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1. EINLEITUNG




Einleitung

Die Moglichkeit, Uberschissige Energie in Form von Fettgewebe speichern zu kdnnen und in
Hungerzeiten als Reserve zu nutzen, war von der Natur als ein Uberlebensvorteil fiir den
Menschen gedacht. Dieser Vorteil ist seit der Industrialisierung zu einem weltweiten Problem
geworden. Mangel an Bewegung und eine kalorienreiche Erndhrung fihren zu Adipositas.
Adipositas wird durch ein Ungleichgewicht zwischen Energiezufuhr und Energieabgabe
ausgeldst und ist als ein body-mass-index (BMI) Wert = 30 kg/m? charakterisiert. Dabei sind
neben der Adipositas selbst auch deren Folgeerkrankungen ein immer grélRer werdendes
medizinisches Problem. So leiden immer mehr Ubergewichtige Menschen an
Insulinresistenz, Diabetes mellitus Typ 2, Hypertonie und Fettstoffwechselerkrankungen.
Eine Korrelation zwischen dem BMI und der Lebensspanne wurde bereits 1988 festgestellt.
Zudem sinkt gleichzeitig die Lebenserwartung, wenn der BMI 20% tber dem Normalbereich

(20-24,9 kg/m?) liegt (Harris et al., 1988).

Daneben stellen Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 auch ein zunehmendes
gesundheitsokonomisches Problem dar. Da die Inzidenz des Diabetes in Deutschland um
ca. 5 % pro Jahr zunimmt, wurde 2001 eine Studie Uber die anfallenden Kosten pro
Diabetespatient pro Jahr durchgefiihrt. Dabei wurde festgestellt, dass die
Behandlungskosten der Grunderkrankung bei rund 542€/Jahr liegen. Zu diesen
Behandlungen zahlen die Beratung sowie das Verschreiben von antidiabetischen
Medikamenten. Dagegen fallen fir Patienten mit einer Behandlung der Komplikationen, die
mit der Grunderkrankung einhergehen, bereits 1563€ an. Insgesamt entstehen so Kosten
von rund 4000€ pro Patient pro Jahr (Hauner, 2006). Wenn man diese Kosten auf die
gesamten 6 Millionen bekannten Diabetiker in Deutschland hochrechnet, so ergeben sich
rund 60 Mrd. € im Jahr. Nur 23 Mrd. € lassen sich auf die Erkrankung Diabetes zurtckflhren.
Mit den restlichen 37 Mrd. € werden die vom Diabetes hervorgerufenen Folgeerkrankungen
behandelt. Laut einer CoDiM Studie aus dem Jahre 2000 stellen die Kosten fur Diabetes-
behandlungen 14,2 % der gesamten Gesundheitskosten in der Bundesrepublik dar (Koster

et al., 2006).
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Wie sich das Essverhalten und das Koérpergewicht in den letzten 40-50 Jahren entwickelt
haben, zeigt eine Studie aus den USA. In den Jahren 1960-1962 betrug der Anteil von
Ubergewichtigen 13,4%. Nur 40 Jahre spater lag dieser Wert bei 30,9% mit einer stetig
steigenden Tendenz. Deshalb ist es sehr wichtig, nicht nur die Auswirkung des
Uberschissigen Fettgewebes, sondern auch dessen Entstehung zu untersuchen, um

bessere Therapien zur Bekdmpfung der Adipositas entwickeln zu kénnen.

1.1 ADIPOGENESE

Der Prozess bei dem Fettzellen, so genannte Adipozyten, entstehen, wird allgemein als
Adipogenese bezeichnet. Diese kann man in zwei Schritte einteilen. Zum Einen in die
Determinierung von mesenchymalen Stammzellen zu Preadipozyten und zum Anderen in die
Differenzierung dieser zu ausgereiften Adipozyten. Im Zuge der Determinierung werden aus
multipotenten mesenchymalen Zellen Preadipozyten. Diese kdnnen morphologisch zwar
nicht von ihren Vorlauferzellen unterschieden werden, haben aber die multipotente Fahigkeit
in diesem Stadium eingeblft, was gleichzeitig bedeutet, dass diese Zellen nur noch zu
Adipozyten, nicht aber z.B. zu Osteozyten differenzieren kénnen. Die Differenzierung selbst
kann ebenfalls in zwei Schritte eingeteilt werden: In eine klonale Expansion der
Preadipozyten und eine anschlielende terminale Differenzierung dieser zu ausgereiften

Adipozyten (Rosen and MacDougald, 2006).
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Determinierung Differenzierung

klonale Expansion terminale Differenzierung

C® m=p | m— OO m—

mesenchymale Préadipozyt
Stammzelle Adipozyten

Abbildung 1. Verlauf der Adipogenese.

Im ersten Schritt erfolgt die Determinierung der mesenchymalen Stammzellen zu Preadipozyten. AnshlieBend findet die
Differenzierung der Preadipozyten zu reifen Adipozyten statt.

1.2 TRANSKRIPTIONELLE REGULATION DER ADIPOGENESE

Die hdéchst komplexe Steuerung der Adipogenese unterliegt der strengen Kontrolle von
Hormonen, Zytokinen, Nahrstoffen und Signalmolekiilen, die die Expression und die Aktivitat
verschiedener Transkriptionsfaktoren verandern (Feve, 2005). Wichtige proadipogene
Faktoren sind die CCAAT-enhancer-binding-Proteine (C/EBP-a,-3,-0) und der Peroxisome
Proliferator-activated Receptor (PPAR-y,-B,-6). Wird die Adipogenese eingeleitet, so werden
zunachst C/EBP-B und -0 aktiviert. C/EBP- und -6 stimulieren die Expression des Cyclin D
Kinase (CDK) Inhibitors p21, indem C/EBPs direkt an die Promotorregion des p21 Gens
binden und diesen aktivieren (Cram et al., 1998). Die erhdhte p21 Expression flhrt zu einer
Hypophosphorylierung des Retinoblastoma Proteins (Rb), was letztendlich den Zellzyklus
und damit die Proliferation arretiert (Hiebert et al., 1992). Wird der Zellzyklus gestoppt, fuhrt
die Aktivitdt von C/EBP-B und -6 gleichzeitig zur erhéhten Expression von PPAR-y und
C/EBP-a (Elberg et al., 2000; Schwarz et al., 1997), welche fir die Ausbildung des

adipogenen Phenotyps essentiell sind. PPARY liegt im Organismus in Form von zwei Splice-
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Varianten vor, PPARy1 und PPARy2 (Zhu et al., 1995), wobei PPARYy2 fiir die Adipogenese
unabdingbar ist (Ren et al., 2002). Der zweite wichtige proadipogene Faktor, C/EBPa, wird
durch PPARy2 aktiviert. Es wurde gezeigt, dass das Fehlen eines dieser Faktoren zur

gestorten Adipogenese flhrt (Rosen et al., 1999; Wang et al., 1995).

Neben den proadipogenen Faktoren gibt es eine Reihe antiadipogener Faktoren, die die
Entstehung neuer Adipozyten im Gleichgewicht halten. So koénnen z.B. Zytokine wie
Tumornekrosefaktor a (TNFa), Interleukiné (IL6), IL4 und IL1 die Entstehung neuer
Adipozyten inhibieren. Dies geschieht entweder durch Inhibierung der Differenzierung, wie
im Fall von TNFa (Suzawa et al., 2003) oder durch die Inhibierung der Proliferation, wie im
Fall von IL4 (Hua et al., 2004). Die Zytokine kdnnen letztendlich zur gestorten Adipogenese
fuhren, was fur die Entwicklung einer Insulinresistenz von Bedeutung ist (Weisberg et al.,
2003). Ein weiterer Faktor, factor that binds IST-1 (FBI-1), der zur Gruppe der Poxvirus
Zinkfingerfamilie Proteine (POZ) gehért, hat in der Adipogenese eine zentrale Funktion. FBI-
1 wird wahrend der Adipogenese am Tag drei und vier besonders stark exprimiert. Hohe
mMRNA Expressionslevel wurden vor allem bei stark Gbergewichtigen Patienten beobachtet.
Bei einer Uberexpression von FBI-1 zeigte die Zelllinie 3T3-L1 (Maus-Preadipozyten) eine
reduzierte Cyclin A Aktivitat sowie eine reduzierte DNA-Synthese (Laudes et al., 2004). 2008
konnte FBI-1 eine duale Funktion wahrend der Adipogenese zugeordnet werden. Es wurde
gezeigt, dass FBI-1 die Proliferation von Preadipozyten durch Hemmung von Cyclin A
inhibiert. Gleichzeitig wird nach der Arretierung des Zellzyklus die Adipogenese durch FBI-1
Uber eine Hemmung des PPARYy-Inhibitors, E2F4, geférdert. Neben vielen weiteren
antiadipogenen Faktoren wie z.B. Interferon-y, TNFB, Pref-1 wurde auch eine Involvierung

verschiedener Sighalwege, die fir die Adipogenese wichtig sind, beobachtet.
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1.3 SIGNALWEGE IN DER ADIPOGENESE

1.3.1 NOTCH-SIGNALWEG

Notch ist ein transmembranstandiger Rezeptor, der als Ligand fir Delta und Serate/Jagged
fungiert. Nach einer Bindung der Liganden an den Notch Rezeptor erfolgt eine proteolytische
Spaltung von Notch mit einer anschlieRenden Translokation in den Nukleus. Der Notch
Signalweg hat bei der Preadipozyten-Differenzeirung eine wichtige Funktion. Eine
Inhibierung dieses Signalweges induziert die Expression eines bekannten Inhibitors der
Differenzierung, DLK1/Pref-1 (Ross et al., 2004). Ahnlich wie Notch wird auch DLK1/Pref1
proteolytisch gespalten. Nach der Spaltung entsteht ein extrazellularer Rest, der die
Adipogenese inhibiert. Mause, denen DLK1/Pref-1 fehlt, zeigen eine beschleunigte

Adipogenese (Moon et al., 2002).

1.3.2 INSULINSIGNALWEG

Ein weiterer sehr wichtiger Signalweg fur die Adipogenese ist der Insulinsignalweg. Insulin ist
ein wichtiger Stimulus der Adipogenese in vivo und in vitro. Beim Insulirezeptor (IR) handelt
es sich um eine Rezeptor-Tyrosinkinase (Kasuga, 1983), die auf unterschiedlichen Zellen
unterschiedlich stark exprimiert wird. So exprimieren zirkulierende Erythrozyten nur ca.
40. 000 Insulinrezeptoren. Dagegen werden ca. 200.000 von Adipozyten exprimiert (Kahn
and White, 1988). Erfolgt eine Bindung des Insulins an den Insulinrezeptor, fuhrt das zu einer
Konformationsdnderung des Rezeptors, was wiederum zur Autophosporylierung der
intrazellularen R-Untereinheiten flihrt (Kahn et al.,, 1978). Die nachgeschalteten
Insulinrezeptor Substratproteine (IRS), von denen es vier gibt (IRS-1,-2,-3,-4), werden von
den R-Untereinheiten des Insulinrezeptors phosphoryliert (Sun et al., 1991; Sun et al., 1995).
Die IRS-Proteine erkennen Faktoren, die eine SH2 (src homology-2) Domane enthalten.
Dazu zahlen Proteine wie Grb-2 und die Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI-3K) (Myers and
White, 1993). Wird das Adaptorprotein Grb-2 aktiviert, flihrt das zu einer Assoziation mit dem

GDP/GTP-Austauschfaktor SOS (son of sevenless), um das p21ras zu aktivieren. Dies flhrt
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nachfolgend zur Aktivierung von Raf, was letztendlich den Mitogen-Activated Protein Kinase
Signalweg (MAPK-Signalweg) einschaltet (Myers et al., 1994). Wird die Phosphatidylinositol-
3 Kinase durch IRS-Proteine aktiviert, fihrt das zur Aktivierung nachgeschalteter
Phosphoinositide-dependent protein kinase-1 (PDK-1) und schliellich zur Proteinkinase B
(AKT/PKB) Aktivierung (Martelli et al., 2006). Der Verlust einzelner Insulinrezeptor Subtrat-
proteine (IRS) flhrt zu Inhibierung der Adipogenese (Tseng et al., 2004). Aber auch die
Inhibierung weiterer Faktoren dieses Signalweges, wie z.B. der Phosphatidylinositol-3
Kinase (PI3K) oder AKT2, kdnnen die Adipogenese negativ beeinflussen (Garofalo et al.,
2003; Kim et al., 2009). Die Bedeutung dieses Signalweges im Menschen wurde durch die
Identifizierung einer Familie mit einer loss-of-function Mutation im AKT2-Gen, welche zu

einer lipodystropher Diabetes fiihrt, untermauert (George et al., 2004).

1.3.3 WNT-SIGNALWEG
Der Wnt-Signalweg ist ein hochkonservierter Signalweg, der sich von Nematoden bis hin zu
den Saugetieren findet. Der Name Wnt ist durch eine Fusion aus dem Drosophila
Segmentpolaritatsgen wingless und dem dazu aus den Vertebraten stammenden Homolog
int-1 entstanden. Dieser Signalweg hat auf der zellularen Ebene eine zentrale Funktion bei
der primdren Axenbildung und Organogenese, aber auch bei der Erneuerung von

Stammzellen (Komiya and Habas, 2008).

Bei den Wnt-Molekllen handelt es sich um cysteinreiche, sezernierte Polypeptide, die
sowohl auto- wie auch parakrin fungieren kénnen und bei der Zell-Zell Kommunikation eine
wichtige Rolle haben. Dabei werden die Wnt-Molekile in zwei Klassen eingeteilt: zu der
ersten Klasse, die auch als wnt-1 Klasse bezeichnet wird, gehéren z.B. wnt-3a und wnt-8.
Diese aktivieren den so genannten kanonischen Signalweg. Dagegen wird durch die zweite
Klasse, die als wnt-5 Klasse bezeichnet wird (z.B. wnt-5a, wnt-11), vor allem der nicht

kanonischen Signalweg aktiviert (Kuhl et al., 2000).

Beim kanonischen Signalweg binden die Wnt-Moleklile an die so genannten frizzled

Rezeptoren, die sich auf der Oberflache von Zellen befinden. Nachfolgend fusionieren diese
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mit den Co-Rezeptoren LRP5/6 (low density lipoprotein receptor-related protein5/6) und

kénnen somit den Wnt-Signalweg aktivieren (Yang-Snyder et al., 1996).

Die frizzled Gene wurden nach Polaritatsgenen in drosophila frizzled (fz) genannt, wo sie
auch entdeckt wurden. Strukturell besitzen die frizzled Rezeptoren eine extrazellulare Wnt-
bindende Doméane, sieben transmembranstandige sowie eine intrazellulare C-terminale
Domane (Dale, 1998). Wird der Signalweg aktiviert, so erfolgt die Weiterleitung zunachst
Uber das Phosphoprotein Dishevelled (Dsh), welches direkt mit frizzled Rezeptoren
interagieren kann. Ab Dishevelled zweigt sich der Wnt-Signalweg in drei Kaskaden auf. Bis
heute ist jedoch unbekannt, auf welche Weise Dishevelled das Signal reguliert und an die

verschiedenen Kaskaden weiterleitet (Komiya and Habas, 2008).

Der wohl am besten untersuchte Signalweg ist der R-catenin abhangige kanonische
Signalweg. Das Kennzeichen dieses Signalweges ist die Akkumulierung und die
Translokation von -catenin aus dem Cytosol in den Nukleus. Ohne den Wnt-Signal wird das
cytosolische R-catenin durch einen Komplex, bestehend aus Axin, Adenomatosis Polyposis
Coli (APC), Proteinphosphatase 2A (APP2A), Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3) und
Caseinkinase 1a (CK 1a), phosphoryliert. Das phosporylierte [3-catenin wird von einer E3
Ubiquitinligase (B-Trcp) erkannt und ubiquityliert, was zu einem Abbau durch das Proteasom
fuhrt (Huang and He, 2008). Aktiviertes Dsh inhibiert die Wirkung von GSK3 und fordert
dadurch die Akkumulierung des R-catenin im Cytosol. Bis heute ist es nicht ganz geklart, auf
welche Weise das [-catenin in den Nukleus gelangt, da es keine ,nuclear localisation
sequence“ (NLS) besitzt. Vermutet wird, dass es durch Bindung an andere Faktoren, wie
z.B. Axin, in den Nukleus gelangt (Cong and Varmus, 2004). Im Nukleus fungiert das [3-
catenin als transkriptioneller Co-Activator, indem es mit vielen Faktoren interagieren kann,

wie z.B. dem Lymphocyte enhancer factor (LEF) oder T-cell factor (TCF) (Clevers, 2006).

