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Zusammenfassung

Autor: Dr. med. Ebert Thomas
Titel: Adipokine als metabolische Pradiktoren

Medizinische Fakultdt der Universitit Leipzig, Habilitation

Adipokine sind Proteine, die aus dem Fettgewebe freigesetzt werden. Viele dieser Fettzell-
sezernierten Proteine sind bei Adipositas dysreguliert und beeinflussen das Risiko fiir
kardiometabolische Folgeerkrankungen. Die vorliegende Arbeit untersucht daher im Speziellen
die neuartigen Adipokine Angiopoietin-like protein 8/Betatrophin, Irisin, Progranulin, Adipocyte
fatty acid-binding protein (AFABP) und Fibroblast growth factor 21 (FGF21) als potentiellen
Link zwischen dem Fettgewebe sowie den kardiometabolischen Erkrankungen Niereninsuffizienz
und Gestationsdiabetes (GDM).

Die Grundlage der vorliegenden Arbeit bilden humane Studien in Patienten mit chronischer und
akuter Niereninsuffizienz sowie in Patientinnen mit GDM. Zudem wurden einzelne Ergebnisse
der humanen Studien in einer grolen Kohortenstudie mit >1000 Probanden verifiziert. Des
Weiteren wurden einzelne Adipokine in tierexperimentellen Studien genauer untersucht, um
kausale Assoziationen zu detektieren.

Hierdurch gelang es, bestimmte Regulationsmuster von Adipokinen in den kardiometabolischen
Erkrankungen Niereninsuffizienz und GDM zu erkennen, um so mdgliche pharmakologische
Targets zu identifizieren.

Bei Frauen mit GDM konnte insbesondere Angiopoietin-like protein 8/Betatrophin in Zukunft als
pharmakologisches Target in Betracht kommen. Andere Adipokine zeigen jedoch bei GDM
unterschiedliche Regulationen im Vergleich zu Diabetes mellitus Typ 2. Hier miissen zunéchst
weitere Untersuchungen die exakten Pathomechanismen fiir diese divergierenden Ergebnisse
identifizieren.

In den Studien zu chronischer und akuter Niereninsuffizienz konnte gezeigt werden, dass
insbesondere die Adipokine Progranulin, AFABP und FGF21 direkt mit der Nierenfunktion
assoziiert sind. Andere Adipokine wie z.B. Angiopoietin-like protein 8/Betatrophin scheinen
nicht renal eliminiert zu werden. Basierend auf diesen Ergebnissen muss nun untersucht werden,
ob bestimmte Adipokine eine kausale Rolle in der Entwicklung und Progression einer
Niereninsuffizienz spielen.

Zusammenfassend ~wurden somit verschiedene Adipokine in kardiometabolischen
Risikoerkrankungen charakterisiert. Es konnten mogliche zukiinftige pharmakologische Targets
fiir die Behandlung von Niereninsuffizienz sowie fiir die bei GDM zugrundeliegende
Insulinresistenz identifiziert werden.
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1. Einleitung

1.1 Adipokine

Das humane Fettgewebe ist ein Bindegewebe, welches aus verschiedenen Kompartimenten
besteht. Neben Lipid-gefiillten Zellen (Adipozyten) finden sich hier eine umgebende Matrix von
Kollagenfasern und BlutgefiBBen sowie nicht-adipozytire Zellen wie Fibroblasten und
Immunzellen [1]. Oftmals wird daher eine Unterteilung des Fettgewebes in drei verschiedene
Kompartimente bzw. Fraktionen durchgefiihrt: 1) Adipozyten; 2) umgebende Matrix und 3) eine
stromal-vascular fraction (SVF) [2] (Abbildung 1).

Matrix
(Blutgefille, ...)

Adipozyten

(Makrophagen, ...)

Abbildung 1: Unterteilung des Fettgewebes in drei verschiedene Kompartimente

1) Adipozyten; 2) umgebende Matrix; 3) die stromal-vascular fraction (SVF)

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass das Fettgewebe nicht nur als Energiespeicher,
sondern auch als endokrin-aktives Organ fungiert und eine Reihe von verschiedenen Proteinen
sezerniert. Fain und Mitarbeiter definierten daher den Begriff “Adipokin” bzw. “Adipozytokin”
als jegliche “substance released by adipose tissue” [3]. Diese Adipokine werden entweder von
nur einem einzelnen Kompartiment, hdufiger jedoch von verschiedenen Kompartimenten des

Fettgewebes gebildet. Nach den Erstbeschreibungen der Adipokine Leptin [4] und Tumor
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necrosis factor a [5] konnte in den letzten Jahren eine Vielzahl weiterer neuartiger und
metabolisch aktiver Adipokine identifiziert werden.

Leptin gilt hierbei oftmals als ein ,,Modell“-Adipokin. Mduse mit einer Mutation im fiir Leptin
kodierenden LEP-Gen haben eine ausgeprigte Adipositas [4]. Auch Menschen mit einer Leptin-
Mutation fallen durch eine massive Adipositas auf [6]. Die fundamentale Bedeutung des
Adipokins Leptin wurde nachfolgend in einem Case report bewiesen, indem eine rekombinante
Leptintherapie in einem 9-jdhrigen Kind mit Leptinmangel das Korpergewicht, die Fettmasse und

die Energieaufnahme senkte sowie den Energieverbrauch erhohte [7].

1.2 Adipokine sind dysreguliert bei Adipositas

Neuartige und metabolisch aktive Adipokine werden zumeist in murinen und in vitro-Studien
erstmals charakterisiert. Eine Vielzahl von Arbeiten beschreibt dann darauf basierend die
Regulation dieser Fettzell-sezernierten Proteine bei Patienten mit Adipositas. So konnte
beispielhaft gezeigt werden, dass die Plasmakonzentrationen von Leptin eng mit der Fettmasse
korrelieren [8]. Daher wurde bei Adipositas, die nicht aufgrund einer genetischen Leptindefizienz
entstanden ist, eine Leptinresistenz, &hnlich einer Insulinresistenz, beschrieben [9]. Die
Expression des Adipokins Tumor necrosis factor o. im Fettgewebe ist ebenfalls mit zunehmender
Adipositas erhoht und trdgt zur Insulinresistenz bei [10]. Analog zu diesen ersten beschriebenen
Adipokinen konnte in der Folgezeit eine Vielzahl von Adipokinen bei Adipositas charakterisiert

werden.

1.3 Adipokine bei kardiovaskuliren Erkrankungen, Diabetes mellitus und
chronischer Niereninsuffizienz

Kardiovaskuldre Erkrankungen, Diabetes mellitus und chronische Niereninsuffizienz gehdren
global zu den fiithrenden Todesursachen und haben in den letzten 20 Jahren in der absoluten
Haufigkeit stark zugenommen [11]. Zudem nahm auch die Anzahl verlorener Lebensjahre durch
diese kardiometabolischen Risikoerkrankungen signifikant zu [11]. Interessanterweise sind
kardiovaskuldre Erkrankungen, Diabetes mellitus und chronische Niereninsuffizienz nicht nur
singuldre Risikofaktoren fiir eine erhohte Mortalitit, sondern bedingen sich dariiber hinaus auch

gegenseitig [12]. Weiterhin sind diese Erkrankungen hdufig mit anderen Facetten des
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metabolischen Syndroms wie der arteriellen Hypertonie, der Adipositas sowie der Dyslipiddmie
vergesellschaftet [13]. Das gemeinsame Auftreten dieser beschriebenen Erkrankungen beruht
moglicherweise auf zirkulierenden Faktoren, die kausal an deren Entstehung und Progression
beteiligt sein konnten. Die vorliegende Arbeit untersucht daher im Speziellen zirkulierende
Adipokine als potentiellen Link zwischen den kardiometabolischen Erkrankungen

Niereninsuffizienz und Gestationsdiabetes (GDM).

1.4 Definition der Krankheitsentititen Niereninsuffizienz und Gestationsdiabetes

als kardiometabolische Risikoerkrankungen

1.4.1 Chronische Niereninsuffizienz

Die chronische Niereninsuffizienz ist eine Gruppe von heterogenen Erkrankungen, die mit einer
sowohl strukturellen als auch funktionellen Schidigung der Nieren einhergeht [14]. Die Inzidenz
und Prdvalenz der chronischen Niereninsuffizienz sind weltweit sehr variabel, weil es
Unterschiede in den zugrundeliegenden Erkrankungen und in der Verfiigbarkeit von
medizinischen Therapien gibt [14]. Interessanterweise ist die chronische Niereninsuffizienz auch
mit den verschiedenen Facetten des metabolischen Syndroms assoziiert, wie z.B. der
Dyslipiddamie [15], Hypertonie [16], Diabetes mellitus [17] und Adipositas [18]. Insgesamt haben
Patienten mit einer chronischen Niereninsuffizienz eine deutlich erhohte Mortalitit, die sowohl
kardiovaskuldr als auch nicht kardiovaskuldr bedingt ist [19].

