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Abstract

Ein wichtiger Regulator der Lipolyse im Fettgewebe ist das sympathische
Nervensystem. Uber die Bedeutung prasynaptischer Faktoren (z.B. der
lokalen Noradrenalinfreisetzung) des Fettgewebes ist jedoch wenig bekannt.
Zudem sezerniert das Fettgewebe Signalmolekile, die die lokale Lipolyse
beeinflussen kénnen, z.B. Angiotensin Il (Ang II). Die Lipolyse hangt zudem
von der Durchblutung und der Zellularitat des Gewebes ab.

Es wurde geprift, ob (I) die lokale neuronale Noradrenalinfreisetzung die
Durchblutung und den Stoffwechsel im subkutanen abdominalen Fettgewebe
(SAF) beeinfluBt und geschlechtsspezifische Unterschiede vorliegen, (ll) Ang
I die Durchblutung und den Stoffwechsel des SAF inhibiert, (lll)
Durchblutung und Stoffwechsel des SAF bei Schlanken von der
Hautfaltendicke abhangen.

42 Normalgewichtige (18 Manner, 24 Frauen) wurden mit der
Mikrodialysetechnik untersucht. Das adrenerge System des SAF wurde mit
Isoproterenol (Iso) und Tyramin (Tyr) charakterisiert. Mittels Ethanol-
Dilutionstechnik, [Glycerol], [Lactat] und [Glucose] im Dialysat wurden
Anderungen in Durchblutung, Lipolyse, Glycolyse und Glucoseversorgung
abgeschatzt. Die Hautfaltendicke wurde mittels Caliper-Technik bestimmt.

Niedrigere Tyr-Dosen erhéhten die Lipolyse im SAF, die Durchblutung blieb
konstant. Der Lipolyseanstieg war bei den Frauen gréBer als bei den
Méannern, war aber auch unter Iso bei den Frauen héher. Ang Il verminderte
zumindest im SAF der Frauen leicht die Durchblutung und indirekt die
Lipolyse. Die Hautfaltendicke korrelierte geschlechtsunabhangig negativ-
linear mit der Durchblutung und der Lipolyse.

Die lokale neuronale Noradrenalinfreisetzung spielt eine wichtige Rolle in der
Regulation der Lipolyse des SAF. Die geschlechtsspezifischen Unterschiede
sind auf postsynaptische Faktoren zurlckzufihren. Ang Il beeinfluBt die
Durchblutung und die Lipolyse des SAF nur gering. Durchblutung und
Stoffwechsel des SAF sind schon bei Normalgewichtigen mit zunehmender



Hautfaltendicke vermindert.
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Abkilirzungsverzeichnis

ACE engl. angiotensin converting enzyme

ADH Alkoholdehydrogenase

AGT Angiotensinogen

ANOVA engl. analysis of variance

AT-Rezeptor Angiotensin || — Rezeptor Typ 1
AT.-Rezeptor Angiotensin || — Rezeptor Typ 2

ATP Adenosintriphosphat

BMI engl. body mass index

BSA engl. bovine serum albumine

cAMP 3, 5’-cyclo Adenosinmonophosphat

cGMP 3, 5°-cyclo Guanosinmonophosphat

DCHBS 3,5-Dichloro-2-Hydroxybenzenschwefelsaure
Gi, Gs inhibierendes bzw. stimulierendes G-Protein
HBSS engl. Hank’s Balanced Salt Solution

KCI Kaliumchlorid

KH2PO4 Kaliumhydrogenphosphat

MgSO4 Magnesiumsulfat

mRNA engl. messenger ribonucleic acid

NaCl Natriumchlorid

NAD* Nicotinamidadenindinucleotid (oxidierte Form)
NADH + H* Nicotinamidadenindinucleotid (reduzierte Form)




RAS Renin-Angiotensin-System
rpm engl. rotations per minute
SEM engl. standard error of the mean

Vi



1 Einleitung

Die Zahl der Ubergewichtigen nimmt trotz eines gewachsenen
ErndhrungsbewuBtseins weiter zu. So ist in Deutschland die Hélfte der
Bevédlkerung tibergewichtig (BMI > 25 kg/m?), jeder sechste ist adipds (BMI >
30 kg/m?), knapp 1% sogar morbid adipds (BMI > 40 kg/m?) (1). Liegt der
Anteil des Fettgewebes bei Schlanken bei ca. 20% der Kérpermasse, so
kann dieser bei einem morbid Adipésen bis zu 50% ausmachen (2). Eine
Zunahme der Fettgewebsmasse wird aufgrund der metabolischen und
endokrinen Eigenschaften des Fettgewebes als entscheidender Promotor fir
die Ausbildung der adipositas-assoziierten Folgeerkrankungen, wie z.B.

Hypertonie und Diabetes mellitus, angesehen.