Die nicht kanonischen Signalwege, die auch als R-catenin unabhangige Signalwege
bezeichnet werde, kénnen in zwei Kaskaden eingeteilt werden: in den JNK Signalweg und

den Wnt/Ca?* Signalweg. Die c-jun NH2-terminale Kinase (JNK), die auch Stress Activated
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Protein Kinase (SAPK) bezeichnet wird, gehort zur Gruppe der Mitogen-Activated Protein
(MAP) Kinasen (Roy et al., 2008). Es gibt drei Isoformen der JNK (JNK1, 2 und 3), die durch
alternatives splicing erzeugt werden. Dishevelled, welches in allen Wnt-Signalwegen
involviert ist, reguliert auch die JNK Aktivitat (Boutros et al., 1998; Li et al., 1999) mit Hilfe der
DEP Domane (Moriguchi et al., 1999). Qishi I. et al. haben 2003 gezeigt, dass der JNK
Signalweg nicht nur durch die frizzled Rezeptoren aktiviert werden kann, sondern auch durch
den Ror2 Rezeptor (orphan receptor). Aktivierte JNK phosphoryliert das nachgeschaltete c-
jun an den NH2-terminalen Ser63 und 73. Zusatzlich zu c-jun kann JNK auch weitere
Faktoren wie JunB, JunD und c-fos aktivieren (Barr and Bogoyevitch, 2001; Cui et al., 2007).
Zusammen mit c-jun bilden diese Faktoren den Transkriptionsfaktor Aktivator Protein-1 (AP-

1), welcher dann im Zellkern verschiedene Zielgene aktivieren kann (Vesely et al., 2009).

Auch der Ca®*-Signalweg kann durch Wnt-Molekiile aktiviert werden. Dabei werden so
genannte G-Proteine, die aus drei Untereinheiten (a, B, y) bestehen, aktiviert (Slusarski et
al., 1997). Die a-Untereinheit aktiviert nachfolgend eine Phosphodiesterase (PDE), was zur
Abnahme von intrazellularem cyklischen Guanosin Monophospat (cGMP) fuhrt (Ahumada et
al., 2002). Die Untereinheiten 3 und y dagegen aktivieren die Phosphorlipase C (PLC), die
das Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat zu inositol 1,4,5-triphosphat hydrolysiert (Kume et
al., 2000). Diese Hydrolyse filhrt zur Aktivierung der Ca?*-calmodulin-abhdngigen-Kinase ||
(CamKIl) und Calcineurin, die schlieBlich den Transkriptionsfaktor NFAT aktivieren, was zu

Aktivierung von Zielgenen fuhrt (Saneyoshi et al., 2002).

1.4 ADIPOKINE

Entgegen allen Vorstellungen, dass Fettgewebe nur ein Speicherorgan fir berschiissige
Energie sei, wurde mittlerweile erkannt, dass es sich um ein endokrines und sekretorisches
Organ handelt, welches einen starken Einfluss auf viele Funktionen im Koérper hat, indem es
verschiedene Zytokine und Adipokine freisetzt (Trayhurn and Wood, 2005). Die vom

Fettgewebe sezernierten Moleklle spielen eine Rolle in der Immunantwort,
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Blutdruckregulation, Nahrungsaufnahme, Angiogenese usw. Zudem weil3 man, dass der
Glukosemetabolismus durch das Fett reguliert wird. Denn beides, Ubergewicht und
Lipodystrophie, sind mit Insulinresistenz bzw. Hyperglykdmie verbunden (Rosen and
Spiegelman, 2006). Eine mogliche Erklarung dafur kdnnte das Hormon Leptin sein, welches
eine wichtige Funktion im Glukosemetabolismus hat und von Fettzellen sezerniert wird.
Bereits 1994 wurde gezeigt, dass Ubergewichtige Mause eine Mutation im ob Gen besitzen,
was zum Fehlen des entstehenden Proteins (Leptin) fihrte (Zhang et al., 1994). Zudem
wurde gezeigt, dass die Gabe von rekombinanten Leptin die metabolischen Abweichungen,
das Essverhalten sowie das Gewicht dieser Mause verbessert (Campfield et al., 1995;
Halaas et al., 1995). Leptin wird fast ausschlief3lich von Adipozyten sezerniert und reduziert
zentral den Appetit. Gleichzeitig fordert Leptin die Energieabgabe. Leptinrezeptoren wurden
zwar in geringen Mengen in verschiedenen Geweben gefunden, jedoch wurden die meisten
im Hypothalamus entdeckt (Bjorbaek and Kahn, 2004; Schwartz et al., 1996). Diese hohe
Konzentration an Leptinrezeptoren im Gehirn verdeutlicht, dass es dort die starkste Wirkung
entfaltet und so den Glukosemetabolismus reguliert. Neben weiteren antiglykamischen
Adipokinen wie z.B. Adiponectin und Omentin gibt es eine Reihe proglykamischer Faktoren.
Diese beinhalten Resistin, RBP4, TNF-a (Al-Daghri et al., 2009) und weitere Zytokine, die

vom Fettgewebe sezerniert werden.

1.5 WEISSES UND BRAUNES FETTGEWEBE

Weilles Fettgewebe dient als Speicherorgan flr Uberschissig zugeflihrte Energie. Daneben
wird beim Menschen auch so genanntes braunes Fettgewebe gefunden (Langin, 2009). Die
primare Funktion des braunen Fettgewebes ist es, gespeicherte Energie mit Hilfe der
adaptiven Thermogenese in Warme umzuwandeln. Das weil3e und das braune Fettgewebe
sind normalerweise anatomisch unterschiedlich verteilt, jedoch gibt es unter bestimmten
Umstanden die Mdglichkeit, dass sich braunes in weildes Fettgewebe einlagert (Cinti, 2005).

Es gibt aber auch weitere Eigenschaften, die das weille vom braunen Fettgewebe
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unterscheiden. So besitzen die weillen Adipozyten einen grofien Fetttropfen, der das ganze
Cytoplasma ausfillt. Braune Adipozyten dagegen haben mehrere kleine Fetttrépfchen. Die
farblichen Unterschiede zwischen den Fettgeweben lassen sich durch einen erhéhten Anteil
an Mitochondrien erklaren, die in groBer Zahl im braunen Fettgewebe vorzufinden sind.
Interessanterweise wurde festgestellt, dass in grolien Saugetieren das braune Fettgewebe
nach der Geburt fast komplett verschwindet, indem es zu weilem Fettgewebe
transdifferenziert. Bei kleineren Saugetieren dagegen findet dieser Prozess nicht statt (Lean
et al.,, 1986). Viele bekannte transkriptionelle Faktoren, die die Entstehung des weillen
Fettgewebes steuern, z.B. PPARy oder C/EBPaq, sind auch bei der Entstehung des braunen
Fettgewebes essentiell (Rosen et al., 2000). Jedoch werden viele Gene unterschiedlich
reguliert und exprimiert. So findet man vor allem im braunen Fettgewebe eine hohe
Expression an Genen, die flr die mitochondriale Biogenese verantwortlich sind. Ein wichtiger
Faktor dabei wird nahezu ausschlieRlich im braunen Fettgewebe exprimiert und zwar das
uncoupling protein-1 (UCP-1). UCP-1 ist ein Protonenkanal, der sich an der inneren
mitochondrialen Membran befindet und dort die Oxidierung von Substraten, die unter
Entstehung von ATP ablauft, entkuppeln kann, was letztendlich zu Entstehung von Warme

fuhrt (Hansen and Kristiansen, 2006a, b).

1.6 ZIEL DER ARBEIT

Ziel der Arbeit ist es zu untersuchen, ob das Signalmolekil wnt-5a eine Rolle in der
molekularen Regulation der Determinierung humaner mesenchymaler Stammzellen zu
Preadipozyten hat. Dazu soll auf zellularer Ebene mittels loss of function und gain of function
Experimenten analysiert werden, welchen Effekt wnt-5a auf das Entwicklungspotential
humaner multipotenter mesenchymaler Stammzellen hat. Daneben sollen auf molekularer
Ebene die fur die wnt-5a Signaltransduktion wichtigen intrazelluldren Signalwege in
humanen mesenchymalen Stammzellen charakterisiert werden. Letztlich soll ein Zielgen der
wnt-5a Signaltransduktion in humanen mesenchymalen Stammzellen identifiziert werden,

welches flr die Determinierung von Bedeutung ist.

11



2. MATERIAL UND METHODEN




Material

2.1 CHEMIKALIEN

Acrylamid / Bis-acrylamid 30%

Agarose

APS

B-mercaptoethanol

3-glycerophosphat

Bradford Reagenz

BSA > 96 %

complete, EDTA-free

Dexamethason

DMSO

DNase

DTT

EDTA

EGTA

Ethanol

Ethidiumbromid

Rotiphorese® Gel 30 (37.5/1)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Invitrogen Corporation, Carlsbad CA, USA

AppliChem GmbH, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Bio-Rad Laboratories GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roche Diagnostics, Indianapolis, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roche Diagnostics, Indianapolis, USA

AppliChem GmbH, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

13



Material

FuGENE Transfection Reagent

Glycerol

Glycin

HEPES

IBMX

Indomethacin

Isopropanol

KCI

Methanol 99%

MgC|2

NaCl

Na-Deoxycholat

NaF

Na4P2 O7

N83VO4

NP-40

PMSF

Proteinase K

Roche Diagnostics, Indianapolis, USA

Glycerin, AppliChem GmbH, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

AppliChem GmbH, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

FLUKA Chemika/Biochemika Chemie AG, Schweiz

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

14



Material

SDS AppliChem GmbH, Darmstadt

TEMED Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Tris AppliChem GmbH, Darmstadt
TritonX-100 AppliChem GmbH, Darmstadt

Trypsin Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
TWEEN 20® Caesar and Lorentz GmbH, Bonn
Western Blocking Reagent Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

2.1.1 PUFFER UND LOSUNGEN

Zelllysis Puffer 150 mM NaCl
50 mM Tris-HCI (pH 7,4)
5 mM EDTA
1 % Nonidet® P40 Substitute

Hypotoner Lysispuffer 50 mM Tris-HCI (pH 7.4)
3 mM EDTA
3 mM EGTA
0,5 mM NaF

10 mM R-glycerophosphat
5 mM Na4P2 07
1 mM Na3VO4

RIPA-Lysispuffer 50 mM HEPES (pH 7.4)
50 mM NaCl
1 %  Triton X-100
1 mM EDTA
1 % Na-Deoxycholat
5 pg/ml Aprotinin
5 pg/ml Leupeptin
01 % SDS
1 mM PMSF
SDS-Elektrophorese Puffer 194 mM Glycin
25 mM Tris
01 % SDS
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4 x SDS Probenpuffer 250 mM Tris-HCI (pH 6.8)
200 mM DTT
40 % Glycerol
8 % SDS
0,01 % Bromphenolblau

Stripping Losung 62,5 mM Tris-HCI (pH 6.8)
100 mM B-mercaptoethanol
2 % SDS
TBS Puffer (pH 7.6) 137 mM NaCl
20 mM Tris
TBS-T Puffer (pH 7.6) 137 mM NacCl
20 mM Tris

0,1 % Tween 20®

Western Blot Antikdrperldsung 137 mM NacCl
20 mM Tris
0,5x 10% Western Blocking Reagent (Roche)

Western Blot blocking Losung 137 mM NaCl
20 mM Tris
1x  10% Western Blocking Reagent (Roche)

Western Blot Puffer (APII) 194 mM Glycin
25 mM Tris
20 % Methanol (99%)
0,05 % SDS
Fett Lysispuffer 1 ml Kollagenase
2 ml BSA
7 ml Hanks BSS
Red Cell Lysispuffer 100 pl EDTA (0,5M)
4,11 g NH,CI
0,5 g KHCO;
500 mlHO
Lysis Puffer 50 mM KCI
25 mM HEPES (pH8)
125 uM DTT
0,5 % NP-40

1x complete Tabs (Protease Inhibitor)
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Wasch Puffer 50 mM KCI
25 mM HEPES (pH8)
125 uM DTT

1x  complete Tabs (Protease Inhibitor)

Extraktions Puffer 500 mM KCI
25 mM HEPES (pH8)
125 UM DTT

0,5 % NP-40
10 % Glycerol
1x  complete Tabs (Protease Inhibitor)

- ECL; Pierce ECL Western Blotting Substrate #32106

- ECL; Pierce ECL Western Blotting Substrate Plus #34075

- Fetal bovine serum (FBS); Invitrogen GmbH #16000-044

- Newborn culf serum (NCS), PAA #B15-001

- Pen/Strep; Penicillin Streptomycin (P/S); Streptomycin; Invitrogen GmbH # 15070-063

- PBS 10 x (pH 7.2); Invitrogen GmbH #AM9624

- Protein Standard Ladder; Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards; Bio-Rad
Laboratories GmbH

- Vectashield mounting Medium for fluorescence with Dapi Vektor Laboratories Inc. ,
Burlingame, (CA), USA

- RosetteSep, StemCell Technologies

- Lymphoprep, Fresenius
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dd H,0

Tris-HCI 1 M pH 6,8
Tris-HCI 3 M pH 8,8
Acrylamid 30%

SDS 10%

APS10%

TEMED 99%

Acrylamid 30%
TBE 10x

APS

TEMED 99%
dd H,O

Agarose
TAE Puffer

2.1.2 GELE

Sammelgel 5%

2,74 ml
0,5 ml

680 pl
40 pl
80 ul

4 ul

Shift-Gel 4%

1,6 ml
600 pl
120 pl
12yl
9,68 ml

Agarose-Gel 1%

19
100 ml

2.2 MATERIAL

Trenngel 7%

7,01 ml

1,5 ml
3,2 ml
120 pl
160 pl
12 i

Blottingmembran

Immun-Blot PVDF Membrane for Protein Blotting, Bio-Rad Laboratories

Blottpapier

Blotterpapier Cat.No. 732-0591, VWR
Extra Thick Filter Paper, Bio-Rad Laboratories

Deckglaser & Objektrager
Deckglaser 24x50mm, 24 x 50 mm VWR International GmbH
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Objektrager 76x26mm, Menzel GmbH &Co KG, Braunschweig

Filme
Photopapier Amersham HyperfilmTM ECL GE Healthcare UK Ltd, England

Film-Entwicklermaschine

Curix 60, Agfa, Mortsel, Belgien

Gelelectrophorese and Blotting Systeme

Minigel-Twin G42 Gel Electrophoresis Apparatus, Biometra GmbH
Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell, Biorad

Fastblot B 34, Biometra

PowerPac300 Bio-Rad Laboratories

PowerPac3000 Bio-Rad Laboratories

Standard Power Pack P25, Biometra

UV Stratalinker 8000, Stratagene

Luminometer
Mithras LB 940, Berthold

Heizblocke
Eppendorf Thermomixer 5436, Eppendorf AG, Hamburg, Germany
Test Tube Heater SHT 1D, Stuart scientific

Inkubatoren

HeraCell 150, Thermo Scientific

Magnetrihrer

Heizbarer Magnetrihrer Combimag RCT, IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Germany

Heizbarer Magnetrihrer MONOTHERM, Variomag, Daytona Beach, USA

Microskope
Fluorescence Microscope Eclipse E800, Nikon Instech Co., Ltd. Kanagawa, Japan
Mikroskop CKX41, Olympus

PCR-Maschine
iCycler PCR Machine, Bio-Rad Laboratories
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pH meter

Docu-pHmeter, Sartorius

Pipetten

Eppendorf research 0,5-10 pyL
Eppendorf research 10-100 pL
Eppendorf research 100-1000 uL