Daher ist es von entscheidender Bedeutung, kausale Faktoren in der Entstehung und Progression
der chronischen Niereninsuffizienz zu identifizieren und mogliche pharmakologische Targets zu
charakterisieren. Bereits frithzeitig haben verschiedene Arbeitsgruppen etablierte Adipokine und
deren Auswirkungen auf die chronische Niereninsuffizienz untersucht und beschrieben
(zusammengefasst in [20,21]). Darin wurden jedoch zumeist nur die bereits seit vielen Jahren
beschriebenen Adipokine evaluiert. Es fehlen daher insbesondere Daten zur Regulation von

neuartigen, metabolisch aktiven Adipokinen bei dieser kardiometabolischen Risikoerkrankung.



1.4.2 Akute Niereninsuffizienz

Die akute Niereninsuffizienz ist charakterisiert durch eine plotzliche Verschlechterung der
Nierenfunktion, die mit einer gestorten metabolischen sowie Elektrolyt- und
Fliissigkeitshomoostase einhergeht [22]. Insgesamt ist das Spektrum einer akuten
Niereninsuffizienz sehr breit und reicht von nur geringen Verdnderungen in den
Retentionsparametern bis zu einem dialysepflichtigen Nierenversagen [22]. Interessanterweise
haben sowohl die akute als auch die chronische Niereninsuffizienz &hnliche Risikofaktoren wie
z.B. Alter, Hypertonie, Diabetes mellitus und das metabolische Syndrom (zusammengefasst in
[23]). Zudem haben Patienten mit akuter Niereninsuffizienz genau wie Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz ein deutlich erhdhtes Risiko fiir kardiovaskuldre Folgeerkrankungen [24] und
Mortalitdt [25]. Einige Autoren sind daher der Meinung, dass die akute und chronische
Niereninsuffizienz  nicht zwei  verschiedene  Krankheitsentitdten, sondern  ein
Krankheitskontinuum darstellen [23,26]. Aus diesem Grund ist es auch bei dieser
kardiometabolischen Risikoerkrankung entscheidend, kausale Faktoren in der Entstehung und
Progression der akuten Niereninsuffizienz zu identifizieren und mogliche pharmakologische
Targets wie bei der chronischen Niereninsuffizienz zu charakterisieren. Auch bei akuter
Niereninsuffizienz haben bereits verschiedene Arbeitsgruppen Adipokine, die seit ldngerer Zeit
bekannt und etabliert sind, untersucht, z.B. Leptin [27], Adiponektin [28] und Resistin [29]. Es
fehlen jedoch auch hier insbesondere Daten zur Regulation von neuartigen, metabolisch aktiven

Adipokinen, die in den letzten Jahren erstmals beschrieben wurden.

1.4.3 Gestationsdiabetes

Der GDM ist nach den Definitionen der American Diabetes Association eine metabolische
Erkrankung, die im zweiten oder dritten Trimester der Schwangerschaft auftritt und diagnostiziert
wird [30]. Dabei ist der GDM von anderen Diabetes-Typen in der Schwangerschaft (insbesondere
Diabetes mellitus Typ 2 [T2DM] oder Typ 1) abzugrenzen [30]. Sowohl die Mutter als auch das
Kind haben bei Schwangerschaften mit GDM ein erhdhtes Akut- und Langzeitrisiko fiir
verschiedene Komplikationen [31]. Akutkomplikationen fiir das ungeborene Kind sind
insbesondere die Makrosomie, die weiterhin mit einer erh6hten Rate an Geburtstraumata wie z.B.
der Schulterdystokie assoziiert ist, sowie metabolische Komplikationen wie z.B. der postpartalen

Hypoglykdmie [31]. Fiir die Mutter gibt es wihrend der Schwangerschaft u.a. aufgrund der
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Glukosurie ein erhohtes Risiko fiir Harnwegsinfektionen [31]. Des Weiteren erkranken
schwangere Frauen mit GDM héaufiger als gesunde Schwangere an einer Priaeklampsie oder
Eklampsie [31]. Langzeitkomplikationen einer GDM-Schwangerschaft sind u.a. fiir das Kind die
Entwicklung einer Adipositas, wihrend Miitter mit vorherigem GDM ein sehr hohes Risiko fiir
die Entwicklung eines T2DM aufweisen [31].

Sowohl der GDM als auch der T2DM haben &hnliche Risikofaktoren, sodass eine Verbindung
dieser metabolischen Erkrankungen z.B. iiber Adipokine mdglich ist. In beiden Erkrankungen
kommt es pathophysiologisch zu einer vermehrten Insulinresistenz [32]. Daher konnte in den
vergangenen Jahren gezeigt werden, dass eine Vielzahl von (Adipo-)Zytokinen bei GDM und
T2DM dysreguliert ist und moglicherweise die Insulinresistenz bei diesen beiden Erkrankungen
beeinflussen konnte, z.B. Adiponektin [33], Leptin [34], Fibroblast growth factor 21 (FGF21)
[35] und Adipocyte fatty acid-binding protein (AFABP) [36]. Fiir eine Vielzahl von neu
beschriebenen und metabolisch aktiven Adipokinen ist die Regulation in Frauen mit GDM
aktuell noch unklar. Die pathophysiologischen Mechanismen dieser neuartigen Adipokine
miissen jedoch sowohl bei GDM als auch bei T2DM umfassend charakterisiert werden um zu
priifen, ob diese Fettzell-sezernierten Proteine zukiinftige pharmakologische Targets darstellen

konnen.

1.5 Hypothese

Basierend auf den beschriebenen Grundlagen lautet die Hypothese der vorliegenden Arbeit, dass
verschiedene neuartige und metabolisch aktive Adipokine bei den kardiometabolischen
Risikoerkrankungen chronische Niereninsuffizienz, akute Niereninsuffizienz und GDM
dysreguliert sind und zur Krankheitsentstehung und —progression beitragen. Die vorliegende
Arbeit beschrinkt sich vom Umfang her auf die Adipokine Angiopoietin-like protein
(Angptl) 8/Betatrophin, Irisin, Progranulin, AFABP sowie FGF21.



2. Methoden

2.1 Humane Studien

2.1.1 Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz

Um Adipokine in Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz charakterisieren zu konnen,
etablierte unsere Arbeitsgruppe eine Patientenkohorte mit verschiedenen Schweregraden einer
chronischen Niereninsuffizienz. Diese cross-sektionale Population enthilt zurzeit 581 Patienten
(ménnlich: N = 338; weiblich: N = 243). In der Vergangenheit publizierte Manuskripte
beinhalten 532 Patienten (mannlich: N = 305; weiblich: N = 227) bzw. 120 Patienten (ménnlich:
N = 62; weiblich: N = 58). Die Studienpatienten wurden durch die Klinik und Poliklinik fiir
Endokrinologie und Nephrologie der Universitit Leipzig sowie durch drei verschiedene
ambulante nephrologische Zentren (KfH Kuratorium fiir Dialyse und Nierentransplantation e.V.
KfH-Nierenzentrum am Klinikum St. Georg, 04129 Leipzig; Dialysepraxis Leipzig, 04178
Leipzig sowie 04107 Leipzig) rekrutiert. Alle Patienten wurden basierend auf den Kidney
Disease Improving Global Outcomes- (KDIGO) [37] oder alternativ basierend auf den National
Kidney Foundation — Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI)-Leitlinien [38] in 5
Schweregrade der chronischen Niereninsuffizienz GI1-G5 bzw. 1-5 eingeteilt. Die
Schweregradeinteilung erfolgte anhand der Berechnung der geschétzten glomeruldren
Filtrationsrate (eGFR) entweder mittels der CKD Epidemiology Collaboration-Formel (CKD-
EPI) [39] oder alternativ durch die Modification of Diet in Renal Disease-Formel [40].
Einschlusskriterien waren ein Alter > 18 Jahre und das schriftliche Einverstandnis zur Teilnahme
an der Studie. Ausschlusskriterien stellten  fortgeschrittene = Malignome, akute
Infektionskrankheiten, Schwangerschaft sowie ein Drogenabusus dar.

