochondrien.
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7 Zusammenfassung

Praadipositas und Adipositas sind mit einer Vielzahl von Komorbiditaten wie dem
metabolischen Syndrom, kardiovaskularen Erkrankungen und bestimmten Typen
von Karzinomen assoziiert. Ursachlich fur eine exzessive Akkumulation von Fett
ist ein Ungleichgewicht zwischen der Energiezufuhr und dem Energieverbrauch.
An der Aufnahme, Speicherung und Verteilung dieses Energielberschusses sind
zahlreiche Organe beteiligt. Die steigende Pravalenz von Praadipositas und
Adipositas sorgt fur ein zunehmendes Interesse an der Identifizierung beteiligter
Strukturen als mogliche (neue) therapeutische Ziele fur die Behandlung von
Fettleibigkeit.

Einen vielversprechenden Angriffspunkt stellen die inhibitorischen G-Proteine in
Adipozyten dar. Sowohl das funktionelle Fehlen aller Pertussis-Toxin (PTX) -
sensitiven Gaio-Proteine, als auch die selektive Gnai2-Deletion in den
Adipozyten fuhrte zu einer veranderten Korperzusammensetzung, einer
gesteigerten Stoffwechselaktivitat und einer abgeschwachten Entwicklung der
diatinduzierten Insulinresistenz (Leiss et al., 2020; Wang et al., 2020). Die Rolle
der minoren Gaiz-Isoform bei diesen Prozessen ist bisher ungeklart und wurde
mit Hilfe von Adipozyten-spezifischen Gais-defizienten Mausen (Gnai32°)
untersucht.

Im weillen Fettgewebe fuhrte die Deletion des Gaiz-Proteins zu einem Anstieg
der cAMP-Konzentrationen nach adrenerger Stimulation ohne die
Lipolyseaktivitat oder die Adipozytenmorphologie entscheidend zu beeinflussen.
Ebenso wenig konnten eindeutige Veranderungen in der Expression der
proinflammatorischen Mediatoren, der in vivo Glukosetoleranz oder der in vivo
Insulinsensitivitat festgestellt werden. Dies spricht dafur, dass die Regulation der
weillen Adipozytenfunktion primar von der Aktivitat der dominant exprimierte
Gaio-Isoform abhangig ist und das minore Gais-Protein allenfalls eine
untergeordnete Rolle einnimmt (Leiss et al., 2020; Wang et al., 2020).
Uberraschende Versuchsergebnisse lieken sich im braunen Fettgewebe der
Knockouttiere unter Kontrolldiat detektieren. Uber einen bisher unbekannten
Mechanismus fuhrte der Mangel an Gais zu einer Abnahme der adrenergen

Stimulationsfahigkeit und folglich zu signifikant reduzierten post-stimulatorischen
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cAMP- und Glycerinkonzentrationen. Zudem fuhrte die Gnai3-Deletion zu einer
signifikanten Abnahme der braunen Fettgewebsmasse. Dementsprechend
zeigte sich auch der Gesamtsauerstoffverbrauch der Gnai3°cp-Tiere
vermindert. Die Daten zeigen, dass Gaiz entscheidend an der Regulation der
braunen Adipozytenfunktion und vermutlich auch an der Adipozytenmorphologie
beteiligt ist. Die zugrunde liegenden Mechanismen sind dabei weitestgehend

ungeklart und bedurfen weiterer ex vivo und in vivo Analysen.
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9 Anhang

9.1 Antikorper

9.11 Primarantikorper
Antikorper Spezies Verdiinnung Hersteller
Anti-Gaii1i2 Kaninchen 1:5000 7 Bio Science
Anti-Gais Kaninchen 1:5000 — 1:20 000 | 7 Bio Science
Anti-B-Aktin Maus 1:50 000 Sigma-Aldrich
9.1.2 Sekundarantikorper
Antikorper Spezies Verdiinnung Hersteller
Anti-Maus IgG Cell Signaling
Kaninchen 1:2000
HRP-konjugiert Technology, Inc.

9.2 Oligonukleotide

Zielgen | Primer Sequenz PCR-
Produkt
wt 800 bp

Primer EX7-R | 5’ATGCTGTCAAACAATTTCATGS3'
Gnai3 flox 836 bp

Primer Int-F 5'TAGCAGTTGTCATGGCTACC 3

ko 450 bp

Adipog-for 5 TGGTGCATCTGAAGACACTACAS' | tg 700 bp
Adipog- Adipog-rev 5'TGCTGTTGGATGGTCTTCACA3' kon 200 bp
Cre IPC-for 5'CAAATGTTGCTTGTCTGGTG3'

IPC-rev 5'GTCAGTCGAGTGCACAGTTTS3'
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