Pipettierhilfe

Pipetus, Hirschmann Laborgerate

Rihrgerate
Mixer UZUSIO VTX-3000L, LMS

Sterilbanke
HERA safe, Thermo Scientific

Wasserbad

Wasserbad SFB-68-TB14, GFL Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel, Germany

Zellkulturschalen

@ 10cm Schalen, TPP AG, Trasadingen, Schweiz
& 6cm Schalen, TPP AG, Trasadingen, Schweiz
6-well-, 24-well- & 96-well-Schalen, TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Zentrifugen

Megafuge 11R , Thermo Scientific

Biofuge Fresco, Heraeus Instruments GmbH, Osterode, Germany

2.2.1 PRIMARE ANTIKORPER

- Aktin: monoclonaler Maus Antikérper MP Biomedicals, ltem # 69100;

- CamKIll: polyclonaler Kaninchen Antikérper, Cell Signaling, Item # 3362,

- CamKllphospo: polyclonaler Kaninchen Antikorper, Cell Signaling, Item # 3362,
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CD 14 MicroBeads (human), Miltenyi Biotec Item # 130-050-201

CD29, CD44, CD73, CD34, CD45

-catenin: monoklonaler Maus Antikérper, Santa Cruz Biotechnology #sc-133239

JNK: polyclonaler Kaninchen Antikorper, Cell Signaling, Item # 9251,

JNKphospo: polyclonaler Kaninchen Antikorper, Cell Signaling, Item # 9252,

Whnt5a: polyclonaler Kaninchen Antikérper, Santa Cruz Biotechnology, Item # sc-
23698

Osteopontin: monoclonaler Maus Antikdrper, Santa Cruz Biotechnology, Item #
sc-21742

ALP: monoclonaler Maus Antikdrper, Santa Cruz Biotechnology, ltem # sc-21707

PPARYy: polyclonaler Kaninchen Antikorper, Santa Cruz Biotechnology, ltem # sc-
7196

Galectin-3: polyklonaler Maus Antikérper, Santa Cruz Biotechnology, Item # sc-
56108

2.2.2 SEKUNDARE ANTIKORPER
Anti-Ziege IgG, Peroxidase gekoppelt; Antigen spezifischer Antikérper erhalten aus
Kaninchen anti-Ziege 1gG Antiserum durch immunospezifische Aufreinigung;

Sigma-Aldrich, USA; # A5420

Anti-Maus IgG, Peroxidase gekoppelt; der Antikdrper wurde aus Ziege anti-Maus 1gG
Antiserum durch immunospezifische Aufreinigung isoliert; Sigma-Aldrich, USA; #

A9917

Anti-Kaninchen 1gG, Peroxidase gekoppelt; der Antikdrper wurde aus Zige anti-
Kaninchen 1gG Antiserum durch immunospezifische Aufreinigung isoliert.

Sigma-Aldrich, USA; Item # A6154
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2.2.3 KONSTRUKTE
- pcDNA3.1 empty vector (Invitrogen) / pcDNA3.1-wnt-5a
- TOPFLASH Plasmid
- pXP2-OPN (ATCC)
- pGL2 empty vector (Promega)

- pGL2-AP1

2.2.4 KOMMERZIELLE KITS
- Dual-Luciferase Reporter Assay, Promega GmbH. Mannheim
- HPRT TagMan Gene Expression Assays, Applied Biosystems, ltem #
- Wnt-5aTagMan Gene Expression Assays, Applied Biosystems, Iltem # 675854
- Plasmid Maxi Kit , Qiagen, Hilden #12163
- QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden #28106
- RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden #75142
- SuperScript® Il Reverse Transcriptase, Invitrogen # 18064022
- QIAGEN PCR Cloning Kit, Qiagen, Hilden #231122

- LightShift Chemiluminescent EMSA Kit, Thermo Scientific #20148

2.2.5 PRIMER UND OLIGONUKLEOTIDE

Forward Reverse

EMSA Oligonucleotide 5-GGGCTTGATGAGTCAGCCGGACC-'3  5-CCCGAACTACTCAGTCGGCCTGG-'3
mit und ohne Biotin

Wnt5a _ 5 -GCCATGAAGAAGTCCATTGGA-'3 5-CTACTTGCACACAAACTGGTC-"3
Klonierungs Primer
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2.3 METHODEN

2.3.1 ZELLKULTUR

2.3.2 ZELLLINIEN
C3H10T1/2 (Maus mesenchymale Stammzellen) sowie 3T3-L1 (Maus-Preadipozyten) Zellen
wurden im DMEM+Glutamax (Dulbecco’s modified Eagle medium) Medium mit 4,59/l
Glukose, 10% NCS und 1% Penicilin/Streptomycin (P/S) kultiviert. Humane mesenchymale
Stammzellen wurden in DMEM+Glutamax 1g/l Glukose, 30% FBS und 1%
Penicilin/Streptomycin gehalten. Humane Preadipozyten wurden in DMEM:F-12 Medium mit
2 mM L-Glutamin, 10% FBS und 1% Penicilin/Streptomycin kultiviert. Die Makrophagen
Zelllinie J744A.1 wurde in DMEM Medium mit 4,59/l Glukose, 10% FCS und 1%
Penicilin/Streptomycin gehalten. Alle Zellen, die fur diese Doktorarbeit verwendet wurden,
hatten eine Umgebung von 37°C und 5% CO.. Fir die Isolierungsarbeiten der verschiedenen
Zellen war ein Einverstandnis der Ethik-Kommission sowie Patienten Einverstandnisse

vorhanden.

2.3.3 ISOLIERUNG HUMANER PRIMARER ZELLEN

a) humane mesenchymale Stammzellen

Die Isolierung von humanen mesenchymalen Stammzellen wurde mittels RosetteSep® und
Lymphoprep® aus dem Nabelschnurblut von Neugeborenen durchgefihrt. Bei Lymphoprep
handelt es sich um Sucrose Polymere, die eine geringere Dichte als Erythrozyten und
Granulozyten aufweisen. Uberschichtet man Lymphoprep® mit Blut und zentrifugiert
anschliefend, so sedimentieren Erythrozyten und Granulozyten durch das Lymphoprep.
Stammzellen und Lymphozyten dagegen bleiben in der Interphase.zwischen dem Serum und
dem Lymphoprep. Weil bei dieser Methode auch hamatopoetische Zellen zusammen mit den
Stammzellen isoliert werden, wurde das Blut vorher 20 min. lang mit RosetteSep inkubiert.
Das RosettSep besteht aus einer Mischung von Antikérpern, die eine hohe Affinitat
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gegeniber den Oberflachenmarkern von hamatopoetischen Zellen und Glycophorin A
haben. Inkubiert man RosetteSep 20 min. mit dem Blut, welches vorher 1:1 mit 1xPBS
(phosphate buffered saline) gemischt wird, so entstehen grolle Komplexe aus den
Antikérpern und den daran gebundenen hamatopoetischen Zellen und Erythrozyten. Um
eine Auftrennung dieser Komplexe und der humanen mesenchymalen Stammzellen zu
erreichen, wird das mit RosetteSep inkubierte Blut auf Lymphoprep aufgeschichtet und 20
min. bei 2000 rpm eine Dichtegradienten Zentrifugation durchgefiihrt. Anschlieliend kann die
helle Interphase, die die humanen mesenchymalen Stammzellen enthdlt abgenommen
werden. Diese wird mehrmals mit PBS gewaschen und im Medium fur humane
mesenchymale Stammzellen aufgenommen.

b) Preadipozyten

Humane subkutane Preadipocyten (PA) wurden aus Fettgewebebiopsien von gesunden
Patienten im Alter zwischen 18-40 Jahren isoliert. Das Fettgewebe wurde mit Skalpellen im
Zellkulturlabor zerschnitten und die Blutgefalle entfernt. Die zerkleinerten Fettproben wurden
anschlieend 1 h bei 37°C in Kollagenase (30mg/ml in DMEM:F12) geschuttelt. Die nach 1 h
verdauten Proben wurden durch ein grobmaschiges und danach durch ein kleinmaschiges
Sieb filtriert, um alle unverdauten Bestandteile herauszufiltern. Das Filtrat wurde
anschliefend bei 1000rpm 5 min. zentrifugiert. Das auf diese Weise entstandene Pellet
wurde in 5 ml Red Cell Lysis Buffer aufgenommen und 5 min. bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde bei 1000rpm & min. lang zentrifugiert und das Pellet wurde in
Kulturmedium aufgenommen.

c) Monozyten

Monozyten wurden aus humanem Vollblut isoliert. Um eine Auftrennung der verschiedenen
Blutzellen zu erreichen, wurde das Blut 1:2 mit 1xPBS verdinnt, auf Lymphoprep
aufgeschichtet und zentrifugiert. Da Monozyten den Oberflachenmarker CD14 exprimieren,
wurden CD14 MicroBeads genutzt, um Monozyten spezifisch aus der Population
mononuklderer Zellen aufzureinigen. Die Phase mit Monozyten wurde gewaschen und 10’

Zellen wurden in 80 pl Puffer (PBS 2mM EDTA) aufgenommen. Zu diesem Ansatz wurden
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20 uyl CD14 MicroBeads hinzugegeben und 15 min. lang bei 4°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Anséatze jeweils mit 2 ml Puffer gewaschen, zentrifugiert und in 500 mi
Puffer aufgenommen. Die weitere Auftrennung der Monozyten erfolgte magnetisch mit Hilfe

von AutoMACS (Milteniy).

2.3.4 PASSAGIEREN VON ZELLEN
Um die Zellen zu passagieren wurden diese in Trypsin/EDTA ca. 1 min. lang inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen in ein Falcon-Réhrchen Uberflirt und bei 1000rpm 5 min.
lang zentrigufiert. Der Uberstand wurde nachfolgend abgesaugt und die Zellen mit frischem

Medium in benétigter Menge auf neue Platten pipettiert.

2.3.5 DIFFERENZIERUNG DER ZELLEN
Fir die Differenzierung der humanen mesenchymalen Stammzellen wurde DMEM 1g/l
Glucose Medium mit 1% penicilin/streptomycin sowie 10% FBS verwendet. Hinzugegeben
wurde:
a) Adipogenese

-1 pmol/l Dexamethason (1 M)

- 5 pg/ml Insulin (Actrapid) (100 U/mL)

- 0,5 mmol/l IBMX (0,25 M)

- 60 pmol/l Indometacin (60 mM)
b) Osteogenese

- 0,1 pmol/l Dexamethason (1M)

- 0,05 mmol/l Ascorbinsaure (0,05 M)

- 10 mmol/l 3-Glycerophosphat (1 M)

Das Differenzierunsmedium wurde alle 2 Tage gewechselt.
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Fir die Differenzierung der 3T3-L1 Zellen wurde DMEM 4,5¢g/I Glucose Medium mit 1%
penicilin/streptomycin sowie 10% NCS verwendet. Hinzugegeben wurde:
Tag 0-2: 14,4 ul Insulin (Actrapid 100 U/ml)

20 plIBMX (0,25 M)
10 pl Dexamethason ( 1M)

Tag 3-5: 14,4 pl Insulin (100 U/ml)

Tag 6-8: nur Differenzierungsmedium

2.3.6 ANFARBEN VON ZELLEN

a) Oil red O Farbung
Die Oil red O Farbung wird genutzt, um Triglyceride anzufarben. Die differenzierten Zellen
wurden in PBS gewaschen und mit 5%iger PBS/Glutaraldehyd Losung 5 min. lang fixiert.
Nach der Fixierung wurden die Zellen zweimal mit 60%igem Isopropanol gewaschen. Fir die
Farbung der Fetttropfchen wurde eine 60% Oil-red O Lésung (Ausgangslosung 2,5 mg/ ml)
benutzt, die 30 min. auf den Zellen inkubiert wurde. Nach der Inkubation wurden die Zellen
mehrfach mit 60% Isopropanol und anschliellend mit 1x PBS gewaschen.

b) Alizarin red Farbung
Alizarin wird genutzt, um in Zellen die Osteogenese nachzuweisen. Dabei farbt das Alizarin
das entstehende Hydroxylapatit, ein friiher Hinweis fiir Knochenentstehung.
Differenzierte Zellen wurden mit 1xPBS gewaschen und mit 1%iger PBS/Formaldehyd
Lésung 10 min. lang fixiert. Nach dem Fixieren wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
mit einer 1%iger Alizarin red S Ldsung (Ausgangslésung 10mg/ml) 2 min. lang angefarbt.
Um das Uberschissige Alizarin zu entfernen, wurden die Zellen anschliefend mit H,O

gewaschen.

2.3.7 FLUORESCENCE ACTIVATED CELL SORTING (FACS)
Als Vorbereitung fiur die FACS Analyse missen Zellen vorher, mit Farbstoff gekoppelten

Antikérpern, markiert werden. Dazu eignen sich besonders Antikdrper, die die
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Oberflachenmarker (CD cluster of differentiation) der Zellen erkennen. Beim FACS werden
Zellen, die sich in einer Losung befinden und mit Antikdrpern markiert wurden, durch eine
Kapillare gesaugt. Dabei passieren die Zellen einen Laserstrahl und reflektieren Lichtsignale,
die dann gemessen werden konnen. Die Menge des reflektierten Licht korreliert dabei mit
der Grofde und Beschaffenheit der Zellen.

4 x 10° Zellen wurden pro FACS Réhrchen eingesetzt. Die Réhrchen wurden bei 1000 rpm 5
min. lang zentrifugiert. Das Pellet wurde in einem PBS-FBS Saure Mix (2% FBS, 0,05% Na-
Acid) resuspendiert und 15 min. bei 4°C inkubiert. Anschlielend folgte eine 30 minitige
Inkubation mit den gewinschten Farbstoffmarkierten Antikérpern (10 pl) bei 4°C mit einer

anschliefenden FACS Analyse im FACScan (BD, Becton Dickinson).

2.4 PROTEINAUFARBEITUNG

Alle Proteinextraktionsschritte erfolgten auf Eis bei 4°C, um eine Degradierung der Proteine
zu vermeiden. Die Zellen wurden vorher mit kaltem 1x PBS gewaschen und je nach Bedarf
mit unterschiedlichen Lysispuffern lysiert. Fir den Nachweis von [-catenin wurde ein
hypotoner Lysispuffer verwendet, um cytosolisches R-catenin von membranstandigem zu
trennen. Die Zellen wurden in diesem Puffer abgekratzt und bei 4°C und 13.000rpm 10 min.
lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann in ein neues Eppendorfgefal® tiberfiihrt. Zur

Herstellung nicht fraktionierter Zelllysate wurde der Ripa-Puffer verwendet.

2.4.1 GEWINNUNG VON KERNEXTRAKTEN
Die Zellen wurden mit kaltem 1x PBS gewaschen und in kaltem 1x PBS abgekratzt.
AnschlieBend wurden diese bei 2000 rpm 1 min. lang zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
300 pl Lysis Puffer aufgenommen und 5 min. auf Eis inkubiert. Zwischendurch wurde das
Pellet gemischt. Nach der Inkubation wurden die Zellen 1 min. bei 10.000 rpm zentrifugiert
und das Pellet wurde in 300 yl Wasch Puffer resuspendiert. Nchfolgend wurde bei 10.000

rom 1 min. lang zentrifugiert und das Pellet in 100 pl Extraktions Puffer aufgenommen. Nach
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15 min. bei 4°C wurde bei 13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand, der die Kernextrtakte

enthielt, wurde in ein neues Eppendorfgefal} Gberflhrt.

2.4.2 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG DER PROTEINE NACH BRADFORD
Der Bradford-Assay beruht auf der Anfarbung der Proteine durch den Farbstoff Coomassie
Brilliantblau G 250 bei Bindung an aromatische oder basische Aminosauren. Dabei
verursacht der Kontakt von Proteinen mit dem Farbstoff eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffes von rot (695 nm) nach blau (465 nm) in Abhangigkeit
der Menge der vorhandenen Proteine in der Probe. Die Erhéhung der Absorption wird bei
595 nm gemessen. Die vorhandene Proteinmenge in der Probe kann anhand von
Standardlésungen mit bekannten BSA Mengen ermittelt werden. Dazu wird die Bradford
Lésung 1:5 mit dH,O verdinnt und mit jeweils 1 ul des zu messenden Proteins in 96 well

Platten vermischt.