In allen Patienten wurde nach einer mindestens 8-stiindigen Fastenperiode eine
Niichternblutentnahme durchgefiihrt. In dialysepflichtigen Patienten erfolgte die Blutentnahme
dabei direkt vor Dialysebeginn.

2.1.2 Patienten mit akuter Niereninsuffizienz

Um Adipokine in Patienten mit akuter Niereninsuffizienz quantifizieren zu kodnnen, etablierte

unsere Arbeitsgruppe eine Patientenkohorte, bei denen eine elektive unilaterale Nephrektomie
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durchgefiihrt wurde. Diese Patienten stellen ein Modell fiir eine akute Niereninsuffizienz dar
[41,42]. Fiir diese longitudinale Studie wurden bislang 62 Patienten (ménnlich: N = 44; weiblich:
N = 17) konsekutiv durch die Klinik fiir Urologie der Universitidt Leipzig rekrutiert. In der
Vergangenheit publizierte Manuskripte enthalten 32 Patienten (ménnlich: N = 26; weiblich:
N =6) bzw. 15 Patienten (ménnlich: N = 11; weiblich: N =4).

In allen Patienten wurde eine elektive particlle oder komplette unilaterale Nephrektomie
durchgefiihrt. Die Indikation zur Nephrektomie wurde u.a. aufgrund von Nierenzellkarzinomen,
Schrumpfnieren und Nierenzysten gestellt. Einschlusskriterien waren ein Alter zwischen 18 und
80 Jahren und das schriftliche Einverstindnis zur Teilnahme an der Studie. Ausschlusskriterien
stellten eine Dialysepflicht, hereditire Zystennierenerkrankungen, Glomerulonephritiden sowie
eine generalisierte Inflammation dar.

In allen Patienten wurde jeweils eine Niichternblutentnahme direkt vor der Operation sowie

innerhalb von 30h nach Nephrektomie durchgefiihrt.

2.1.3 Patientinnen mit Gestationsdiabetes

Um Adipokine in Patientinnen mit GDM charakterisieren zu konnen, etablierte unsere
Arbeitsgruppe eine klinische Studienkohorte von Patientinnen mit GDM. Fiir diese erste cross-
sektionale Population wurden zwischen 2006 und 2011 insgesamt 148 Frauen wéhrend der
Schwangerschaft durch unsere Klinik und Poliklinik fiir Endokrinologie und Nephrologie
rekrutiert. Alle Frauen erhielten einen oralen, zweistiindigen Glukosetoleranztest (0GTT) mit 75g
Glukose. Ein GDM wurde diagnostiziert, wenn ein oder mehrere Plasmaglukosewerte wihrend
des oGTTs erhoht waren entsprechend den Kriterien der American Diabetes Association [43].
Hier wurden entsprechend den Leitlinien folgende Grenzwerte wahrend des oGTTs angewendet:
Niichtern-Blutzucker > 5.1 mmol/l; 1h > 10.0 mmol/I; 2h > 8.5 mmol/l. Basierend auf diesen
Grenzwerten wurde ein GDM in insgesamt 74 schwangeren Patientinnen diagnostiziert. 74
weitere Alters-, Body mass index (BMI)- und Schwangerschaftsalter-gematchte Frauen mit
normaler Glukosetoleranz dienten als Kontrollen.

Nach dieser cross-sektionalen Analyse wurden im Jahr 2012 alle Frauen gebeten, an einer
postpartalen Follow-up-Untersuchung teilzunehmen. Hier konnten insgesamt 85 Frauen (41

frithere Kontrollen, 44 friihere Patientinnen mit GDM) rekrutiert werden.
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Ausschlusskriterien dieser Studien waren generalisierte und andere chronische Infektionen,
immunsuppressive Therapien, ein vorbekannter Diabetes mellitus oder fortgeschrittene maligne

Erkrankungen.

2.1.4 Humane Querschnittsstudien

Um die in den beschriebenen Kohorten erhaltenen Ergebnisse und Assoziationen zu validieren,
untersuchten wir verschiedene Adipokine in einer groBen und metabolisch sehr gut
phénotypisierten Querschnittsstudie in der Isolatpopulation der Sorben. Hierfiir wurden zwischen
2005 und 2007 rund 1050 sorbische Probanden rekrutiert und intensiv phanotypisiert, inklusive
Fragebogen-Anamnese, anthropometrischen Parametern, einer Body impedance analysis sowie
einem 75g oGTT. Diese Studie ermoglicht es, Adipokine neben den kardiometabolischen
Risikopopulationen auch in einer verhdltnismidBig gesunden Querschnittskohorte zu
charakterisieren und gibt zusétzliche Informationen zur Regulation von neuartigen, metabolisch

aktiven Adipokinen.

2.2 Tierexperimentelle Studien

2.2.1 Tiere mit akuter Niereninsuffizienz: nephrektomierte Sprague Dawley-Ratten

Um herauszufinden, ob Adipokine unabhingig von anderen Confoundern mit der Nierenfunktion
assoziiert sind, ist es notwendig, diese Proteine in Tiermodellen mit akuter Niereninsuffizienz zu
untersuchen. Hierfiir wurde das Modell einer kompletten bilateralen Nephrektomie in Sprague
Dawley-Ratten genutzt [44]. Als geeignete Kontrollen wurden Alters-, Geschlechts- und
Korpergewichts-gematchte Tiere Schein-operiert, das heif3t, bei identischem operativen Vorgehen
erfolgte bei Kontrolltieren keine bilaterale Nephrektomie.

Praoperativ erhielten alle Tiere eine Blutentnahme. Zur Einleitung der Operation (OP) wurde den
Ratten mittels eines Verneblers Isofluran (Isofluran Baxter, Baxter Deutschland,
UnterschleiBheim, Deutschland) mit 2-3 Vol% {iiber eine Maske verabreicht. Nach Einleitung
erfolgte zur Erhaltung der Narkose die weitere Verabreichung mit 0,25-1,5 Vol%. Zur Analgesie
wiahrend der OP wurde Metamizol verwendet. Dafiir wurde Metamizol (Novalgin, Sanofi-
Aventis Deutschland, Frankfurt am Main, Deutschland) in einer Dosierung von 110 mg/kg

Korpergewicht subkutan nach Narkoseeinleitung in den Riickenbereich verabreicht. Nach
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veterindrmedizinischen Daten ist die analgetische Wirkung von Metamizol mit der von Opioiden
vergleichbar und die Vertriglichkeit ist als sehr gut zu bewerten [45]. Nach Erreichen einer
stabilen Narkose erfolgte in Riickenlage auf einem Operationstisch mit einer Heizplatte (Self
Regulating Heating Pad, Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland) zuerst eine Rasur und
nachfolgend eine Desinfektion des Abdomens. Danach wurde mit einem Skalpell eine
abdominelle Mittellinieninzision von ca. 4-5 cm durchgefiihrt, die Rektusmuskulatur durchtrennt
und das Peritoneum eingeschnitten. Der nun sichtbare Darm wurde aus dem Abdomen luxiert,
nach kranial verlagert und die Nieren beidseits aufgesucht. Nach Entfernung der jeweiligen
Nierenkapsel konnten die beiden renalen Pedikel freiprépariert und mit jeweils einem
nichtresorbierbaren Faden (Prolene 4-0, Johnson & Johnson Medical, Norderstedt, Deutschland)
unterbunden werden. Nach dem Festziehen sowie dem dreifachen Verknoten der Fiden um die
renalen Pedikel wurden die Nieren distal der gelegten Faden beidseits abgeschnitten und entfernt.
In der Scheinbehandlungsgruppe erfolgten nur der Abdominalschnitt und ein Aufsuchen beider
Nieren. Die Nieren verblieben hier orthotop und die Nierenkapsel wurde belassen. Nach
beidseitiger Nephrektomie bzw. Kontroll-OP wurden die Bauchorgane wieder an ihre normale
Position verlagert und der Muskelschnitt mittels nichtresorbierbarer Naht (Prolene 3-0, Johnson
& Johnson Medical, Norderstedt, Deutschland) chirurgisch verschlossen. Zudem erfolgte eine
Hautnaht mittels nichtresorbierbarer Naht (Prolene 3-0, Johnson & Johnson Medical,
Norderstedt, Deutschland). Die Tiere wurden postoperativ in Einzelkédfigen gehalten und durch
eine Rotlichtlampe vor Auskiihlung geschiitzt. Nach OP-Ende wurden mehrere Blutentnahmen zu
definierten Zeitpunkten durchgefiihrt. Vor einer abschliefenden Blutentnahme wurden die Tiere
im Medizinisch-Experimentellen Zentrum der Medizinischen Fakultit der Universitit Leipzig
mittels einer Kurzzeitnarkose mit Ether in einem luftdichten Glasgefdll unter Abzug anésthesiert.
Unter Anésthesie erfolgte eine finale Blutentnahme mittels intrakardialer Punktion (BD
Microlance Kaniile 20G, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland). Zusitzlich wurde der
Blutzucker mit einem konventionellen Blutzuckermessgerit (FreeStyle Mini, Abbott, Wiesbaden,
Deutschland) in 1 pl Blut bestimmt.