Standartlosungen:

Eine BSA-Stammldsung mit einer Konzentration [100ug/ml] wurde verdinnt, um die
gewlnschten Konzentrationen von 1-2,5-5-10 pug/pl zu erhalten. Nach Zugabe des
Bradfordreagenzes wurde die Absorption bei 595nm gemessen. Die Proteinkonzentration
wurde nachfolgend durch den Abgleich des Absorptionwertes des Proteins und der

Absorptionswerte der Eichgeraden bestimmt.

2.4.3 AUFTRENNUNG VON PROTEINEN MITTLES SDS-POLYACRYLAMID-
GELELEKTROPHORESE (SDS-PAGE)

Das SDS-PAGE wird allgemein zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht
verwendet. Das anionische Detergenz SDS (berlagert dabei die Eigenladungen der
Proteine, sodass eine konstante Ladungsverteilung vorliegt und die Proteine nach ihrer
GroRe aufgetrennt werden. Bevor die Proteine auf ein SDS-Gel geladen werden, missen
diese bei 95°C denaturiert werden, um Sekundar- und Tertiarstrukturen von Proteinen

aufzubrechen. Das Gel selbst, welches aus Polyacrylamid besteht, stellt eine Art Sieb dar.
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Wird eine elektrische Ladung angelegt, bewirkt diese eine Wanderung der negativ geladenen
Proben. Dabei kénnen kleinere Proteine schneller durch die Maschen wandern als die
grélkeren Proteine, die zuriickgehalten werden und sich deshalb deutlich langsame durch

das Gel bewegen, wodurch eine Auftrennung nach Molekulargewicht erreicht wird

Die Gele zur Auftrennung von Proteinen bestehen meist aus dem so genannten Sammelgel
und dem Trenngel. Das Sammelgel besteht aus 5 % Acrylamid. Dieses gewahrleistet einen
gleichzeitigen Auftrennungsstart der Poteine, da diese im Sammelgel fokussiert werden. Zur
anschlielenden Auftrennung dient das Trenngel. Dieses kann je nach Proteingrofle 6%-20%
Acrylamid enthalten. Dabei werden die Maschen innerhalb des Gels mit einer héheren
Acrylamid Konzentration kleiner und ermdglichen dadurch eine bessere Auftrennung der

kleinen Proteine.

Die Polymerisierung der Gele wird durch die Zugabe von APS (Amoniumpersulfat) und
TEMED (N,N,N",N -tetramethylethylenediamine) erreicht. Um spater die Gro3en der Proteine
zu erkennen, wird neben den Proben auch ein GréRenmarker mit aufgetragen. Die

Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 100-130 V.

2.4.4 WESTERN BLOT
Der Western Blot wird verwendet, um elektrophoretisch aufgetrennte Proteine auf eine
Tragermembran (Nitrozellulose, Polyvinylidenfluorid) zu Ubertragen. Ein senkrecht zum
Acrylamid-Gel angelegtes elektrisches Feld sorgt fiir die Ubertragung der Proteine. Diese
werden dann mit Hilfe hydrophober Wechselwirkungen an der Oberflache der

Tragermembran fixiert.

Zur Vorbereitung des Western Blots muss zuerst das Whatman-Papier, bei dem es sich um
ein spezielles Blottingpapier handelt, sowie die Tragermembran auf die Grélke des Gels
zugeschnitten werden. Polyvinylidenfluorid-Membran wird ca. 1 min lang in Methanol aktiviert
und anschlieRend zusammen mit dem Whatman-Papier in den Transfer Puffer (APIl) gelegt.

Nun werden drei Whatman-Papiere auf die Blottingapparatur gelegt. Auf das Whatman-
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Papier wird als nachstes die Tragermembran gegeben. Nachdem das Acrylamid-Gel auf die
Membran gelegt wurde, werden die restlichen drei Whatman-Papiere daruber
aufgeschichtet. Dabei sollte beachtet werden, dass keine Luftblasen sich einlagern, was den
Transfer der Proteine auf die Membran stort. Der Transfer erfolgt bei 200mA. Die Dauer des
Transfers ist von der GroRe der Proteine abhangig. Kleinere Proteine (ca. 50 kDa) werden

1h lang geblotet, die groReren (ab 100 kDa) ungefahr 1.30h-2h.

Nach dem Transfer wird die Membran 1h bei Raumtemperatur in ein Western Blocking
Reagent (Roche) gelegt, um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren.
AnschlieBend wird die Membran mit dem gewlnschten Antikorper entweder 1h bei
Raumtemperatur oder bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Nach der Inkubation mit dem ersten
Antikérper wird die Membran mit TBS-T finfmal zehn min. lang gewaschen, um alle
ungebundenen Erstantikérper zu entfernen. Nach den Waschschritten wird die Membran mit
dem zweiten Antikérper, der an eine Peroxidase gekoppelt und gegen eine konstante
Region des ersten Antikorpers gerichtet ist, 1h lang inkubiert. Nach der Inkubation erfolgen
erneut funfmal zehnmindtige Waschschritte mit TBS-T. Die Detektion erfolgt letztlich mit
einem  kommerziellen  Zwei-Komponenten-Chemilumineszens-Kit  (,ECL“=,Enhanced

Chemiluminescence” bzw. ,supersensitives ECL plus® (Pierce).

2.5 REVERSE TRANSKRIPTASE (RT-PCR)

Mit Hilfe der reversen Transkriptase kann man RNA in cDNA umschreiben. In dieser Arbeit

wurde folgender Ansatz gewahlt:

- 2 ul Random Primer (Invitrogen)
- 1 ul 10mM dNTP Mix
- x Ml DEPC- H,0
200 ng RNA
20 pl gesamt
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Der Ansatz wurde 5 min. bei 65°C erhitzt und auf Eis gestellt. Anschlielend wurden folgende

Bestandteile zugefugt:

- 4 ul 5 x First-Strand Buffer (Invitrogen)
- 2ul0,1MDTT (Invitrogen)

- 1 yl RNase Out Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen)

Nach 2 mindtiger Inkubation bei 42°C wurde 1 pl Superscropt || RT hinzugegeben und 10
min. bei 25°C inkubiert. Bevor der Ansatz bei 70°C inaktiviert wurde, wurde dieser 50 min.

bei 42°C inkubiert.

2.6 POLYMERASE-KETTENREAKTION (PCR)

In der Molekularbiologie wird die Polymerase-Kettenreaktion zur Vervielfaltigung von DNA in
vitro verwendet. Die PCR beruht dabei auf einem immer wiederkehrenden Zyklus aus drei
Schritten. Zunachst wird die doppelstrangige DNA auf 95°C erhitzt, um eine Denaturierung
zu erreichen. Anschlilend erfolgt die Hybridisierung von Primern an die einzelstrangige DNA
bei ca. 55°C. Bei den Primern handelt es sich um kurze Oligonukleotide, die komplementare
Sequenz zur amplifizierenden DNA haben missen, um eine spezifische Bindung an die Ziel-
DNA zu gewahrleisten. Die Polymerase, nach der die Methode benannt wurde, ist eine
weitere Schllisselkomponente. Diese ist in der Lage die an die DNA gebundenen Primer,
unter Verwendung von Nukleotiden, zu verlangern. Dieser weitere Schritt wird als Elongation
bezeichnet. Dabei wird die Temperatur auf 72°C erhdht, um eine ideale Arbeitstemperatur flr
die Polymerase zu erreichen. Durch die standige Wiederholung dieser drei Schritte
verdoppelt sich jedes Mal die Anzahl der kopierten DNA-Fragmente, so dass man am Ende
der PCR ca. eine Million kopierter DNA-Fragmente erhalt. In dieser Arbeit wurden folgende

Protokolle verwendet:
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DNA 1l
GoTaq Buffer 5x (Promega) 10
GoTaq (Promega) 0,25 pl
wnt-5a Primer forward (10 pmol) 1 ul
wnt-5a Primer reverse (10 pmol) 1 i
MgCl; (25 mM) 3
dNTPs (10 mM) 1l
DMSO 3
dd H,O 29,75 yl
gesamt 50 i
PCR-Protokoll:

1: 1x 94°C 4 Min.

2. 30x 94°C 30 Sekunden
50°C 45 Sekunden
72°C 1 Minute

3: 1x 72°C 10 Min.
4°C unendlich

AnschlieBend wird die PCR auf ein Agarose-Gel geladen, um die amplifizierten DNA-

Fragmente nach ihrer Grofke zu trennen. Dabei macht man sich ein elektrische Feld zu

nutze, da es sich bei DNA um ein Polyanion handelt, welches dann zu Anode wandert. Das

Agarose-Gel funktioniert dabei nach einem Siebprinzip. Je héher konzentriert das Gel ist,

umso besser kann man die kleineren Fragmente auftrenne, weil die groReren Fragmente

durch das feinmaschige Gel zuriickgehalten werden und langsamer wandern. Um die DNA-

Fragmente sichtbar zu machen wird dem Gel Ethidiumbromid zugefigt. Dieses interkaliert in

Nukleinsauren und emittiert nach Anregung durch UV-Licht Fluoreszenzlicht im Rotbereich.
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2.7 REAL-TIME QUANTITATIVE PCR

Die Real-Time quantitative PCR beruht auf dem Prinzip einer herkdmmlichen PCR (siehe
Polymerase-Kettenreaktion). Jedoch erméglicht die Real-Time PCR eine direkte
Quantifizierung der gewonnenen DNA. Die Quantifizierung erfolgt durch Fluoreszenz-
Messungen, die wahrend eines PCR Zyklus durchgefiihrt werden. Dabei nimmt die
Fluoreszenzintensitat proportional mit der Menge der entstehenden DNA-Fragmente zu. Fur
die Fluoreszenzmessungen konnen unterschiedliche Sonden verwendet werden. In dieser
Arbeit wurden die so genannten TagMan®-Assays, bestehend aus einer Sonde und zwei
Primern, benutzt. Als Kontrolle wurde eine Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT)
TagMan-Sonde benutzt. Weil HPRT ein ,housekeeping® Gen ist, kann es als
Expressionskontrolle benutzt werden. Die TagMan-Sonden enthalten an ihren Enden einen
Quencher und einen Fluoreszenzfarbstoff, in diesem Fall das 6-FAM-phosphoramidit. Die mit
einer 5-Exonukleaseaktivitat ausgestattete Tag-Polymerase 16st wahrend der Elongation
den Reporterfarbstoff von der DNA ab. Durch die raumliche Trennung gibt der
Reporterfarbstoff, nach Anregung, ein Fluoreszenzsignal bei 518 nm ab, welches gemessen
wird. Findet die raumliche Trennung des Quenchers und des Reporters nicht statt, so
unterdriickt der Quencherfarbstoff die Fluoreszens des Reportefarbstoffs. Fir die

Durchflihrung der Real-Time PCR wurde folgendes Protokoll benutzt:

HPRT Tagman-Assay (20x) 1ul
wnt-5a Tagman-Assay (20x) 1ul
MasterMix (2x) 10 pl
cDNA 1l
dd H,O 7 ul
gesamt 20 pl
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2.8 KLONIEREN

Um humanes wnt-5a zu klonieren, wurde aus humanen Blutmonozyten mit Hilfe eines
RNeasy Mini Kits RNA isoliert. Diese wurde mittels einer SuperScript® |l Reverse
Transcriptase (Invitrogen) in cDNA umgeschrieben. Mit der erhaltenen cDNA wurde eine
PCR mit den oben genannten wnt-5a Primern angesetzt (siehe Polymerase-Kettenreaktion).
Nach der Agarosegel Auftrennung wurden die wnt-5a Fragmente ausgeschnitten und mit

Hilfe eines kommerziellen Kits aufgereinigt.

2.8.1 LIGATION
Die erhaltene wnt-5a cDNA wurde anschliefend mit Hilfe von Qiagen PCR Cloning Kit in

einen pDrive Klonierungsvektor, nach den Empfehlungen des Herstellers, einkloniert.

pDrive Cloning Vector (50ng/uL) 1wl
PCR Produkt (wnt-5a) 4 ul
dd H,O 10 pl
Ligation Master Mix 5ul
gesamt 20 pl

2.8.2 TRANSFORMATION
7 ul der auf diese Weise erhaltenen pDrive-wnt-5a Vektoren wurden zusammen mit 100 pl
kompetenter Zellen (Omnimax) 20 min. lang bei 4°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein 90
sek. langer Hitzeschock bei 42°C. Nachfolgend wurden die Zellen 5 min. lang bei 4°C
ruhengelassen. Der Ansatz wurde anschlielend in 400 pyl LB Medium 1 h lang bei 37°C
geschittelt und jeweils 100 uyl des Ansatzes wurden auf LB-Ampicilin Platten ausgestrichen
und bei 37°C uUber Nacht stehen gelassen. Uber Nacht gewachsene Kolonien wurden am
nachsten Tag gepickt und in 100 ml LB-Ampicilin-Medium 24 h geschiittelt. Nach 24 h wurde
das LB-Medium zentrifugiert und eine Maxi Preparation des Pellets mit Hilfe kommerzieller
Kits (Quiagen) durchgefuhrt. Damit das wnt-5a aus den pDrive Vektoren in pcDNA3.1
Expressionsvektoren umkloniert werden konnte, wurden die pDrive-wnt-5a Vektoren sowie

die pcDNA3.1 Expressionvektoren anschliefsiend mit dem Restriktionsenzym EcoRI verdaut.
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Vektor (pDrive-wnt-5a/pcDNA3.1) 1 ug
EcoRlI 1l
EcoRI Buffer 1wl
dd H,O X Ml
gesamt 10 pl

Die verdauten pDrive-wnt-5a Vektoren sowie verdaute pcDNA3.1 Vektoren wurden auf
einem 1% Agarosegel aufgetrennt und die Fragmente mit der richtigen Grof3e wurden
ausgeschnitten und mit kommerziellen Kits aufgereinigt. Anschlieliend wurden die wnt-5a

Fragmente mit den Verdauten pcDNA3.1 Expressionsvektoren ligiert.

EcoRI-wnt5a 10 L
EcoRI-pcDNA3.1 7 uL
T4 Ligase 1 uL
T4 Ligase Buffer 2 L
gesamt 20 uL

Um eine Fehlligation auszuschlieen, wurden die neuen Konstrukte (pcDNA3.1-wnt-5a)

anschlieltend sequenziert.

2.9 IMMUNFLUORESZENZ

Die Immunfluoreszenz wird flr den spezifischen Nachweis von Proteinen innerhalb einer
Zelle oder eines Gewebes benutzt. Der erste Antikdrper ist spezifisch und hat eine hohe
Affinitdt gegenuber dem gesuchten Protein. Ein zweiter Antikdrper, der mit Farbstoffen
gekoppelt ist, bindet an den Protein-Erstantikérper Komplex. Die gekoppelten Farbstoffe des
zweiten Antikorpers emittieren Licht einer bestimmten Wellenlange, wenn sie selbst mit
Photonen angeregt werden, und kdénnen auf diese Weise im Fluoreszenzmikroskop sichtbar
gemacht werden.

Bei der Immunfluoreszenz wurden die zu untersuchenden Zellen, die sich auf einem
Deckglaschen befanden, einmal mit kaltem 1x PBS gewaschen und anschlieRend fir 5 min.

mit eiskalten 100 % Methanol fixiert. Nach einem dreimaligen, je 5 minttigen Waschschritt
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mit PBS wurden die Zellen mit 1% BSA in PBS (1% BSA/PBS) fur 1 h geblockt. Hierauf
folgte eine einstlindige Inkubation mit dem ersten Antikérper bei Raumtemperatur. Hinterher
wurden die Zellen dreimal fir 10 min. mit 1% BSA/PBS gewaschen, um die nicht
gebundenen Antikdrper zu entfernen. Auf die einstindige Inkubation mit dem sekundaren
Antikdrper folgten drei zehnminltige Waschschritte mit 1% BSA/PBS, um die nicht
gebundenen sekundaren Antikérper zu entfernen. AnschlieRend wurden die Deckglaschen
auf einem Tropfen Vectashield™ eingebettet und mit Nagellack auf einem Objekttrager

fixiert. Die Zellen wurden nachfolgend mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie analysiert.