Im Versuch konnte mit diesem Vorgehen eine robuste akute Niereninsuffizienz gemessen an
signifikant ansteigenden Retentionsparametern (Cystatin C und Urea im Plasma) bei gutem
Uberleben festgestellt werden (Abbildung 2). Der Versuch endete fiir alle Tiere spétestens nach

48h mit einer finalen Blutentnahme und der Aufarbeitung der Tiere.
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Abbildung 2: Nierenfunktionsparameter nach bilateraler Nephrektomie

Plasmakonzentrationen von (A) Cystatin C und (B) Urea in médnnlichen Sprague Dawley-Ratten
vor (Zeitpunkt 0 min) und nach bilateraler Nephrektomie (BNE, N = 10) im Vergleich zu Schein-
operierten Tieren (Sham, N = 7) zu den verschiedenen Zeitpunkten. *zeigt p < 0.05 im Vergleich
zu Schein-operierten Tieren errechnet mit ungepaartem Student’s t test. Abbildung adaptiert nach

[46].

2.2.2 Tiere mit chronischer Niereninsuffizienz: eNOS”~ CSTBLKS db/db-Miuse

Basierend auf den humanen Studien zu chronischer Niereninsuffizienz ist es notwendig, die
Regulation von Adipokinen auch in einem Tiermodell einer chronischen Niereninsuffizienz
detailliert zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit kam dafiir das Modelltier der eNOS™
CS57BLKS db/db-Maus zur Anwendung. Diese Tiere haben einen homozygoten Verlust des fiir
die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) kodierenden Gens NOS3 sowie des fiir den
Leptinrezeptor kodierenden LEPR-Gens (db/db). Die Tiere sind adipds und haben einen T2DM.
Als Folge davon entwickeln die Maiuse eine progrediente Albuminurie, eine
Basalmembranverdickung, eine Mesangium-Expansion, eine Glomerulosklerose sowie eine
Reduktion der eGFR [47]. Somit dienen die Tiere als robustes Modell einer chronischen
diabetischen Niereninsuffizienz.

Nach dem Kauf der Tiere und dem Einfiihren in unser Medizinisch-Experimentelles Zentrum der
Medizinischen Fakultdt der Universitdt Leipzig konnten die beschriebenen Facetten der Tiere
[47] auch in unserem Labor bestétigt werden [48]. Insbesondere zeigte sich eine stabile Induktion

einer Albuminurie (Abbildung 3).
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Nach der Etablierung dieses Modelltieres werden in den eNOS” C57BLKS db/db-Miusen aktuell
verschiedene Tierversuchsvorhaben zu Adipokinen bei chronischer Niereninsuffizienz
durchgefiihrt um einen direkten und kausalen Einfluss verschiedener Fettzell-sezernierter

Proteine auf die Entstehung und Progression der Niereninsuffizienz nachweisen zu konnen.

[ eNOS™ C57BLKS (Kontrolle)
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Abbildung 3: Albumin-Kreatinin-ratio in Mausen mit chronischer Niereninsuffizienz

Albumin-Kreatinin-ratio (AKR) in M&usen mit chronischer Niereninsuffizienz (CKD) (eNOS .
C57BLKS db/db-Miuse) im Vergleich zu nicht-diabetischen Kontrolltieren (eNOS”™ C57BLKS)
im Spot-Urin. Angegeben sind Mittelwerte + standard error of mean. p-Werte wurden mit
ungepaartem Student’s t test und vorheriger logarithmischer Transformierung errechnet. N > 5

pro Gruppe. *zeigt p < 0.01, **p <0.001 und ***p < 0.0001. Abbildung adaptiert nach [48].

2.3 Charakterisierung und Assays

Alle humanen Studien wurden durch die Ethikkommission der Universitdt Leipzig genehmigt
und alle Probanden gaben vor Studieneinschluss ein schriftliches Einverstindnis zur Teilnahme
ab.

In allen Probanden erfolgte eine korperliche Untersuchung mit Erhebung des BMI sowie der
waist-to-hip ratio (WHR) und der waist-to-height ratio (WHtR). Als Marker der Insulinresistenz
wurde der Homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR)-Index berechnet

[49].
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Zirkulierende Serumkonzentrationen der Adipokine wurden mittels enzyme linked
immunosorbent assays (ELISAs) bestimmt. Kreatinin, Niichternglukose, Niichterninsulin, high
sensitivity C reactive protein (hsCRP), Triglyzeride sowie high-density lipoprotein (HDL), low-
density lipoprotein (LDL) und Gesamtcholesterol wurden im Serum in einem zertifizierten Labor

mittels Standardmethoden bestimmt.

Alle tierexperimentellen Studien wurden durch die zustindigen Behorden (Landesdirektion
Sachsen) ethisch gepriift und bewilligt. Die Plasma- und Urin-Konzentrationen von Adipokinen,
Retentionsparametern und weiteren Nierenparametern (Albumin und Kreatinin im Urin) wurden

mittels ELISA bestimmt.

2.4 Statistik

Alle humanen Studien wurden vorrangig mit nicht-parametrischen Testverfahren ausgewertet.
Fir Gruppenvergleiche in den cross-sektionalen Studien erfolgte die Bewertung von
Gruppenunterschieden mit dem Mann-Whitney U test (GDM) bzw. dem Kruskal-Wallis test
(chronische Niereninsuffizienz). Die longitudinalen Studien (GDM und GDM postpartal) bzw.
vor und nach Nephrektomie wurden mit dem Wilcoxon signed-rank test ausgewertet.
Korrelationsanalysen wurden immer mittels nicht-parametrischer Spearman's rank correlation
durchgefiihrt. Unabhéngige Zusammenhdnge wurden nachfolgend mittels multivariater
Regressionsanalyse detektiert. Da dies ein parametrisches Verfahren ist, erfolgte vor Einschluss
der Variablen in das jeweilige Modell in allen Studien ein Test auf Normalverteilung durch den
Shapiro—Wilk test und nicht normalverteilte Parameter wurden vor Regressionsanalyse
logarithmisch transformiert.

Fiir die Tierexperimente kamen ausschlieBlich parametrische Testverfahren zur Anwendung (z.B.

Student’s t test).
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3. Resultate

3.1 Angptl8/Betatrophin

Angptl8/Betatrophin wurde 2013 erstmals als ein potentiell Betazell-trophes Zytokin
beschrieben, welches in verschiedenen Mausmodellen mit Insulinresistenz die Glukosetoleranz
verbessert [50]. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine systemische Gabe des Insulinrezeptor-
Antagonisten S961 in Miusen die Betazellproliferation erhohte. S961 fiihrte jedoch in Maus-
Betazellen in vitro nicht direkt zu einer Betazellproliferation [50], sodass am ehesten indirekte
Effekte dafiir verantwortlich sind. In nachfolgenden Microarray-Analysen zeigte sich nach
Behandlung mit S961 eine signifikant erhohte Expression von Angptl8/Betatrophin in der Leber
und im weiBen Fettgewebe [50]. Zusitzlich fiihrte eine Uberexpression von Angptl8/Betatrophin
in der Leber zu einer Betazellproliferation und zu einer verbesserten Glukosetoleranz in Miusen.
Zudem konnten die Autoren Angptl8/Betatrophin in vitro im Zellkulturiiberstand nachweisen und
zeigen, dass Angptl8/Betatrophin im Plasma von Méausen zirkuliert [50].

Daher ist es von entscheidender Bedeutung, dieses Adipokin in humanen Studien detaillierter zu
charakterisieren und zu untersuchen, ob die Niere relevant an der Eliminierung von
Angptl8/Betatrophin beteiligt ist.