2.9.1 IMMUNHISTOLOGIE
Humane Fettbiopsien wurden zunachst flr 24 h in eine 4%ige PFA/PBS Ldsung eingelegt.
Nachfolgend wurden die Proben im Entwasserungsautomat Uber aufsteigende Alkoholreihe
40%, 55%, 70%, 90% und 100% Ethanol dehydriert und in Parafin eingebettet. Mit den
eingebetteten Fettproben wurden 4 pm dicke Schnitte hergestellt, auf beschichtete
Objekttrager aufgezogen und getrocknet. AnschlieBend wurden die Schnitte entparaffiniert,
indem sie je 3 min. in Xylol und in 100% Ethanol getaucht wurden. Die Rehydrierung erfolgte
durch eine fallende Alkoholreihe. Dazu wurden die Schnitte in 90%, 70% und 55% Ethanol
getaucht. Die rehydrierten Proben wurden nachfolgend 3 h in einem Retrievelofen eingelegt,
um eine Demaskierung der Antikorperbindestellen zu erreichen. Alle weiteren Schritte
erfolgten in einer feuchten Kammer. Die Schnitte wurden jeweils zweimal 10 min. mit PBS
gewaschen und anschlieBend 1 h in Rotiblock, welches 1:10 mit ddH,O verdiinnt wurde,
geblockt. Die Inkubation mit dem ersten Antikorper (wnt-5a 1:50 / Galectin-3 1:200) erfolgte
bei 4°C Uber Nacht. Die Schnitte wurden nachfolgend jeweils drei Mal fur 5 min. mit PBS
gewaschen und mit einem, mit HRP (horseredish peroxidase) gekoppelten zweiten
Antikérper 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden anschliel3end dreimal je 5
min. mit PBS gewaschen und in DAB (3,3 -diaminobenzidin) inkubiert. Das DAB wird als ein
HRP Substrat benutzt und bildet ein braunes unlésliches Reaktionsprodukt. Sobald dieses
sichtbar wurde, wurden die Schnitte mit ddH,O gewaschen. Nach DAB erfolgte eine

Gegenfarbung mit Hematoxylin, welches zum Farben der Zellkerne benutz wird.
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AnschlieRend wurden die Schnitte erneut dehydriert und eingedeckt. Die Analyse erfolgte

mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie.

2.10ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAY (EMSA)

Der EMSA, auch band shift assay genannt, wurde zum Nachweis der Bindung von
Transkriptionsfaktoren an Promotorsequenzen genutzt. Synthetische Oligonukleotide, die die
Promotorbindestellen enthalten, wurden nach der Inkubation mit den nukledren
Proteinextrakten auf einem Acrylamid-Gel mittels eines elektrischen Feldes aufgetrennt.
Dabei qilt dasselbe Prinzip wie beim Western Blot. Je feinmaschiger das Gel, desto
langsamer laufen die grofieren Protein-DNA Komplexe. Der so genannte ,super-shift® wird
durch die Gabe eines Antikorpers erreicht. Dabei wird der Komplex aus Protein-DNA durch
den Antikorper vergroRert, was dazu fihrt, dass dieser Komplex noch langsamer durch das
Gel wandert. Die dabei eingesetzten Oligonukleotide wurden in dieser Arbeit mit Biotin
markiert. Um die Spezifitat der Bindung zwischen dem Protein und den Oligonukleotiden zu
zeigen, wurde eine Verdrangung mit unmarkierten Oligonukleotiden durchgefiihrt. Dabei
werden die unmarkierten Oligonukleotide in 200facher Menge zum Ansatz zugegeben. Nach
der Auftrennung der Proteine wurden diese mit Hilfe eines senkrecht zum Gel angelegten
elektrischen Feld auf eine Biodyne Nylon Membran Ubertragen. In dieser Doktorarbeit

wurden 4% Acrylamid-Gele benutzt.

Als Vorbereitung flir den EMSA Ansatz wurden die Zellen (C3H10T1/2) mit und ohne den
wnt-5a Antikérper 24 h lang inkubiert. Nach 24 h wurden die Zellen lysiert und Kernextrakte

isoliert, die dann fur den EMSA nach folgendem Schema eingesetzt wurden:
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Kontrolle Ansatz 200x Verdrédngung
dd H,O 15 ul X Ml X Ml
Binding Buffer 10x 2 ul 2 ul 2 ul
dld C 1 pg/uL 1 ul 1l 1ul
kalte Oligos 1 pmol/pL 4 ul
Kernextrakte X Kl (10 ug) X Ml (10 ug)
Biotin Oligos 10 fmol/pL 2 ul 2 ul 2 ul

Nachdem die Ansatze zusammenpipettiert wurden, wurden sie 40 min. bei Raumtemperatur
inkubiert, um die Bindung der Kernproteine an die Oligonukleotide zu ermoglichen.
AnschlieRend wurden die Ansatze auf 4% Acrylamid-Gel geladen und elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgte bei maximal 70V und 4°C, weil die Warmeentstehung
die Bindingen zwischen den Oligonukleotiden und den Proteinen wieder auflésen kénnen.
Um den Transfer der aufgetrennten DNA-Protein Komplexe durchzufihren wurde die
Membran sowie Whatman-Papier zurecht geschnitten und in 0,5fach TBE Puffer eingelegt.
AnschlieRend wurde die Membran auf drei Whatman-Papiere gelegt, auf welche das Gel
platziert wurde und von weiteren Whatman-Papieren bedeckt wurde. Der Transfer erfolgte
45 min. lang bei 350 mA. Nach dem Transfer wurden die DNA-Protein Komplexe mit Hilfe
von UV-Stratalinker bei 254-nm an die Membran fixiert. Um unspezifische Bindungen des
Antikoérpers zu vermeiden, wurde die Membran Uber Nacht geblockt. Die Inkubation mit dem
Antikérper sowie die weiteren Entwicklungsschritte wurden nach den Anweisungen des

Herstellers des EMSA-Kits (Pierce) durchgeflihrt.

2.11 PROMOTOR-REPORTERGEN-ANALYSE

Promotor-Reportergen-Analysen werden zur Messung von Promotoraktivitaten eingesetzt.
Dabei wird der zu untersuchende Promotor vor ein Luciferasegen in ein kommerzielles
Plasmid kloniert, welches bei der Aktivierung des Promotors aktiviert wird. Das Enzym

Luciferase katalysiert die Adenosintriphosphat (ATP)-abhangige oxidative Decarboxylierung

38



Methoden

von Luciferin, unter gleichzeitiger Lichtemission bei einer Wellenlange von 562-nm, was

bedeutet, viel Lichtemission entspricht in dieser Analyse einer hohen Promotoraktivitat.

M EI2+
luciferase

Luciferin + ATP + O, = oxyluciferin + AMP + PP, +CO, + light

Fiar diese Arbeit wurden C3H10T1/2 Zellen auf 24-well Platten ausgesat und bei einer
Konfluenz von 80% mit den gewiinschten Konstrukten (TOPFLASH, pGL2-AP1, pXP2-OPN)
transfiziert. Zur Normalisierung der Transfektionseffizienz wurden die Zellen stets mit 10ng
pRL-CMV, einem ubiquitar aktivierten Promotor, zusatzlich transfiziert. 48 h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit Passiv Lysis-buffer (Promega), welcher vorher 1:5 mit
dH,O verdinnt wurde, lysiert. Alle weiteren Schritte wurden nach den Anweisungen des
Herstellers durchgefiihrt. Die Messungen wurden immer in dreifacher Ausfertigung mit

einem Luminometer durchgeflihrt. Es wurde folgender Transfektionsprotokoll benutzt:

Luciferase-Plasmide = (TOPFLASH, pGL-AP1, 2 ul
pXP2-OPN je 100ng/ pl)

pcDNA3.1-EV / pcDNA3.1-wnt-5a (100ng/ pl) 2/5ul
pRL-CMV (10ng/ ul) 1 ul
Fugene Transfection Reagent (Roche) 3 ul/1 ug DNA
Optimem X Ml
gesamt 25 ul
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Ergebnisse

3.1 HUMANE MESENCHYMALE STAMMZELLEN ZEIGEN IM
GEGENSATZ ZU HUMANEN PREADIPOZYTEN EIN
MULTIPOTENTES DIFFERENZIERUNGSPOTENTIAL

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob wnt-5a eine Rolle in der Determinierung
humaner mesenchymaler Stammzellen zu Preadipozyten hat. Da es keine etablierten
humanen Zelllinien gibt, die zur Untersuchung des Determinierungsprozesses verwendet
werden konnen, wurden folgende Ansatze gewahlt. Es wurden zum Einen humane
mesenchymale Stammzellen aus dem Nabelschnurblut von Neugeborenen isoliert, welche
nachgewiesenermallen multipotente Eigenschaften besitzen (Lee et al., 2004; Wang et al.,
2004). Zum Anderen wurden Preadipozyten aus Fettbiopsien erwachsener,
stoffwechselgesunder Menschen isoliert. Diese beiden Zellpopulationen wurden nachfolgend

auf zellularer und molekularer Ebene verglichen.

Da humane mesenchymale Stammzellen sowie die humanen Preadipozyten morphologisch
von einander nicht zu unterscheiden sind (Abb.2), wurden als erstes FACS Analysen
durchgefiihrt, um zu Uberprifen, ob sich diese Zellpopulationen im Hinblick auf ihre

Oberflachenmarker-Expression unterscheiden.

humane mesenchymale Stammzellen humane subkutane Preadipozylen

Abbildung 2. Morphologie der humanen priméren Zellen.

Links: humane mesenchymale Stammzellen. Rechts: humane subkutane Preadipozyten.
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Beide Zellpopulationen waren positiv flir die mesenchymalen Oberflachenmarker CD29,
CD44 und CD73 und negativ fur die hamatopoetischen Oberflachenmarker CD34 und CD45
(Abb.3). Dies zeigt zum Einen, dass sich die Zellpopulationen in der
Oberflachenmarkerexpression nicht unterscheiden, zum Anderen, dass die Zellpraparationen

keine Kontaminationen mit Blutzellen aufweisen.
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Abbildung 3. Expression mesenchymaler Oberflachenmarker

Humane mesenchymale Stammzellen und humane Preadipozyten exprimieren die typischen mesenchymalen
Oberflachenmarker CD 29, CD 44, CD 73. Eine Expression hamatopoetischer Oberflachenmarker CD34 und CD45 konnte in
diesen Zellen nicht detektiert werden. .

Nachdem gezeigt wurde, dass sich humane mesenchymale Stammzellen und humane
Preadipozyten weder morphologisch noch im Hinblick auf die Expression der
Oberflachenmarker wesentlich unterscheiden, wurde nachfolgend das
Differenzierungspotential dieser Zellen untersucht. Dabei zeigte sich, dass nur humane
mesenchymale Stammzellen in der Lage waren, sowohl Osteogenese als auch die
Adipogenese zu durchlaufen, was zeigt, dass es sich bei diesen Zellen tatsachlich um

multipotente Zellen handelt. Die humanen Preadipozyten dagegen zeigten nur eine
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Differenzierung zu Adipozyten, nicht aber zu Osteozyten, was zeigt, dass die Preadipozyten
ihre Multipotenz verloren haben und daher als determinierte Zellen nur noch zu reifen

Adipozyten differenzieren kénnen (Abb. 4).

Adipogenese

Osteogenese

mesenchymale Stammzellen

Preadipozyten

Abbildung 4. Differenzierungspotential mesenchymaler Stammzellen und Preadipozyten

Links: mesenchymale Stammzellen differenzierten sowohl im Adipo- wie auch dem Osteogenese-Medium. Rechts:
Preadipozyten zeigen nur im Adipogenese-Medium eine Differenzierung zu Adipozyten.

3.2 MESENCHYMALE STAMMZELLEN UND PREADIPOZYTEN ZEIGEN
UNTERSCHIEDLICHE WNT-5A EXPRESSION

Aus den bis dahin durchgefiihrten Experimenten wird ersichtlich, dass die Preadipozyten
bereits die Determinierung abgeschlossen haben und nur noch zu Adipozyten
ausdifferenzieren kdénnen, wohingegen mesenchymale Stammzellen eine multipotente
Differenzierungsfahigkeit besitzen. Deshalb eignen sich diese beiden Zellpopulationen
besonders, um molekulare Mechanismen in der Determinierung genauer zu untersuchen.
Frihere Studien haben bereits gezeigt, dass der Wnt-Signalweg bei der Osteogenese

sowohl in Menschen wie auch in Mausen eine wichtige Funktion hat. Dabei konnte gezeigt
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werden, dass wnt-5a proosteogen wirkt (Baksh et al., 2007). Aus diesem Grund wurde die
wnt-5a Expression zwischen den humanen mesenchymalen Stammzellen und den humanen

Preadipozyten verglichen (Abb. 5).

MS PA

wnt-5a ——

rel. expression

MS PA

MS mesenchymale Stammzellen
PA Preadipozyten
* p<0.05

Abbildung 5. Wnt-5a Expression in mesenchymalen Stammzellen und Preadipozyten

Humane mesenchymalen Stammzezelle (MS) zeigen eine signifikant héhere wnt-5a Expression verglichen mit humanen
Preadipozyten (PA). Die wnt-5a Expression wurde densitometrisch auf eine unspezifische Bande normalisiert. * Student t-test p-
Wert < 0,05

Es zeigte sich, dass die wnt-5a Expression in den multipotenten Stammzellen signifikant
hoher ist als in den determinierten Preadipozyten. Dieser Expressionsunterschied deutet
darauf hin, dass die Verminderung der wnt-5a Expression eine Voraussetzung fur den
Verlust des Osteogenesepotentials und damit flir die Determinierung der Zellen zu

Preadipozyten sein kdnnte.
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3.3 WNT-5A AKTIVIERT DIE OSTEOGENESE UND INHIBIERT DIE
ADIPOGENESE.

Da festgestellt wurde, dass die wnt-5a Expression signifikant in den Preadipozyten
herunterreguliert ist, sollte als nachstes der Einfluss dieses Molekils auf den Verlauf der
Osteo- und Adipogenese genauer untersucht werden. Bei den Wnt-Molekilen handelt es
sich um sezernierte Glykoproteine, die ihre Wirkung sowohl para- wie auch autokrin
entfalten. Durch die Zugabe eines neutralisierenden anti-wnt-5a Antikdrpers in das
Differenzierungsmedium kann eine ,loss-of-function“ Situation in der Zellkultur erreicht
werden, weil der Antikdérper die Bindung von wnt-5a an die jeweiligen Rezeptoren
unterbindet. Zusatzlich lasst sich durch Zugabe von rekombinanten wnt-5a eine ,gain-of-
function® Situaton in der Zellkultur erzeugen. In Anwesenheit solcher neutralisierenden
Antikérper und des rekombinanten wnt-5a wurde dann die Adipogenese und die Osteogense
induziert. Dabei zeigte sich, dass der Wnt-Signalweg fir den Verlauf der Osteogenese
essentiell ist, da bei der Zugabe des neutralisierenden wnt-5a Antikdrpers dieser inhibiert
wurde. Deutlich sichtbar wird das anhand der Alizarinfarbung, bei der die Intensitat der
Farbung durch die Zugabe des neutralisierenden wnt-5a Antikérpers deutlich verringert wird
(Abb. 6A). Auch auf der Proteinebene sind Unterschiede sichtbar. Durch die Zugabe des
rekombinanten wnt-5a zeigt sich eine verstarkte Expression der Osteogenesemarker
Osteopontin (OPN) und alkalische Phosphatase (ALP), welche sich durch die Zugabe des

neutralisierenden wnt-5a Antikérpers verringern (Abb.6B+C).