Wir konnten zeigen, dass Serumkonzentrationen des potentiell metabolisch gilinstigen Adipokins
bei Patienten mit T2DM erhoht und mit Markern der Insulinresistenz assoziiert sind [51]. In in
vitro-Experimenten wurde die mRNA Expression von Angptl8/Betatrophin durch Insulin
induziert [51]. Analog zu diesen ersten humanen Ergebnissen in Patienten mit T2DM waren die
Angptl8/Betatrophin-Konzentrationen auch bei Patientinnen mit GDM signifikant erhoht im
Vergleich zu gesunden schwangeren Probandinnen. In multivariaten Analysen ergab sich
ebenfalls eine unabhdngige Assoziation von Angptl8/Betatrophin mit GDM [52]. Zusétzlich
waren die Serumkonzentrationen dieses metabolisch giinstigen Adipokins postpartal signifikant
niedriger als wihrend der Schwangerschaft [52].

In Patienten mit chronischer Dialysepflicht waren die Konzentrationen von Angptl8/Betatrophin
hingegen nicht signifikant unterschiedlich im Vergleich zu nierengesunden Kontrollpatienten

[51].
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3.2 Irisin

Irisin wurde 2012 erstmals von einer Bostoner Arbeitsgruppe als ein Adipokin/Myokin
beschrieben, welches in Maiausen die Glukosetoleranz und den Energieverbrauch giinstig
beeinflussen konnte [53]. In der intialen Arbeit untersuchte man die muskuldren Effekte des
PPAR-y co-activator-1 o (PGCl-a). PGC1-a im Muskelgewebe wird durch Bewegung induziert
und vermittelt u.a. {iber eine verbesserte mitochondriale Funktion und Angiogenese verschiedene
giinstige Effekte (zusammengefasst in [54]). Da PGCl-a-liberexprimierende Méuse auch
metabolisch glinstige Effekte aufweisen, konzentrierte sich die initiale Arbeit zu Irisin auf
Muskelzell-sezernierte Zytokine. Hier konnte gezeigt werden, dass Maiuse mit einer
Uberexpression von PGCl-a im Muskelgewebe ein vermehrtes ,,Browning* des weiBen
Fettgewebes aufwiesen, also eine Formation von multilokuldren und uncoupling protein 1
(UCP1)-positiven Fettzellen [53]. Interessanterweise zeigten Fettzellen nach Stimulation mit
Medium von PGCl-a-iiberexprimierenden Muskelzellen in vitro eine erh6hte mRNA Expression
von verschiedenen, fiir braunes Fett spezifischen Genen. Daher wurden hier mit
unterschiedlichen Ansdtzen verschiedene sezernierte Proteine untersucht, die an der Regulation
beteiligt sein konnten. Schlieflich wurde das Protein Fibronectin type Il domain-containing
protein 5 (FNDCY) identifiziert, welches nach Abspaltung von C- und N-terminalen Peptiden als
Irisin in der Zirkulation von Mausen und Menschen detektierbar ist [53]. M&iuse mit einer
Uberexpression von FNDCS5 wiesen eine erhdhte mRNA Expression von UCP/ im subkutanen
Fettgewebe auf und hatten eine signifkant verbesserte Glukosetoleranz [53]. Kurz nach
Veroffentlichung der initialen Arbeit konnte gezeigt werden, dass Irisin nicht nur vom
Muskelgewebe, sondern auch vom Fettgewebe produziert wird und daher auch als Adipokin gilt
[55].

Daher muss auch dieses in tierexperimentellen Studien als benefiziell beschriebene Adipokin in
humanen Kohorten charakterisiert werden. Zusétzlich muss vor einer eventuell denkbaren
Evaluierung dieses Proteins als pharmakologisches Target beim Menschen die Eliminierung
untersucht werden.

Unsere Arbeitsgruppe konnte hier nachweisen, dass das im Tiermodell giinstige Adipokin in
einer cross-sektionalen humanen Studie (N = 532) in Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz positiv mit Insulinresistenz assoziiert ist [56]. Zudem war das LDL
Cholesterol positiv und unabhéngig mit dem Adipokin assoziiert [56]. Passend zu diesen Daten

zeigten Patientinnen mit GDM ebenfalls erhohte Irisin-Konzentrationen im Serum im Vergleich
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zu schwangeren, nicht-diabetischen Probandinnen. Weiterhin waren in den multivariaten
Analysen Marker der Insulinresistenz positiv mit den Irisinkonzentrationen assoziiert [57]. Daher
untersuchten wir dieses Adipokin in einer groflen und gut phénotypisierten Querschnittsstudie
(N > 1000). Hier zeigte sich das Adipokin mit einem metabolisch giinstigen Phéanotyp assoziiert
und korrelierte negativ mit Fettmasse, Niichternblutzucker und Dyslipiddmie [58].
Interessanterweise waren die Serumkonzentrationen des Adipokins bei Patienten mit chronischer

Niereninsuffizienz erniedrigt im Vergleich zu nierengesunden Patienten [56].
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3.3 Progranulin

Progranulin wurde initial 2012 als ein neues Adipokin beschrieben, welches direkt eine
Insulinresistenz und Adipositas induzieren kann [59]. Matsubara und Mitarbeiter identifizierten
Progranulin in vitro in einem 3T3-L1-Fettzellmodell als ein Adipokin, welches nach Behandlung
mit Tumornekrosefaktor-o und Dexamethason vermehrt exprimiert wird [59]. Eine
intraperitoneale Gabe von rekombinantem Progranulin in Méusen fiihrte zu einer erhohten
Insulinresistenz. Zudem zeigten die Autoren, dass Progranulin-defiziente Méuse resistent gegen
die Entwicklung einer Insulinresistenz und Adipositas waren [59]. Mechanistisch konnte
nachgewiesen werden, dass Progranulin-defiziente Tiere eine signifikant reduzierte Expression
von Interleukin 6 im Fettgewebe sowie reduzierte Serumkonzentrationen von Interleukin 6
hatten. SchlieBlich zeigten Matsubara und Mitarbeiter, dass eine Hemmung von Interleukin 6 die
Progranulin-vermittelte Insulinresistenz in Méusen signifikant verbesserte [59].

Daher ist auch hier eine genaue Charakterisierung dieses im Zell- und Tiermodell adversen
Adipokins notwendig.

Wir konnten hier nachweisen, dass Progranulin in einer groen cross-sektionalen humanen Studie
(N = 532) unabhéngig und positiv mit Interleukin 6 assoziiert ist [60]. Serumkonzentrationen von
Progranulin in Patienten mit T2DM waren in dieser Studie jedoch nicht verschieden im Vergleich
zu Nichtdiabetikern [60]. Dies entspricht unseren Ergebnissen in Frauen mit GDM. Hier zeigte
sich ebenfalls kein signifikanter Konzentrationsunterschied im Vergleich zu nicht-diabetischen,
schwangeren Frauen [61]. Interessanterweise waren die zirkulierenden Progranulinspiegel jedoch
signifikant mit der Nierenfunktion assoziiert und Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz
hatten progressiv mit dem Schweregrad der chronischen Niereninsuffizienz ansteigende
Serumkonzentrationen von Progranulin [60]. Da Progranulin ein potentielles pharmakologisches
Target zur Behandlung von Inflammation und Insulinresistenz darstellen konnte, untersuchten
wir die Eliminierung des Adipokins néher. Hier konnten wir zeigen, dass auch in Patienten mit
akuter Niereninsuffizienz nach unilateraler Nephrektomie die Progranulinkonzentrationen
signifikant ansteigen im Vergleich zu praoperativen Werten [62]. Cross-sektionale [60] und
kleine longitudinale [62] Studien in Menschen konnen jedoch nicht endgiiltig beweisen, dass
Nierenfunktion und Progranulin direkt miteinander assoziiert sind. Daher untersuchten wir dieses
Adipokin im Detail in beidseits nephrektomierten Ratten als ein Modell der akuten
Niereninsuffizienz und in Miusen mit chronischer Niereninsuffizienz. Hier zeigte sich, dass

zirkulierende Plasmakonzentrationen von Progranulin im Vergleich zu Kontrolltieren in beiden
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Modellen mit akuter und chronischer Niereninsuffizienz erhéht sind [63]. Zuséitzlich war die
renale mRNA Expression von mProgranulin in chronisch niereninsuffizienten Mausen reduziert

im Vergleich zu Kontrolltieren (Abbildung 4) [63].
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Abbildung 4: Progranulin in Tiermodellen mit chronischer und akuter Niereninsuffizienz

(A, C) Progranulin-Plasmakonzentrationen und (B) renale mRNA Expression von mProgranulin
bezogen auf das Referenzgen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (mGAPDH) in (A, B)
20 Wochen alten eNOS™ C57BLKS db/db-Miusen (Modell fiir chronische Niereninsuffizienz, N
> 5 pro Gruppe) sowie in (C) ménnlichen Sprague-Dawley Ratten nach bilateraler
Nephrektomie (BNE; Modell fiir akute Niereninsuffizienz, N > 8 pro Gruppe). Abbildung
modifiziert nach [63], Statistik siehe [63], *zeigt p < 0.05 im Vergleich zu (A, B) Wildtyp-

Maiusen sowie (C) Schein-operierten Ratten zu den jeweiligen Zeitpunkten.
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3.4 AFABP

AFABP ist ein metabolisch ungiinstiges Adipokin, welches mit verschiedenen Facetten des
metabolischen Syndroms assoziiert ist [64,65]. AFABP-defiziente Méuse sind von Adipositas-
assoziierter Insulinresistenz und Diabetes mellitus geschiitzt [66,67]. Arbeiten aus der gleichen
Gruppe konnten zudem =zeigen, dass AFABP-defiziente Maiuse mit einem zusitzlichen
Apolipoprotein E-Knockout signifikant weniger atherosklerotische Plaques in der Aorta hatten als
Vergleichstiere [68]. Folgeexperimente der Arbeitsgruppe konnen nachweisen, dass der orale
AFABP-Inhibitor BMS309403 Méuse vor Atherosklerose und T2DM schiitzt [69]. AFABP ist
daher mit mehreren Facetten des metabolischen Syndroms, jedoch auch mit der Entwicklung von
kardiovaskuldren Komplikationen, wie z.B. der Atherosklerose, direkt assoziiert.

Die Regulation und Eliminierung dieses metabolisch-adversen Adipokins miissen daher in
Patienten mit Niereninsuffizienz untersucht werden, um herauszufinden, ob AFABP
moglicherweise ein Link darstellt zwischen metabolischem Syndrom, Nierenfunktion und
kardiovaskuldrer Mortalitdt [70].

Hier konnten wir zeigen, dass Serumkonzentrationen des Adipokins AFABP mit steigender
Niereninsuffizienz sowohl akut als auch chronisch ansteigen [46]. Da trotz Adjustierung in
humanen Studien immer mogliche Confounder zu den Ergebnissen beitragen konnen, validierten
wir die Daten in Tieren mit akuter Niereninsuffizienz im Vergleich zu Alters-, Geschlechts- und
Korpergewichts-gematchten Tieren mit gleicher Intervention, jedoch orthotop verbliebenen
Nieren (Schein-Operation). Hier konnten wir zeigen, dass Ratten nach bilateraler Nephrektomie
im Vergleich zu Schein-operierten Tieren signifikant hohere Retentionsparameter (Cystatin C,
Urea) aufwiesen [46]. Zirkulierende AFABP-Konzentrationen in beidseits nephrektomierten
Tieren waren postoperativ nach 4h, 8h sowie nach 24h ebenfalls signifikant erhoht im Vergleich

zu Schein-operierten Ratten [46].
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3.5 FGF21

FGF21 ist ein Mitglied der FGF-Familie, die aktuell aus 23 verschiedenen Proteinen besteht.
FGF21 wurde im Jahr 2000 erstmals als ein von der Leber freigesetztes Protein identifiziert [71].
Das Fettgewebe sowie die Muskulatur stellen weitere Organe mit signifikanter FGF21-
Expression dar (zusammengefasst in [72]). In den folgenden Jahren konnte nachgewiesen
werden, dass FGF21 im Tiermodell Insulin-mimetische sowie Lipid-senkende Wirkungen besitzt
[73]. Interessanterweise gibt es analog zu AFABP auch fiir FGF21 Daten beziiglich der
Atherosklerose-Entwicklung in Miusen mit einem Apolipoprotein E-Knockout. Hier wiesen
Mause, die zusitzlich FGF21-defizient waren, eine vermehrte Atherosklerose auf [74]. Eine
rekombinante FGF21-Gabe konnte die Atherosklerose in FGF21-defizienten Tieren wieder
reduzieren [74]. Im Gegensatz zu diesen Mausdaten zeigten sich im Menschen divergente
Assoziationen von FGF21 mit kardiometabolischen Markern. So war FGF21 positiv assoziiert
mit Insulinresistenz [75], Blutdruck [65] sowie Dyslipiddmie [76] und zeigte sich erhdht in
Patienten mit koronarer Herzerkrankung [76]. Interessanterweise ist FGF21 auch ein statistischer
Priadiktor fiir die Entwicklung eines metabolischen Syndroms und T2DM in einer groflen
longitudinalen deutschen Studie [77]. Bereits in fritheren Arbeiten konnte unsere Arbeitsgruppe
zeigen, dass FGF21-Konzentrationen bei Patientinnen mit GDM nicht signifikant unterschiedlich
sind im Vergleich zu schwangeren, nicht-diabetischen Probandinnen [35]. Trotz der
unterschiedlichen Assoziationen in humanen und tierexperimentellen Untersuchungen wird das
Prinzip einer FGF21-Therapie mittlerweile in Phase 2-Studien im Menschen getestet [78]. Fiir die
weitere Etablierung von FGF21 als ein potentielles pharmakologisches Target ist es daher
wichtig, die Regulation von FGF21 bei Patienten mit eingeschrinkter Nierenfunktion zu
untersuchen.

Hier konnten wir in Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz zeigen, dass die
Serumkonzentrationen von FGF21 beim Abfall der Nierenfunktion graduell anstiegen [79]. In der
multivariaten Regressionsanalyse war interessanterweise die Nierenfunktion der stérkste,
negative statistische Pradiktor von zirkulierendem FGF21 in unserer Kohorte von 532 Patienten
mit chronischer Niereninsuffizienz. Im Gegensatz dazu waren signifikante Assoziationen von
metabolischen Markern mit der FGF21-Konzentration statistisch schwécher [79]. In der Kohorte
von Patienten vor und nach einer elektiven unilateralen Nephrektomie stiegen die FGF21-Spiegel
postoperativ ebenfalls signifikant an [79]. Da diese humanen Studien trotz multivariater

Adjustierung Confounder-antillig sind, bestimmten wir die FGF21-Konzentrationen in Ratten
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nach bilateraler Nephrektomie im Vergleich zu Alters-, Geschlechts- und Korpergewichts-
gematchten Kontrolltieren, die eine Schein-OP erhielten. Prdoperativ wiesen beide Gruppen
identische FGF21-Konzentrationen auf (unpublished data). Postoperativ hatten Tiere in der
Nephrektomie-Gruppe 17-fach erhohte FGF21-Spiegel im Vergleich zu Schein-operierten Tieren
(unpublished data). Dies beweist eine kausale Beziehung von Nierenfunktion und zirkulierenden

FGF21-Konzentrationen.

Publikation:

Hindricks J*, Ebert T* (equally contributing), Bachmann A, Kralisch S, Lossner U,
Kratzsch J, Stolzenburg JU, Dietel A, Beige J, Anders M, Bast I, Blither M, Stumvoll M,
Fasshauer M. Serum levels of fibroblast growth factor-21 are increased in chronic and acute
renal dysfunction. Clin Endocrinol (Oxf). 2014 Jun;80(6):918-24. doi: 10.1111/cen.12380.
Epub 2014 Jan 12.
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4. Diskussion und Ausblick

In den der Habilitationsschrift zugrundeliegenden Arbeiten konnten erstmals neuartige und
metabolisch aktive Adipokine in den kardiometabolischen Risikoerkrankungen chronische
Niereninsuffizienz, akute Niereninsuffizienz sowie GDM charakterisiert werden. Ausgewéhlte
Adipokine wurden zudem in groBen Kohortenstudien quantifiziert, um die Ergebnisse in
gesunden Probanden replizieren zu konnen. Entscheidende Adipokine wurden weiterhin im
Tiermodell in vivo untersucht mit dem Ziel, einen direkten Einfluss einer Niereninsuffizienz auf
die Adipokinkonzentrationen zu verifizieren.