Auf die Adipogenese dagegen hat wnt-5a eine umgekehrte Wirkung. Wird der wnt-5a
Signhalweg wahrend der Adipogenese durch Zugabe neutralisierender Antikbrper gehemmt,
lauft diese verstarkt ab. Dies zeigt sich sowohl in der Akkumulation von Triacylglyceriden (Oll
Red-O Farbung) als auch in der Expression des molekularen Markers PPARy (Abb.7A+B).
Ein weiteres Indiz daflir, dass wnt-5a die Adipogenese hemmt ist die hdhere Expression des
Adipokins Adiponectin in Zellen, in denen die Adipogenese in Gegenwart von
neutralisierenden wnt-5a Antikdrpern induziert wurde (Abb.7B). Neben den ,loss-of-function®

Experimenten wurden auch ,gain-of-function“ Experimente durch Zugabe des rekombinanten
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Abbildung 6. Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen im Osteogenese-Medium

A. Alizarin-Farbung differenzierter mesenchymaler Stammzellen mit Zugabe des neutralisierenden wnt-5a Antikorpers
(+AK).und ohne den Antikdrper (-AK). Expression von Osteogenesemarkern OPN (Osteopontin) und ALP (alkalische
Phosphatase) nach 8 Tagen Differenzierung mit dem neutralisierenden Antikérper (B) und dem rekombinantem wnt-5a (C)
(representatives Ergebnis aus n=3 unabhangigen Experimenten).

wnt-5a durchgefihrt. Dabei wirkte die hohe wnt-5a Konzentration inhibierend auf die PPARYy

Expression (Abb.7C).

3.4 HUMANE MESENCHYMALE STAMMZELLEN EXPRIMIEREN
ZENTRALE MOLEKULE DES KANONISCHEN UND DER NICHT
KANONISCHEN SIGNALWEGE.

Nachdem nachgewiesen wurde, dass wnt-5a als proosteogener und antiadipogener Faktor
eine wesentliche Rolle in der Determinierung humaner mesenchymaler Stammzellen zu
Preadipozyten spielt, sollten nachfolgend intrazellulare Wnt Signalwege in humanen
mesenchymalen Stammzellen charakterisiert werden. Es gibt Arbeiten, die gezeigt haben,
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dass das wnt-5a in anderen Zellsystemen vor allem die nicht kanonischen Signalwege
aktiviert (Dejmek et al., 2006; Pukrop and Binder, 2008). Aber auch ein Einfluss von wnt-5a
auf den kanonischen R-catenin abhangigen Signalweg konnte in den letzten Jahren gezeigt
werden (Hu et al., 2008; Nemeth et al., 2007). Daher wurde zunachst untersucht, welche
Signalwege Uberhaupt in den humanen mesenchymalen Stammzellen exprimiert werden.
Dazu wurden humane mesenchymale Stammzellen lysiert und mit Hilfe von Western Blots
das Vorhandensein der zentralen Molekule verschiedener Signalwege (B3-catenin, CamKIl,

JNK) Uberpruft.

A
_ * anti-wnt-5a - anti-wnt-5a
© B i
B anti-wnt-5a C rec. wnt-5a
+ - + -
PPAR-y | " . — PPAR-y — —
SREBP-1¢ — SREBP-1c P -
AdIponectin | s Adiponectin "
B-actin mm——— om— B-actin | ‘e -

Abbildung 7. Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen im Adipogenese-Medium

A. Oil-red-O Farbung differenzierter mesenchymaler Stammzellen mit (+AK) und ohne (-AK) den neutralisierenden wnt-5a
Antikorper. B. Expression der Adipogenese-Marker PPARy, SREBP-1c und des Adipokins Adiponektin nach 8 Tagen
Differenzierung mit dem neutralisierenden Antikérper (B) und nach Zugabe von rekombinantem wnt-5a (C)

Wie der Abbildung 8 enthommen werden kann, sind alle Wnt-Signalwege in den humanen

mesenchymalen Stammzellen vorhanden.
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3.5 WNT-5A AKTIVIERT DEN JNK SIGNALWEG IN HUMANEN
MESENCHYMALEN STAMMZELLEN.

Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, welcher der oben genannten Signalwege von
wnt-5a in humanen mesenchymalen Stammzellen aktiviert wird. Weil dafiir unter anderem
Transfektionsexperimente notwendig waren und die primaren Stammzellen eine sehr geringe
Transfektionseffizienz mit klassischen liposomalen Methoden aufweisen, wurde hier
zunachst auf die Maus-Stammzelllinie (C3H10T1/2) zurtckgegriffen, die von anderen
Arbeitsgruppen erfolgreich fir Determinierungsexperimente eingesetzt wurde (lemata et al.,
2007). Zuerst wurde der so genannte Ca** abhangige Signalweg untersucht. Dazu wurden
C3H10T1/2 Zellen mit und ohne den neutralisierenden wnt-5a Antikdrper 24 h inkubiert.

Nach der Inkubation

CamKlil

R-catenin

JNK | — t—

Abbildung 8. Expression der zentralen Signalmolekiile verschiedener Wnt-Signalwege in
humanen mesenchymalen Stammzellen.

WB von n=3 unabhangiger Zellpopulationen.

wurden die Zellen lysiert und ein Western Blot hinsichtlich der aktiven (phosphorylierten)
Form der Calmodulin abhangigen Kinase Il (CamKIl), die ein zentraler Bestandteil dieses
Signalweges ist, durchgefiihrt. Wird der Signalweg aktiviert, so findet normalerweise eine
erhdhte Autophosphorylierung von CamKIl statt. In mit anti-wnt-5a behandelten Zellen zeigte
sich in dem durchgeflihrten Experiment jedoch kein Unterschied zu den unbehandelten
Kontrollzellen, was dafiir spricht, dass der Ca?* abhangige Signalweg fiir wnt-5a in Maus

mesenchymalen Stammzellen keine Bedeutung zu haben scheint (Abb.9).
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anti-wnt-ba

Camil | - »

Abbildung 9. Einfluss von wnt-5a auf die CamKII-Aktivitat in C3H10T1/2 Zellen.
Die Aktivitat der CamKIl wird nicht durch wnt-5a reguliert.

Um zu Uberprifen, ob der kanonische Signalweg durch wnt-5a aktiviert wird, wurde die
zytosolische R-catenin Konzentration untersucht. Dazu wurden die Zellen erneut 24 h mit
und ohne den neutralisierenden wnt-5a Antikorpern inkubiert und anschliefiend mit einem
hypotonen Lysispuffer lysiert, um das zytosolische R-catenin von dem membrangebundenen
zu trennen. In diesem Experiment konnten keine Unterschiede in der R-catenin
Konzentration zwischen den Kontrollzellen und den antikérperbehandelten Zellen festgestellt
werden (Abb.10), was nahelegt, dass auch der kanonische Signalweg keine Rolle in der

intrazellularen Signaltransduktion von wnt-5a in mesenchymalen Stammzellen spielt.

anti-wnt-5a

+ -

R-catenin | =

Aktin | “——ea—

Abbildung 10. Einfluss von wnt-5a auf den kanonischen Signalweg in C3H10T1/2 Zellen.

Der kanonische 3-catenin abhangige Signalweg wird nicht durch wnt-5a reguliert.

Um dieses Ergebnis zu bestatigen, wurden zwei weitere Experimente durchgefihrt. Zum
einen wurde die Translokalisation von B-catenin mit Hilfe der Immunfluoreszenz untersucht.
Als Positivkontrolle wurde ein Teil der Zellen mit Lithiumchlorid behandelt, welches die

Aktivitat von GSK-3R inhibiert und somit die Anreicherung von [3-catenin im Nukleus fordert.
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Im Gegensatz zu den Lithiumchlorid behandelten Zellen zeigten Zellen, die mit und ohne den

wnt-5a Antikdrper inkubiert wurden, keine R-catenin Translokalisation in den Nukleus (Abb.

11).

Abbildung 11. Immunfarbung von B-catenin in C3H10T1/2 Zellen.

Translokalisation von -catenin in den Nukleus. Kontrollzellen wurden mit LiCl behandelt, um den Abbau des 3-catenins
zu inhibieren. Zugabe des neutralisierenden wnt-5a Antikorpers (+AK) zeigt keine Auswirkung auf die R-catenin Lokalisation in
mesenchymalen C3H10T1/2 Zellen verglichen zu unbehandelten Zellen (-AK)..

Als letztes wurden C3H10T1/2 Zellen mit einem Luciferase Reporterplasmid (TOPFLASH),
welches multiple R-catenin-TCF Bindestellen aufweist, transfiziert. Transfizierte Zellen

wurden wieder mit und ohne den neutralisierenden wnt-5a Antikérper fir 24 h inkubiert.
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Abbildung 12. 3-catenin Luciferase-Reporterplasmid-Analyse in C3H10T1/2 Zellen.

C3H10T1/2 Zellen wurden mit dem TOPFLASH plasmid transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit und ohne
den neutralisierenden wnt-5a Antikorper inkubiert. Die Messung zeigt keine Unterschiede zwischen den behandelten und den
unbehandelten Zellen.

Auch in diesem Fall konnte keine unterschiedliche Aktivitat des Luciferase Reporters

zwischen den unterschiedlich behandelten Zellen beobachtet werden (Abb.12). Alle diese
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Ergebnisse bestatigen, dass das wnt-5a den kanonischen R-catenin abhangigen Signalweg

nicht aktiviert.

Um den JNK-Signalweg zu untersuchen, wurden die Zellen erneut mit und ohne den
neutralisierenden wnt-5a Antikérper 24 h inkubiert. Da im Falle einer Aktivierung dieses
Signalweges die JNK phosphoryliert wird, haben wir zuerst mit Hilfe eines Western Blots den
Phosphorylierungsstatus von JNK in den Kontrollzellen und den mit Antikbrper behandelten
Zellen verglichen. In den Zellen, die vorher mit dem neutralisierenden wnt-5a Antikorper
behandelt wurden, verlief die JNK Phosporylierung deutlich schwacher als in Kontrollzellen
ab, was dafur spricht, dass wnt-5a tatsachlich den JNK Signalweg aktiviert (Abb.13). Um
dieses Ergebnis zu bestatigen, wurde ein EMSA Ansatz durchgeflhrt. Dazu wurden aus den
mit neutralisierendem Antikorper behandelten und den Kontrollzellen Kernextrakte isoliert
und mit Oligonukleotiden inkubiert, die eine c-jun Bindungsstelle besitzen. In diesem
Experiment zeigten nur die Kontrollzellen, die nicht mit dem neutralisierenden wnt-5a
Antikérper behandelt wurden, eine Bindung von c-jun an die entsprechende

Promotorbindungsstelle (Abb.14).

P-UNK | S 5

INK -—--l

Abbildung 13. Einfluss des wnt-5a auf den JNK Signalweg in C3H10T1/2 Zellen.

C3H10T1/2 Zellen zeigen eine verminderte Phosphorylierung der JNK-Kinase, wenn sie mit neutralisierenden wnt-5a
Antikérper inkubiert wurden.
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Abbildung 14. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) in C3H10T1/2 Zellen.

C3H10T1/2 Zellen wurden 24 h mit und ohne den neutraliserenden wnt-5a Antikorper inkubiert. Aus diesen Zellen isolierte
Kernextrakte wurden mit Oligonukleotiden, die eine AP-1 Bindestelle besitzen, inkubiert. (C200=200xVerdréangung)

Zusatzlich wurden Zellen mit einem Luciferase Plasmid transfiziert, das einen AP1 Promotor
enthalt. Der AP1 Promotor wird duch die Bindung des c-juns aktiviert, was gleichzeitig auch
die Aktivitat des Luciferasegens férdert. Eine Behandlung dieser Zellen mit dem
neutralisierenden wnt-5a Antikdrper zeigte eine signifikante Reduzierung der Luciferase

Aktivitat im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb.15).
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Abbildung 15. AP-1 Luciferase-Reporterplasmid-Analyse in C3H10T1/2 Zellen.

C3H10T1/2 Zellen wurden nach einer transienten pGL2-AP1 Transfektion 24 h mit und ohne den neutralisierenden wnt-5a
Antikdrper inkubiert. Bei loss-of-function des wnt-5a findet eine signifikant geringere Aktivierung des JNK Signalweges statt.
* Student t-test p-Wert < 0,05
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Zusammenfassend kann somit festgehalten werden, dass nur der JNK Signalweg durch das

wnt-5a in mesenchymalen Stammzellen aktiviert wird.

Ziel der Arbeit war es, die Rolle von wnt-5a in humanen mesenchymalen Stammzellen zu
charakterisieren. Deshalb wurden die oben genannten Signalwege auf Proteinebene
abschlielend auch in humanen Stammzellen untersucht, was verdeutlicht, dass auch hier
der JNK Signalweg von essentieller Bedeutung ist. Hier zeigte sich ebenfalls nur im Falle des
JNK Signalweges eine Aktivierung durch das wnt-5a Molekil. Der kanonische R-catenin

sowie der Ca?* Signalweg blieben unbeeinflusst (Abb. 16).

A B
anti-wnt-5a anti-amt-5a
+ - + -
P-Camkil pa— 4
CamKll Aktin R RSl
. anti-wnt-5a
+ -
P-JNK —
JNK —— —

Abbildung 16. Einfluss des wnt-5a auf die zentralen Molekiile der Wnt-Signalwege in humanen
mesenchymalen Stammzellen.

Die erhaltenen Daten aus C3H10T1/2 Zellen wurden in humanen mesenchymalen Stammzellen via Western-Blot verifiziert. A:

keine Unterschiede in der CamKIl Aktivitat durch Zugabe des neutralisierenden wnt-5a Antikdrpers. B: nicht kanonischer

Signalweg wird durch wnt-5a nicht beeinflusst. C: wnt-5a aktiviert den JNK-Signalweg in humanen mesenchymalen
Stammzellen.
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3.6 WNT-5A REGULIERT DIE OSTEOPONTIN PROMOTORAKTIVITAT
IN DEN MESENCHYMALEN STAMMZELLEN.

Nachdem in der Arbeit gezeigt wurde, dass wnt-5a eine funktionelle Relevanz im
Determinierungsprozess multipotenter humaner mesenchymaler Stammzellen zu
Preadipozyten hat und der JNK Signalweg als entscheidend fir die intrazellulare
Signaltransduktion identifiziert wurde, sollte nachfolgend ein potentielles Zielgen des wnt-5a
Signals in mesenchymalen Stammzellen identifiziert werden. Datenbankrecherchen zeigten,
dass der Osteopontin-Promotor eine c-jun Bindestelle besitzt. Um den Effekt des wnt-5a auf
das Osteopontin zu untersuchen, wurde humanes wnt-5a mittels einer PCR ampilifiziert und
in ein pcDNA3.1 Expressionsplasmid kloniert. Das pcDNA3.1-wnt-5a wurde dann zusammen
mit einem Luciferase Plasmid (pXP2-OPN), welches die Osteopontin Promotorsequenz von -
88 bis +79 enthalt, transient in C3H10T1/2 Zellen kotransfiziert. Wie aus der Abbildung 17
ersichtlich wird, wurde durch das wnt-5a eine erhohte Aktivitat des Osteopontin Promotors
beobachtet, was zeigt, dass Osteopontin tatsdchlich ein wnt-5a Zielgen ist. Um zu
Uberprifen, ob die Wirkung von wnt-5a auf den Osteopontin-Promotor JNK abhangig ist,
wurde ein Teil der transfizierten Zellen mit dem JNK Inhibitor (SP600125) 6 h lang behandelt.
Durch die Zugabe des JNK Inhibitors wurde die durch das wnt-5a angeregte
Promotoraktivitat von Osteopontin bis auf den Basalwert herunterreguliert (Abb. 17), was die

Bedeutung dieses Signalweges fur die wnt-5a Signaltransduktion weiter unterstreicht.
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Abbildung 17. Osteopontin Luciferase-Reporterplasmid-Analyse in C3H10T1/2 Zellen.

C3H10T1/2 Zellen wurden transient mit pXP2-OPN (Osteopontinpromotor) Plasmid transfiziert und ein Teil der Zellen wurde vor
der Messung mit dem neutralisierenden Antikérper behandelt. Die Messung zeigt, dass wnt-5a die Promotoraktivitat des
Osteopontin fordert. Durch Zugabe des JNK Inhibitors SP600125 wurde die OPN-Promotoraktivitat bis auf die Basalaktivitat
reduziert. Reprasentatives Ergebniss aus n=5 Experimenten

3.7 WNT-5A WIRD VON DEN ZIRKULIERENDEN BLUTMONOZYTEN
UND VON FETTGEWEBESTANDIGEN MAKROPHAGEN IM
MENSCHLICHEN ORGANISMUS EXPRIMIERT.

Viele Untersuchungen der vergangenen Jahre haben gezeigt, dass Makrophagen im
Fettgewebe adipdser Patienten die Funktion von Adipozyten Uber verschiedene Zytokine,
z.B. TNF-a, beeinflussen. Es ist auf der anderen Seite aber auch bekannt, dass
Blutmonozyten wnt-5a exprimieren und sezernieren. Da in den zuvor berichteten
Experimenten gezeigt wurde, dass wnt-5a die Adipogenese hemmt, sollte nachfolgend
untersucht werden, ob in der Interaktion von Makrophagen und Adipozyten im Fettgewebe
des Menschen wnt-5a neben klassischen Zytokinen eine Rolle spielt. Deshalb wurde
zunachst untersucht, ob humane Blutmonozyten und fettgewebestandige Makrophagen wnt-
5a exprimieren. Dazu wurden humane Monozyten aus Blutproben isoliert. Mit Hilfe einer
semiquantitativen PCR konnte gezeigt werden, dass wnt-5a in diesen Zellen exprimiert wird
(Abb.18A). Fur den wnt-5a Expressionsnachweis in humanen Makrophagen wurden
Fettbiopsien von metabolisch gesunden Patienten gesammelt. Diese Fettbiopsien wurden
zur Herstellung von Parafinschnitten verwendet. Mit den hergestellten Schnitten des

Fettgewebes wurden Immunfluoreszenz Farbungen durchgefihrt. Zum Nachweis von
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eingelagerten Makrophagen innerhalb des Fettgewebes wurde fir die Immunfluoreszenz ein
Galectin-3 Antikdrper verwendet, der spezifisch Makrophagen erkennt. Zusatzlich wurde mit
den Parafinschnitten eine wnt-5a Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt, um die wnt-5a
Expression innerhalb des Fettgewebes zu identifizieren. Wie in Abbildung 18B gezeigt,
exprimieren Makrophagen in humanem Fettgewebe wnt-5a. Um die Expression des wnt-5a
in Blutmonozyten weiter zu untersuchen, wurden Blutproben von normalgewichtigen
Personen und adipdsen Patienten mit und ohne Diabetes mellitus Typ 2 gesammelt. Aus
diesen Blutproben wurden Monozyten, welche dann zur Herstellung von RNA verwendet
wurden, isoliert. Die aus den Monozyten gewonnene RNA wurde anschlieRend in cDNA
umgeschrieben. Mit Hilfe einer wnt-5a-Tagman-Sonde wurde eine quantitative Real Time
PCR mit der hergestellten cDNA aus den Blutmonozyten durchgefihrt. In diesem Experiment
zeigten adip6se Patienten keinen wnt-5a Expressionsunterschied zu normalgewichtigen
Personen. Die wnt-5a Expression bei adipdésen Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2

dagegen war signifikant vermindert im Vergleich zu normalgewichtigen Probanden (Abb.19).

Abbildung 18. Wnt-5a Expression in humanen Monozyten und Makrophagen

A. semiquantitative PCR mit wnt-5a Primern und cDNA aus humanen Blutmonozyten. B. wnt-5a Immunhistologie von
Makrophagen innerhalb des humanen Fettgewebes.
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3.8 MAKROPHAGEN HABEN EINEN NEGATIVEN EFFEKT AUF DIE
ADIPOGENESE

Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, ob wnt-5a aus Makrophagen tatsachlich die
Adipogenese hemmt. Dazu wurden 3T3-L1 Preadipozyten und J744A.1 Makrophagen
verwendet. Die 3T3-L1 Zellen wurden 12 Tage in Kontrollmedium, Adipogenese Medium und
zusatzlich in so genannten Makrophagen konditioniertem Medium inkubiert. Beim
konditionierten Medium handelt es sich um Differenzierungsmedium, welches 6 h auf den
J774A.1 Makrophagen inkubiert wurde. Das konditionierte Medium enthielt nun alle
Faktoren, die von den Makrophagen sezerniert wurden, und wurde auf den 3T3-L1 Zellen
inkubiert. Abbildung 20 zeigt, dass die von den Makrophagen ins Medium sezernierten
Faktoren den Verlauf der Adipogenese negativ beeinflussen, wenn man diesen mit dem

Standard Adipogenese Medium vergleicht.

A 0<0.05
ns

0,3

h

Adipdse Adipose mit DM2
n=15 n=19 n=20

Abbildung 19. Real Time PCR.

Whnt-5a Expressionslevel in den Blutmonozyten von Normalgewichtigen (Kontrolle), Adipésen und Adiposen mit Diabetes
mellitus Typ 2 (DM2). ns=nicht signifikant. Student t-test p-Wert < 0,05
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undifferenzierte standard Makrophagen kond.
3T3L1 Preadipozyten Adipogenesemedium Medium

Abbildung 20. Einfluss des Makrophagen konditionierten Mediums auf den Verlauf der
Adipogenese.

3T3-L1 Zellen wurden 12 Tage im Adipogenese-Medium inkubiert. Ein Teil der Zellen wurde mit Makrophagen konditionierten
Medium, welches sich vorher 6 h auf den Makrophagen (J744.A1) befand, inkubiert. Im konditionierten Medium wurde die
Adipogenese inhibiert (rechts unten).

3.9 DAS VON DEN MAKROPHAGEN SEZERNIERTE WNT-5A INHIBIERT
DIE ADIPOGENESE.

Um zu Uberprifen, ob tatsachlich das von den Makrophagen sezernierte wnt-5a den
inhibitorischen Effekt bedingt, wurde zu einem Teil der 3T3-L1 Zellen mit Makrophagen
konditioniertem Medium der neutralisierende wnt-5a Antikérper hinzugefigt. Nach der
Inkubation wurden die Zellen lysiert und die Expression von PPARy sowie SREBP-1¢, einem
weiteren Adipogenese Marker, untersucht. Durch die Zugabe des Makrophagen
konditionierten Mediums wurde die PPARy sowie SREBP-1c Expression unterdrickt. Die
inhibierende Wirkung des konditionierten Mediums konnte durch die Zugabe des
neutralisierenden Antikérpers aufgehoben werden. Sowohl die Inhibition von PPARy wie
auch die von SREBP-1c wurden dadurch deutlich abgeschwacht, was zeigt, dass
Makrophagen neben klassischen Zytokinen auch Uber wnt-5a die Adipogenese hemmen

(Abb. 21).
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3.10 DIE WNT-5A EXPRESSION IN MAKROPHAGEN WIRD DURCH
EXTRAZELLULARE GLUKOSEKONZENTRATION REGULIERT.

Nachdem der inhibitorische Effekt des Makrophagen wnt-5a auf die Adipogenese gezeigt
wurde, sollte als nachstes untersucht werden, wodurch die wnt-5a Expression in den
Makrophagen reguliert wird. Zunachst wurde Uberpruft, ob die Insulinkonzentration die
Intensitat der wnt-5a Expression beeinflusst. Dazu wurden J774A.1 Makrophagen mit
unterschiedlichen Insulinkonzentrationen inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein Western-Blot,
um die Expression des wnt-5a zu uberprifen. Wie man der Abbildung 22A entnehmen kann,
hat die Insulinkonzentration keine Auswirkung auf die Expression von wnt-5a. Nachfolgend
wurde Uberprift, ob Glukose die wnt-5a Expression beeinflusst. Dazu wurden J774A.1
Makrophagen mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen inkubiert. Als osmotische
Kontrolle wurde Sorbitol benutzt. Abbildung 22 B zeigt eine kaum noch vorhandene wnt-5a
Expression bei einer Konzentration von 20 mM Glukose verglichen mit 5 mM Glukose. 20
mM Sorbitol dagegen haben keinen Einfluss auf die wnt-5a Expression, was zeigt, dass eine

erhdhte Glukosekonzentration die wnt-5a Expression inhibiert.
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o

Differenzierung
_ I Macrophagen
Adipogenese Makrophagen kond. Medium
Kentrolle _ Meq_ium__ _ kond. Medium + anti-wnt-5a

PPAR-y

SREBP-1c : o i

Abbildung 21. Makrophagen hemmen die Adipogenese lber wnt-5a.

3T3-L1 Zellen wurden 12 Tage im Adipogenese-Medium differenziert. Neben dem Standard Adipogenese-Medium wurde ein
Teil der Zellen mit konditioniertem Makrophagen-Medium und ein Teil mit konditionietem Makrophagen Medium, dem
zusétzlich ein neutralisierender wnt-5a Antikdrper zugegeben wurde, inkubiert. Die inhibierende Wirkung des Makrophagen wnt-
5a wurde mit Zugabe des neutralisierenden Antikorpers aufgehoben. Dieser Effekt zeigt sich auch auf der Proteinebene. Durch
Zugabe des wnt-5a Antikdrpers wurde sowohl die PPARy sowie die SREBP-1c Expression normalisiert.
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Abbildung 22. Glukoseabhangige wnt-5a Expression in den Makrophagen.

A. Insulin hat keinen Einfluss auf die Wnt-5a Expression in J744A.1 Makrophagen. B. Ein erhohter Glukosespiegel inhibiert die
wnt-5a Expression in den J744A.1 Makrophagen.

61



4. DISKUSSION




Diskussion

Im Fettgewebe reflektiert die Anzahl an Vorlauferzellen und reifen Adipozyten das
Gleichgewicht zwischen Determinierung, Proliferation, Differenzierung und Apoptose der
mesenchymalen Stammzellen sowie der Preadipozyten. Dabei ist die Determinierung der
mesenchymalen Stammzellen zu Preadipozyten bis heute wenig verstanden. Deshalb wurde
in dieser Arbeit der Verlauf der Determinierung untersucht. Die erhaltenen Daten deuten
daraufhin, dass das MolekUl wnt-5a in diesem Prozess eine zentrale Funktion Gbernimmt.

Da es keine geeignete Zelllinie gibt, um die Determinierung von mesenchymalen
Stammzellen im menschlichen Organismus zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser
Arbeit humane primdre mesenchymale Stammzellen aus Nabelschnurblut und humane
primare Preadipozyten aus Fettgewebebiopsien auf zellularer und molekularer Ebene
verglichen. Zunachst stellt sich die Frage, ob die Zellen, die aus dem Fettgewebe
erwachsener Menschen in dieser Arbeit isoliert wurden, wirklich Preadipozyten entsprechen.
Dies wird zum Teil kontrovers diskutiert. Zum Einen konnte in einer aktuellen Publikation von
Tang W. et al 2008 gezeigt werden, dass ,Vorlauferzellen“ im Fettgewebe von Nagern
bereits in der Perinatalperiode zur adipogenen Linie determinieren, d.h. in erwachsenen
Tieren liegen tatsachlich meist Preadipozyten und nicht multipotente Stammzellen vor. Dazu
passend konnte auch Tchoukalova et al. 2004/2006 im menschlichen Organismus zeigen,
dass die meisten ,Vorlauferzellen® im Fettgewebe von Erwachsenen bereits den
Adipozytenmarker FABP-4 exprimieren, was ebenfalls suggeriert, dass die Zellen echte
Preadipozyten sind. Im Gegensatz zu diesen Arbeiten behaupten einige Autoren, dass es
sich bei Zellen innerhalb des Fettgewebes von erwachsenen Menschen um multipotente
Zellen handelt, die zu unterschiedlichen Zelllinien, wie z.B. Osteozyten und Adipozyten,
ausdifferenzieren kénnen (Vidal et al., 2008; Wagner et al., 2005). Jedoch konnte die
Differenzierung dieser Zellen zu Osteozyten in der Regel nur mit Zugabe des bone
morphogenetic protein-4 (BMP-4), welches zusatzlich zum Standard Osteogenese-Medium
hinzugefugt wurde, ausgeldst werden. Im Verlauf dieser Arbeit konnten die aus dem
Fettgewebe isolierten Zellen unter Zugabe des Standard Osteogenese-Mediums nicht zu

Osteozyten ausdifferenziert werden. Dies unterstitzt die Aussage von Tchoukalova, dass
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es sich bei diesen Zellen um bereits determinierte Preadipozyten handelt. Zusatzlich konnte
Skillington et al. 2002 zeigen, dass mit Zugabe von bioaktiven Molekilen, wie dem BMP,
wahrscheinlich eher eine Transdifferenzierung determinierter Preadipozyten zu Osteozyten
stattfindet. Ergebnisse der vorgelegten Arbeit weisen in Ubereinstimmung zu diesen Daten
darauf hin, dass es sich bei Vorlauferzellen aus humanem Fettgewebe erwachsener um
bereits determinierte Preadipozyten handelt, sodass diese als Modell fir humane

Preadipozyten genutzt werden kénnen.

Zur Gewinnung humaner mesenchymaler Stammzellen wurde in der aktuellen Arbeit
Nabelschnurblut von Neugeborenen verwendet. In einer Mehrzahl von Arbeiten konnte
bereits gezeigt werden, dass es sich bei diesen Zellen aus dem Nabelschnurblut tatsachlich
um multipotente Zellen handelt, was im Zuge dieser Arbeit bestatigt wurde (Chan et al.,
2007; Lee et al., 2004). Sowohl die Adipogenese wie auch die Osteogenese konnte in diesen
Zellen unter Verwendung der Standard-Medien, ohne Zugabe von BMPs oder PPARy

Agonisten, induziert werden.

Um einen Einblick in den Verlauf der Determinierung zu erhalten, wurden die aus dem
Nabelschnurblut isolieten mesenchymalen Stammzellen und aus dem Fettgewebe
erwachsener Menschen isolierten Preadipozyten auf molekularer Ebene untersucht.
Zunachst wurden Preadipozyten und humane mesenchymale Stammzellen auf zellularer
Ebene verglichen. Weil die Zellpopulationen morphologisch keine Unterschiede aufweisen
(Abb.2), wurde die Oberflachenmarker Expression analysiert. Es zeigte sich, dass sowohl
humane mesenchymale Stammzellen als auch Preadipozyten die typischen mesenchymalen
Oberflachenmarker CD29, CD44 und CD73 exprimieren. Eine Kontamination mit Blutzellen
dieser Zellpopulationen lag nicht vor, da weder Preadipozyten noch mesenchymale
Stammzellen eine Expression von hamatopoetischen Oberflachenmarker CD34 und CD45
aufwiesen (Abb.3). Deutliche Unterschiede dieser Zellpopulationen zeigten sich hingegen im

Differenzierungsverhalten. Humane mesenchymale Stammzellen differenzierten sowohl in
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Adipogenese- als auch in Osteogenese-Medium. Dagegen war die Differenzirung der
Preadipozyten nur in Adipogenese-Medium méglich. Durch Zugabe des Osteognese-
Mediums wurden die Zellen nicht beeinflusst (Abb.4). Dies deutet darauf hin, dass es sich
bei den humanen mesenchymalen Stammzellen tatsdchlich um multipotente Zellen handelt.
Die Preadipozyten sind dagegen bereits determiniert und kénnen nur noch zu Adipozyten

ausdifferenzieren.