Insgesamt konnten wir durch unsere Arbeiten verschiedene Regulationsmuster von Adipokinen
bei Patientinnen mit GDM erkennen. Bei Frauen mit GDM war das Leber- und Fettzell-
sezernierte Protein Angptl8/Betatrophin erhoht im Vergleich zu gesunden schwangeren Frauen
[52]. Wir konnten somit die bereits bei T2DM vorbeschriebene Regulation von
Angptl8/Betatrophin [51] auch bei GDM nachweisen. Unsere Arbeiten bestétigten damit im
Menschen den pathophysiologischen Zusammenhang zwischen erhohten Angptl8/Betatrophin-
Konzentrationen und zwei mit Insulinresistenz einhergehenden Erkrankungen, T2DM und GDM.
Angptl8/Betatrophin wurde initial als ein Hepatokin beschrieben, welches zu einer B-Zell-
Proliferation, einer erhohten B-Zell-Masse und damit zu einer verbesserten Glukosetoleranz fiihrt
[50]. Im Jahr 2017 musste die initiale Publikation [50] durch die Autoren zuriickgezogen werden,
da man in folgenden Untersuchungen die tierexperimentellen Ergebnisse nicht reproduzieren
konnte [80]. Zusitzlich zu unseren Untersuchungen [51,52] konnten auch andere Arbeitsgruppen
unsere Ergebnisse bei Patienten mit T2DM [81,82] und GDM [83,84] bestdtigen. Ursdchlich fiir
diese Ergebnisse konnte primdr die Insulinresistenz sein. Der Insulinrezeptor-Antagonist S961
fiihrte in Méusen zu einer erhohten mRNA Expression von mAngptl8/Betatrophin in der Leber
[50]. Dieses nicht von der Retraction Notice betroffene Ergebnis konnte die Ursache fiir erhohte
zirkulierende Konzentrationen von Angptl8/Betatrophin sein, sodass Angptl8/Betatrophin bei
Insulinresistenz vermehrt sezerniert wird. Weitere Studien miissen nun untersuchen, ob
Angptl8/Betatrophin einen moglichen pathophysiologischen Effekt auf den Glukosestoffwechsel
hat. Interessanterweise beeinflusst das Leber- und Fettzell-sezernierte Protein den
Triglyzeridstoffwechsel (zusammengefasst in [85]) und es befinden sich hierfiir monoklonale

Angptl8/Betatrophin-Antikorper in Entwicklung [86].
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Bei einer Reihe von anderen Adipokinen unterschied sich das Regulationsmuster bei GDM im
Vergleich zu T2DM. So waren fiir die Serumkonzentrationen der Adipokine Progranulin [61],
Pref-1 [87], Fractalkine [61] und Sclerostin [88] bei GDM keine signfikanten Unterschiede im
Vergleich zu gesunden schwangeren Frauen nachweisbar. Bei Copeptin fanden sich signifikant
erniedrigte Konzentrationen in GDM im Vergleich zu Kontrollprobandinnen [89]. Das Adipokin
Irisin war bei Patientinnen mit GDM im Vergleich zu gesunden schwangeren Probandinnen
erhoht [57].

In den initialen Studien zu diesen Adipokinen wurde jeweils eine Assoziation mit
Insulinresistenzparametern gezeigt. Im Vergleich zum T2DM unterschied sich jedoch in unseren
Studien in Patientinnen mit GDM die Regulation dieser Adipokine mit gegensitzlichen oder
fehlenden Assoziationen. Basierend auf unseren Studien besteht hier daher kein universeller
Zusammenhang des jeweiligen Adipokins mit der Insulinresistenz. Hier miissen zunédchst weitere
Studien die Griinde fiir die differentiellen Ergebnisse bei T2DM und GDM Kkléren, bevor diese
Proteine als potentielle pharmakologische Targets etabliert werden konnen.

Beispielhaft untersuchten wir daher das Adipokin Irisin in weiterfiihrenden humanen Studien
aufgrund der im Vergleich zu T2DM [90,91] gegensitzlichen Daten bei GDM [57]. Wir
bestimmten Irisin in einer grof3en und metabolisch sehr gut charakterisierten Kohortenstudie in
tiber 1000 Probanden [58]. Hier war das Adipokin mit einem metabolisch giinstigen Profil
assoziiert, sodass sich die Resultate in schwangeren Frauen mit GDM signifikant unterscheiden
im Vergleich zu Patienten mit T2DM sowie in einer groBen Querschnittskohorte. Ein Grund fiir
diese unterschiedlichen Resultate in T2DM und GDM konnten plazentare Einfliisse auf die
Serumspiegel der Zytokine sein. In einer Pilotstudie konnten wir mittels ELISA hierbei in
Plazentagewebe von gesunden schwangeren Frauen eine Proteinexpression von Irisin nachweisen
[57]. Interessanterweise ist bereits fiir eine Reihe von weiteren Adipokinen eine plazentare
Expression und Sekretion beschrieben, u.a. fiir Leptin, Adiponektin und Resistin [92-94]. Zudem
sind fiir einige Adipokine auch Gestationsalter-abhdngige Konzentrationen wihrend der
Schwangerschaft beschrieben, die die Hypothese einer relevanten plazentaren Synthese der

Adipokine unterstiitzen. Wir konnten dies beispielhaft fiir das Adipokin Pref-1 zeigen [87].

Allgemein ist es bei Adipokinen, die bei Frauen mit GDM erhoht sind [52,57], von
entscheidender Bedeutung zu klédren, ob ein kausaler Zusammenhang zwischen Adipokin und

Glukosestoffwechsellage besteht. Dies ist aufgrund unseres Studiendesigns nicht moglich und
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muss in zukiinftigen Studien untersucht werden. Hier sollte insbesondere gekliart werden, ob
erhohte Konzentrationen von metabolisch giinstigen Adipokinen bei GDM direkt der
Insulinresistenz entgegenwirken, um diese zu limitieren wie mdglicherweise bei Irisin [57].
Alternativ ist auch eine Resistenz gegeniiber dem jeweiligen metabolisch giinstigen Adipokin
denkbar, vergleichbar mit einer Insulinresistenz. Interessanterweise wurden hierzu bereits fiir
andere Adipokine eine Leptin- [95] und eine FGF21-Resistenz [96] in metabolischen

Erkrankungen beschrieben.

In den cross-sektionalen Studien zu chronischer und akuter Niereninsuffizienz konnten wir
ebenfalls verschiedene Regulationsmuster von Adipokinen feststellen.

Eine Reihe von Adipokinen ist bei Patienten mit chronischer und akuter Niereninsuffizienz
erhoht, so z.B. Progranulin [60,62], AFABP [46] und FGF21 [79]. Basierend auf diesen
Ergebnissen in Patienten mit einer eingeschrinkten renalen Funktion erscheint eine renale
Elimination dieser Adipokine moglich. Fiir diese Hypothese konnten wir aufgrund des
Studiendesigns trotz verschiedener statistischer Auswertestrategien keine Kausalitidt nachweisen.
Daher wurden fiir einzelne Adipokine weitere Untersuchungen im Tiermodell durchgefiihrt, um
den Zusammenhang zwischen Nierenfunktion und Adipokinkonzentration zu verifizieren. Hier
konnte der direkte Zusammenhang nachgewiesen und bestdtigt werden fiir die Adipokine
Progranulin [63], AFABP [46] und FGF21 (unpublished data), die alle bei Ratten mit einer
akuten Niereninsuffizienz erhoht waren. Dies macht eine renale Eliminierung dieser Adipokine
als einen moglichen Mechanismus der Regulation bei Niereninsuffizienz sehr wahrscheinlich.
Interessanterweise ist fiir verschiedene der untersuchten Adipokine eine Assoziation mit
kardiovaskuldren Folgeerkrankungen und Mortalitdt beschrieben, wie z.B. Progranulin [97,98],
AFABP [99-101] und FGF21 (zusammengefasst in [102]). Daher konnten die erhohten
Konzentrationen dieser Fettzell-sezernierten Proteine bei reduzierter Nierenfunktion hypothetisch
zu der gesteigerten Morbiditidt und Mortalitdt von Patienten mit akuter [24,25] und chronischer
[19] Niereninsuffizienz beitragen. In diesem Fall wire das jeweilige Adipokin ein potentielles
pharmakologisches Target. Entscheidend vor einer weiteren Entwicklung ist jedoch die Frage, ob
die erhohten Konzentrationen durch eine reduzierte Elimination der Adipokine entstehen oder ob
eine erhohte Sekretion dieser Proteine der Grund fiir die vermehrten Serumkonzentrationen ist.
Beispielhaft konnte fiir das metabolisch gilinstige Adipokin Adiponektin [103,104] gezeigt