2007 hatten sowohl Baksh D. et al als auch Guo J. et al einen Effekt von wnt-5a auf die
Osteogenese feststellen kdnnen. Aus diesem Grund wurden in der aktuellen Arbeit
Stammzellen und Preadipozyten auf die wnt-5a Expression untersucht. In Stammzellen
wurde eine signifikant erhohte wnt-5a Expression im Vergleich zu Preadipozyten
nachgewiesen (Abb.5). Um zu Uberprifen, ob dieser Unterschied in der Expression auch von
funktioneller Relevanz ist, wurden nachfolgend loss-of-function und gain-of-function
Experimente durchgefihrt. Da Wnt-Molekule sowohl parakrin als auch autokrin wirken, kann
durch Zugabe geeigneter neutralisierender Antikorper zum Zellkulturmedium dieser
Signalweg inhibiert werden. Durch Zugabe von rekombinantem wnt-5a kann dieser
stattdessen verstarkt werden (Abb.6). Die durchgefuhrten Experimente haben
nachgewiesen, dass wnt-5a zum Erhalt des osteogenen Potenzials essentiell ist. Dies zeigt,
dass die Abnahme der wnt-5a Expression ein wichtiger molekularer Regelmechanismus in

der Determinierung humaner mesenchymaler Stammzellen zu Preadipozyten ist.

Die Auswirkung des wnt-5a auf den Verlauf der Adipogenese in humanen mesenchymalen
Stammzellen wurde ebenfalls mit Hilfe neutralisierender Antikérper untersucht. Es zeigte
sich, dass das Vorhandensein des wnt-5a einen negativen Einfluss auf den Verlauf der
Adipogenese hat (Abb.7). In der Literatur wird die Auswirkung von wnt-5a auf die
Adipogenese zum Teil kontrovers diskutiert. So behaupten Nishizuka et al. 2008, dass die
Expression des wnt-5a die Adipogenese positiv beeinflussen soll. Gleichzeitig aber wurde in

dieser Studie festgestellt, dass das wnt-5a in 3T3-L1 Zellen wahrend der Differenzierung
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herabreguliert ist. Takada |. et al. haben dagegen 2007 zeigen kénnen, dass der wichtige
molekulare Regulator der Adipogenese, PPARYy, durch das wnt-5a auf molekularer Ebene
inhibiert wird. Unsere Ergebnisse stimmen mit diesen Daten Uberein, denn im Rahmen
dieser Arbeit konnte ein inhibierender Einfluss des wnt-5a auf die Adipogenese in humanen

mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen werden (Abb.7).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte aulerdem gezeigt werden, dass der nicht kanonische JNK
abhangige Signalweg sowohl in humanen mesenchymalen Stammzellen als auch in der
murinen Stammzelllinie C3H10T1/2 durch wnt-5a induziert wird (Abb.13,16). Unsere
Beobachtung wird durch die Arbeit von Matsuguchi T. et al. 2009 unterstitzt, die ebenfalls
eine besondere Bedeutung des JNK Signalweges wahrend der Osteogenese beobachtet
haben. JNK phosphoryliert den Transkriptionsfaktor c-jun, welcher dann unterschiedliche
Gene aktivieren kann (Davis, 2000). Ein fir die Osteogenese essentielles Gen ist das
Osteopontin, welches eine c-jun Bindestelle innerhalb der Promotorsequenz besitzt
(Denhardt and Guo, 1993). In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass eine wnt-5a
Uberexpression zu einer erhdhten Aktivitat des Osteopontinpromotors filhrt (Abb.17), was
zeigt, dass Osteopontin ein direktes Zielgen des wnt-5a ist, dessen Signaltransduktion mit

Hilfe des JNK-Signalweges vermittelt wird.

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten deuten darauf hin, dass die meisten
Vorlauferzellen innerhalb des Fettgewebes erwachsener Menschen bereits determinierte
Preadipozyten sind und deshalb zur adipogenen Linie gezahlt werden kénnen. Dies wirft die
Frage auf, zu welchem Zeitpunkt die Determinierung in humanem Gewebe stattfindet. Wie
bereits Tang W. et al. 2008 zeigen konnten, findet in Nagern eine Determinierung der
Vorlauferzellen zu Preadipozyten entweder pranatal oder in einem sehr friihen postnatalen
Stadium statt. Fur die Situation in Menschen liegen dazu momentan wenige Daten vor. Diese
Feststellung ist aber besonders interessant, weil einige Studien gezeigt haben, dass die

humane perinatale Phase besonders sensitiv bei der Entwicklung von Fettleibigkeit und
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Diabetes mellitus Typ 2 ist (Armitage et al., 2008; Laudes et al., 2009). Deshalb ist es in
zukunftigen Studien wichtig zu untersuchen, ob die Determinierung von Stammzellen zu
Preadipozyten in Menschen ebenfalls in der Perinatalperiode ablauft und ob Menschen, die
im Laufe ihres Lebens eine Adipositas entwickeln, eventuell mehr Preadipozyten anlegen als
Normalgewichtige, was die Neigung zu Adipositas erklaren wurde. Im Zuge dieser Arbeit
wurde wnt-5a als ein wichtiger molekularer Faktor in der Determinierung nachgewiesen,
sodass dieses Molekul zur Beantwortung dieser weiterflihrenden Fragestellung in der

Zukunft gegebenenfalls als molekularer Marker genutzt werden kann.

Im Fettgewebe von adipésen Diabetikern wurden vermehrt Makrophagen gefunden, welche
die Funktion der Adipozyten beeinflussen (Alexandraki et al., 2006; Bouloumie et al., 2005).
In diesem Zusammenhang wird von so genannter low-grade Inflammation gesprochen.
Weiterhin haben Untersuchungen des Fettgewebes von normalgewichtigen Personen und
von adipbsen Patienten gezeigt, dass in dem Fettgewebe von Adipdsen deutlich mehr
Zytokine zirkulieren (Weisberg et al., 2003). 2007 zeigte Tchoukalova Y. et al., dass der
Anteil an eingewanderten Makrophagen bei Adipésen deutlich erhoéht ist. Es wurde
nachgewiesen, dass das Fettgewebe auch das Monocyte-chemoattractant-protein-1 (MCP-
1) exprimiert. Dieser Faktor ist essentiell fir die Einwanderung von Makrophagen (Kanda et
al., 2006). Zusatzlich zum MCP-1 wurde 2005 ein weiterer Faktor von Skursk T. et al.
beschrieben, der die Migration der Makrophagen in verschiedenen Geweben beim
Menschen verhindert, Macrophage migration inhibitory factor (MIF). Dieser wird ebenfalls in
humanen Adipozyten exprimiert. Interessanterweise haben Patienten mit Diabetes mellitus
Typ 2 eine besonders hohe MIF Serumkonzentration. Zusatzlich haben die Autoren
festgestellt, dass das Zytokin TNF-a die MIF Expression stimulieren kann (Yabunaka et al.,
2000). Makrophagen beeinflussen die Adipogenese und die Funktion von Adipozyten Uber
Zytokine, wie z.B. IL-6, IL-8 und TNF-a (Cavaillon, 1994). 1993 gelang es Hotamisligil G.S. &
Spigelmann B.M. zu zeigen, dass in Nagern TNF-a einen starken Einfluss auf die

Insulinresistenz hat. Im Rahmen dieses Projektes konnten die Autoren auch zeigen, dass
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man mit Hilfe neutralisierender anti-TNF-a Antikorper die Insulinsensitivitat in Mausen
deutlich verbessern konnte. Eine direkte Korrelation zwischen dem Grad des Ubergewichts,
TNF-a Expression und Insulinresistenz konnten auch in Menschen gezeigt werden
(Hotamisligil et al., 1995). Uberraschenderweise hatte eine anti-TNF-a Therapie mit
neutralisierenden Antikérpern bei humanen Probanden keinerlei Auswirkung auf die
Insulinsensitivitat (Ofei et al., 1996), was nahe legt, dass bei Menschen andere Faktoren aus
Makrophagen von Bedeutung sind.

Studien mit so genannten ,Tumor-infiltrierenden-Makrophagen® haben in der Vergangenheit
gezeigt, dass diese Zellen neben klassischen Zytokinen auch wnt-5a exprimieren (Pukrop et
al., 2006; Smith et al., 1999). 2008 hat Pereira C. et al. zeigen kdnnen, dass die wnt-5a
Expression durch inflammatorische Stimuli in den Makrophagen zuséatzlich erhéht wird. Aus
diesem Grund wurde in dieser Arbeit weiterhin untersucht, ob Makrophagen die
Adipogenese, neben klassischen Zytokinen, auch Uber wnt-5a beeinflussen. Um dies zu
Uberpriifen, wurde zunichst die Expression von wnt-5a in den fettgewebesténdigen
Makrophagen und deren Vorlauferzellen, zirkulierenden Monozyten, untersucht. Diese
Experimente zeigen, dass wnt-5a nicht nur in ,Tumor-infiltrierenden-Makrophagen®“ sondern
auch in gewebestandigen Makrophagen im Fettgewebe sowie deren Vorlauferzellen,
zirkulierenden Blutmonozyten, exprimiert wird (Abb.18). Zusatzlich zeigte sich eine
unterschiedliche wnt-5a Expression in den Blutmonozyten normalgewichtiger Probanden
verglichen zu adipésen Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 (Abb.19), was nahe legt, dass
Diabetes einen Einfluss auf die wnt-5a Expression hat.

Experimente mit Makrophagen konditioniertem Medium zeigten einen inhibitorischen Einfluss
auf die Adipogenese, was daflr spricht, dass Faktoren, die durch Makrophagen exprimiert
werden, wichtig in diesem Zusammenhang sind (Abb.20). Durch die Zugabe des
neutralisierenden wnt-5a Antikdrpers konnte die inhibierende Wirkung von Makrophagen
konditioniertem Medium auf die Adipogenese aufgehoben werden, was verdeutlicht, dass die
Makrophagen tatsachlich Uber wnt-5a einen starken Einfluss auf die Adipogenese nehmen

(Abb.21).
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2006 und 2008 haben Lin et al. gezeigt, dass hohe Glukosekonzentrationen in Nagern die
wnt-5a Expression inhibieren. Weil die Entwicklung von Diabetes mellitus Typ 2 mit einer
Hyperglykamie und einer Hyperinsulinamie einhergeht (Kuzuya et al., 2002), wurde als
nachstes der Einfluss von Glukose und Insulin auf die wnt-5a Expression in den
Makrophagen Uberprift. Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen, dass die wnt-5a
Expression in Makrophagen durch eine erhdhte Glukosekonzentration herabreguliert wird.
Die unterschiedlichen Insulinkonzentrationen zeigten dagegen keinen Einfluss auf die wnt-5a
Expression in Makrophagen (Abb.22). Daraus konnte gefolgert werden, dass bei Diabetikern,
wegen der hohen Glukosekonzentration und damit verbundener herabgesetzter wnt-5a
Expression, die Adipogenese ,enthemmt® ist, weshalb diese Menschen deutlich starker zu

Adipositas neigen.

4.1 ZUSAMMENFASSUNG

In der Pathogenese der Adipositas und des Diabetes mellitus Typ 2 spielt neben der
Vergrolterung bestehender Adipozyten auch die Generierung neuer Fettzellen aus
undifferenzierten mesenchymalen Vorlauferzellen eine wichtige Rolle. Dieser Prozess, auch
Adipogenese genannt, besteht aus zwei Teilschritten, der Determinierung mesenchymaler
Stammzellen zu Preadipozyten und der Differenzierung von Preadipozyten zu reifen
Adipozyten. Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob das Signalmolekul wnt-
5a eine Rolle in der molekularen Regulation der Determinierung spielt. Dazu wurden humane
mesenchymale Stammzellen aus Nabelschnurblutproben und humane Preadipozyten aus
Fettgewebebiopsien isoliert. Diese beiden primaren Zellpopulationen wiesen eine
vergleichbare Morphologie sowie eine Ubereinstimmende Expression mesenchymaler
Zelloberfachenmarker (CD29, CD44, CD73) auf. Allerdings =zeigten sich deutliche
Unterschiede im Entwicklungspotenzial. Wahrend mesenchymale Stammzellen sowohl zu
Adipozyten als auch zu Osteozyten differenziert werden konnten, waren Preadipozyten nur
in der Lage sich zu Adipozyten zu entwickeln. Mittels Expressionsanalysen wurde

nachgewiesen, dass multipotente Stammzellen signifikant mehr wnt-5a exprimieren als
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Preadipozyten, was nahe legt, dass dieses Molekil eine wichtige Rolle in der Determinierung
spielt. In der Tat fuhrte die Behandlung humaner mesenchymaler Stammzellen mit
neutralisierenden anti-wnt-5a Antikérpern zu einer verminderten Osteogenese und einer
gesteigerten Adipogenese. Neben diesen loss of function Experimenten zeigten gain of
function Untersuchungen mit rekombinatem wnt-5a gegenteilige Effekte hinsichtlich Osteo-
und Adipogenese, was die funktionelle Bedeutung dieses Signalmolekils unterstreicht. Auf
molekularer Ebene wurde nachgewiesen, dass wnt-5a den nicht-kanonischen JNK
Signalweg in humanen mesenchymalen Stammzellen aktiviert. Die JNK vermittelte wnt-5a
Signaltransduktion fihrte zu einer Aktivierung des Osteopontinpromotors und zu einer
gesteigerten Osteopontin Expression. Diese Experimente legen den Schluss nahe, dass wnt-
5a zur Aufrechterhaltung des Osteogenesepotentials beitrdagt und dass die Inhibierung
dieses Signalweges ein wichtiger Mechanismus in der Determinierung multipotenter
mesenchymaler Stammzellen zu Preadipozyten beim Menschen ist. Immunhistochemische
Untersuchungen an Fettgewebebiopsien zeigten nachfolgend, dass wnt-5a nicht nur von
mesenchymalen Vorlduferzellen sondern auch von Makrophagen exprimiert wird, die bei
Patienten mit Adipositas vermehrt im Fettgewebe vorzufinden sind. Auf zelluldrer Ebene
wurde nachgewiesen, dass Makrophagen Uber die Sekretion von wnt-5a die Adipogenese
von mesenchymalen Vorlauferzellen hemmen. Zusammenfassend konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die proosteogenen Eigenschaften von wnt-5a fur
die Aufrechterhaltung der Multipotenz mesenchymaler Stammzellen von Bedeutung sind,
wahrend die antiadipogenen Effekte von wnt-5a in der Interaktion von Makrophagen und

dem Fettgewebe beim Menschen eine funktionelle Relevanz haben.

4.2 SUMMARY

Increasing adipocyte size as well as numbers are important in the pathogenesis of obesity
and type 2 diabetes in humans. Adipocytes are generated from mesenchymal precursor cells
during the so called adipogenesis. This process consists of two related steps, the

determination of multipotent mesenchymal stem cells into preadipocytes and the
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differentiation of preadipocytes into mature fat cells. While the differentiation is highly
investigated, the determination in humans is poorly understood. The aim of the present study
was to investigate, if wnt-5a is important in the determination process in humans. Therefore,
human multipotent mesenchymal stem cells were isolated from umbilical cord blood and
preadipocytes from fat biopsies of human subjects. These two primary cell populations
exhibited similar morphology and expression of the mesenchymal surface markers (CD29,
CD44, CD73). However, while mesenchymal stem cells were able to differentiate into
adipocytes and osteocytes, preadipocytes were only able to undergo adipogenesis.
Expression of wnt-5a was significantly higher in mesenchymal stem cells compared to
preadipocytes, suggesting that wnt-5a is important to maintain osteogenic potential. Indeed,
treatment of mesenchymal stem cells with neutralizing anti-wnt-5a antibodies inhibited
osteogenesis and promoted adipogenesis. In agreement to these loss of function
experiments, gain of function experiments using recombinant wnt-5a showed inverse effects
on osteogenesis and adipogenesis. On a molecular level, wnt-5a was found to promote JNK
non-canonical signalling pathway. Activation of this pathway resulted in increased
osteopontin promoter activity and expression. These data suggest, that wnt-5a is necessary
to maintain osteogenic potential of human mesenchymal stem cells and that down-regulation
of wnt-5a expression is an important molecular process in the determination of these cells
into preadipocytes. Furthermore, using immunohistochemistry, wnt-5a was also found to be
expressed in adipose tissue macrophages. On a cellular level, macrophages were found to
inhibit adipogenesis of mesenchymal precursor cells via wnt-5a. In summary, these data
suggest, that the proosteogenic capacity of wnt-5a is crucial in maintaining multipotency of
human mesenchymal stem cells, while the antiadipogenic effects of wnt-5a are important in

the interaction of macrophages and adipose tissue in humans.
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