werden, dass Adiponektin-Knockout-Mause eine erhohte Albuminurie hatten und eine
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Adiponektin-Gabe in vitro die Podozytenpermeabilitit und —dysfunktion senkte [105]. In
Patienten mit einer chronischen Niereninsuffizienz liegen jedoch erhdhte Serumkonzentrationen
vor [106,107]. Das in Mausstudien auch renal giinstige Adiponektin ist jedoch nicht nur aufgrund
einer moglichen reduzierten Ausscheidung bei chronischer Niereninsuffizienz erhoht. Martinez
Cantarin und Mitarbeiter zeigten, dass die Adiponektin mRNA und Protein-Expression im
Fettgewebe bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz im Vergleich zu gesunden
Nierenspendern signifikant erhoht ist und somit ebenfalls zu den erhohten Serumspiegeln
beitragen kann [108]. Trotz dieser komplexen Regulation bei Niereninsuffizienz sind, basierend
auf unseren Untersuchungen, insbesondere die Adipokine Progranulin [60], AFABP [46] und
FGF21 [79] Kandidaten fiir weiterfiihrende Studien, da diese Zytokine mit kardiovaskuldren
Erkrankungen assoziiert sind und von der Nierenfunktion abhingen. Interessanterweise gibt es
fir das metabolisch gilinstige Adipokin FGF21 erste Hinweise, dass in Maéusen eine
therapeutische Gabe von FGF21 die Insulinresistenz [109] und den Blutdruck [110] verbessern
und insgesamt die Albumin-Kreatinin-ratio im Urin und eine renale Fibrose reduzieren kann
[109]. Dies konnte fiir FGF21 bedeuten, dass eine weitere Erhohung der bereits vermehrten
Konzentrationen bei Niereninsuffizienz [79] potentiell giinstige renale Effekte aufweist. Hier
muss in weiterfiihrenden Studien jedoch der in Assoziationsstudien nachgewiesene positive
Zusammenhang zwischen FGF21 und kardiovaskuldren Erkrankungen [102] beachtet werden.
Die Serumkonzentrationen des Adipokins Irisin sinken in unserer Population mit steigender
Schwere der Niereninsuffizienz [56]. Dies ist ebenfalls ein Hinweis auf einen Einfluss der
Nierenfunktion auf die Adipokinkonzentration. Auch hier kann aufgrund des cross-sektionalen
Designs keine Kausalitit dieses Zusammenhangs nachgewiesen werden. Insbesondere ist unklar,
ob dies ein direkter Zusammenhang ist. Hier ist ein indirekter Zusammenhang, z.B. iiber erhohte
Metabolite bei Niereninsuffizienz, eher wahrscheinlich. In Bezug auf Irisin fiihrt in vitro das
Urdmietoxin Indoxylsulfat dosisabhéngig zu einem verminderten Proteingehalt sowie zu einer
reduzierten Irisinfreisetzung aus Muskelzellen [111]. Dies stellt somit aktuell den
tiberzeugendsten Pathomechanismus fiir die reduzierten Irisinkonzentrationen bei chronischer
Niereninsuffizienz dar.

Die Serumkonzentrationen von weiteren Adipokinen sind bei chronischer Niereninsuffizienz im
Vergleich zur nierengesunden Probanden unverindert, wie z.B. fiir das Adipokin
Angptl8/Betatrophin [51]. Diese Adipokine, bei denen die Nierenfunktion keinen Einfluss auf

deren Serumspiegel hat, werden moglicherweise iiber andere Clearance-Mechanismen eliminiert.
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Diese Mechanismen miissen in der Zukunft und insbesondere vor ndherer Charakterisierung des
jeweiligen Adipokins als ein potentielles pharmakologisches Target weiter untersucht werden.
Die Leber stellt dabei das wichtigste Organ fiir eine nicht-renale Eliminierung dar [112]. Es muss
daher bei den von der Nierenfunktion unabhdngigen Adipokinen gepriift werden, ob die
Leberfunktion mit den zirkulierenden Serumkonzentrationen der Fettzell-sezernierten Proteine

assoziiert ist und welche pathophysiologischen Mechanismen an der Eliminierung beteiligt sind.

Im Gegensatz zu unseren deskriptiven humanen und tierexperimentellen Studien zum Einfluss
der Nierenfunktion auf die zirkulierenden Spiegel der Adipokine ist es aktuell jedoch unklar, ob
diese Fettgewebs-sezernierten Proteine auch einen kausalen Einfluss auf die Pathogenese der
chronischen Niereninsuffizienz haben. Diese Hypothese eines direkten Einflusses von
Adipokinen auf die Entstehung und Progression einer Niereninsuffizienz ist jedoch entscheidend
und konnte in Zukunft zu einer kausalen pharmakologischen Therapie von Nierenerkrankungen
filhren. Basierend auf den humanen cross-sektionalen Studien vermuten wir daher, dass
Adipokine in einem Mausmodell der chronischen Niereninsuffizienz 1) erhoht sind und 2) die
Nierenfunktion kausal beeinflussen. Um die kausale Rolle von Adipokinen nun bei chronischer
Niereninsuffizienz ndher zu untersuchen, werden daher aktuell in unserer Arbeitsgruppe
verschiedene Tierversuchsvorhaben in eNOS”™ C57BLKS db/db-Miusen, einem etablierten
Modell der chronischen Niereninsuffizienz [113,114], durchgefiihrt. Hier erwarten wir in den
nichsten Monaten erste Daten zum Adipokin AFABP, fiir das wir bereits in humanen und
tierexperimentellen Studien einen direkten Zusammenhang zwischen der Nierenfunktion und den
AFABP-Serumkonzentrationen nachgewiesen haben [46]. Um den kausalen Einfluss von
AFABP auf die Entstehung und Progression einer Niereninsuffizienz nachzuweisen, werden
dafiir eNOS™™ C57BLKS db/db-Miuse bis zu 24 Wochen klinisch beobachtet und es werden
renale sowie metabolische Untersuchungen in Stoffwechselkifigen durchgefiihrt. Eine Gruppe
der Tiere erhélt dabei {iber einen Zeitraum von 8 Wochen den potenten und selektiven AFABP-
Inhibitor BMS-309403 und wird verglichen mit Placebo-behandelten Tieren. In einem weiteren
Versuchsset erfolgt ein Vergleich von eNOS”™ C57BLKS db/db-Miusen und eNOS”~ C57BLKS
db/db aP2” -Maiusen, die zusétzlich einen AFABP-Knockout besitzen. Darauf aufbauend werden
diese Triple-Knockout-Méduse (eNOS™ CS57BLKS db/db aP2"-Miuse) selektiv  mit

rekombinantem AFABP im Vergleich zu Placebo behandelt. Diese Versuche werden dann
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direkte Riickschliisse der kausalen Rolle von AFABP auf die Entwicklung und Progression einer
chronischen Niereninsuffizienz zulassen.

Durch die Etablierung dieses Modelltieres hoffen wir, auch in Zukunft neuartige und metabolisch
aktive Adipokine bei Niereninsuffizienz charakterisieren zu konnen und den direkten und
kausalen Einfluss dieser Fettzell-sezernierten Proteine auf die Entstehung und Progression der

Niereninsuffizienz nachweisen zu konnen.

Zusammenfassend konnten in der Habilitationsschrift verschiedene Adipokine in
kardiometabolischen Risikoerkrankungen charakterisiert werden. Basierend auf den Ergebnissen
wurden verschiedene Fettzell-sezernierte Proteine identifiziert, die in zukiinftigen
Untersuchungen pharmakologische Targets fiir die Behandlung einer Insulinresistenz bei T2DM

und GDM sowie fiir die Therapie einer Niereninsuffizienz darstellen konnen.
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5. Anlagen

5.1 Anlage 1: Erklirungen zur vorgelegten Habilitationsschrift

Hiermit erkléire ich,

(1

)

3)

4

dass ich die vorliegende Habilitationsschrift selbststidndig verfasst, keine anderen als die
angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt habe sowie die wdrtlich oder inhaltlich
iibernommenen Stellen als solche gekennzeichnet wurden. Alles aus anderen Quellen und
von anderen Personen iibernommene Material, das in der Arbeit verwendet wurde oder
auf das direkt Bezug genommen wird, wurde als solches kenntlich gemacht.

dass die Einhaltung der ,Satzung der Universitit Leipzig zur Sicherung guter
wissenschaftlicher Praxis® in der Erstfassung vom 17. April 2015 Grundlage meiner
Forschungstitigkeit war;

dass die Habilitationsschrift in dieser oder dhnlicher Form an keiner anderen Stelle,
weder im Inland noch im Ausland, zum Zweck einer Habilitation oder eines anderen
Graduierungsverfahrens vorgelegt wurde (ggf. Abgabe einer Erkldrung iiber frithere
Habilitationsversuche unter Angabe von Ort, Zeit, Fakultit sowie Titel der Schrift);

dass ich die Habilitationsordnung der Medizinischen Fakultit der Universitdt Leipzig in

der Fassung vom 23.06.2017 anerkenne.

Leipzig, den 25.06.2018 Dr. med. Thomas Ebert
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5.2 Anlage 2: Lebenslauf
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5.3 Anlage 3: Publikationsverzeichnis
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