Das Fettgewebe dient in erster Linie der Speicherung von Energie in Form
von Triacylglyceriden. Anderungen in der Fettmasse bedingen Anderungen
im Fettaufbau (Lipogenese) bzw. Fettabbau (Lipolyse). Das sympathische
Nervensystem mit den Transmittern Noradrenalin und Adrenalin ist der
wichtigste Stimulator der Lipolyse, der bedeutendste Inhibitor ist das Insulin
(2, Abb.1). Daneben kdnnen zahlreiche lokale, vom Fettgewebe selbst
synthetisierte und freigesetzte Signalmolekile den Fettstoffwechsel
beeinflussen (3). Zu diesen sezernierten Molekllen gehért das Angiotensin I
(4). Im Fettgewebe von Nagern fdrdert Angiotensin |l die neuronale
Freisetzung von Noradrenalin bzw. hemmt seine Wiederaufnahme (5). Der
lokale Fettgewebsstoffwechsel ist weiterhin von der Gewebedurchblutung
abhangig (6). Die Durchblutung im Fettgewebe wird wiederum durch die
Zellularitat des Fettgewebes bestimmt (7).

Neben dem Fettgewebe kann auch der Skelettmuskel Triacylglyceride zur
Deckung seines Energiebedarfs, speziell bei Belastung, speichern (8).
Andererseits wird eine vermehrte intramuskuldre Speicherung von
Triacylglyceriden bei Adipdsen als beglnstigender Faktor flr die Entwicklung

der Insulinresistenz diskutiert (9).
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Abb. 1: Regulation der Lipolyse im humanen Fettgewebe. o.-AR: a,-Adrenozeptor,
Bi23: PBi12s-Adrenozeptoren, Gi: inhibierendes G-Protein, Gs: stimulierendes G-
Protein, cAMP: 3°, 5”-cyclo Adenosinmonophosphat, cGMP: 3", 5"-cyclo Guanosin-
monophosphat, PDE-3B: Phosphodiesterase 3B, PKA: Proteinkinase A, PKG:
Proteinkinase G, FFS: freie Fettsauren, HSL: Hormonsensitive Lipase, TG:
Triacylglyceride. Modifiziert nach Stich und Berlan 2004.

Far viele der adipositas-assoziierten Erkrankungen gibt es heute geeignete
Tiermodelle (10). Die aus diesen Modellen gewonnenen Erkenntnisse sind
aber nicht immer unmittelbar auf den Menschen Ubertragbar. So ist die
hormonelle und neuronale Stoffwechselregulation im Fettgewebe stark
spezies-abhangig. Im Fettgewebe von Nagern hat z.B. Noradrenalin eine
starkere Bedeutung flr die Regulation der Lipolyse als Adrenalin, wahrend
beim Menschen beide Katecholamine equipotent sind (11). Auch zeigt die
Regulation der Genexpression verschiedener Komponenten des Renin-
Angiotensin-Systems im Fettgewebe deutliche Unterschiede zwischen
Mensch und Nagern (12).

Ziel der Arbeit war, die lokale Kontrolle des Stoffwechsels und der
Durchblutung durch das sympathische Nervensystem und das von
Adipocyten synthetisierte Angiotensin Il im humanen Fettgewebe néher zu
charakterisieren. Zudem sollte der EinfluB der Zellularitdt des Fettgewebes

gepruft werden.



1.1 Fettstoffwechsel und sympathisches Nervensystem

Das sympathische Nervensystem reguliert die Lipolyse im Fettgewebe Uber
die beiden Transmitter Noradrenalin und Adrenalin. Noradrenalin ist dabei als

klassischer Neurotransmitter, Adrenalin eher als Neurohormon anzusehen

(11).

Noradrenalin und Adrenalin werden aus der der Zirkulation entstammenden
Aminosaure Tyrosin Uber die Verbindungen Dihydroxyphenylalanin (DOPA)
und Dihydroxyphenylamin (Dopamin) synthetisiert (Abb. 2; 13). Dopamin
fungiert aber auch selbst als Neurotransmitter und wirkt Gber Adrenozeptoren
oder spezifische Dopamin-Rezeptoren. Noradrenalin wird in den
postganglionaren sympathischen Neuronen synthetisiert und in deren
chromaffiner Granula gespeichert. Adrenalin wird in den chromaffinen Zellen
des Nebennierenmarks synthetisiert und gespeichert. Beide Transmitter
werden nach entsprechenden Reizen durch Exocytose freigesetzt:
Noradrenalin direkt in den synaptischen Spalt, Adrenalin zunachst direkt in
die Zirkulation.

Noradrenalin  bindet  postsynaptisch an  adrenerge = Rezeptoren
(Adrenozeptoren), die sowohl an den Adipocyten als auch an den
BlutgefaBen des Fettgewebes lokalisiert sind (14). Im Fettgewebe existieren
oq- und op- sowie PBi-, P2- und Ps-Adrenozeptor-Subtypen (15,16). Im
Vergleich zum viszeralen Fettgewebe ist die Expression des fs-

Adrenozeptors im subkutanen deutlich geringer (17,18).

Uber die B-Adrenozeptoren wird die Lipolyse stimuliert und die Durchblutung
erhdht, Uber den ap-Adrenozeptor wird die Lipolyse gehemmt und die
Durchblutung erniedrigt (14). Die pB-Adrenozeptoren wirken Uber
Adenylatcyclase stimulierende, der ax-Adrenozeptor Uber Adenylatcyclase
inhibierende G-Proteine. Die Adenylatcyclase generiert cAMP, das die

Proteinkinase A aktiviert, die wiederum die hormonsensitive Lipase stimuliert.
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Abb. 2: : Neuronale Synthese, Freisetzung und Wiederaufnahme von Noradrenalin.
DOPA: Dihydroxyphenylalanin, Dopamin: Dihydroxyphenylamin, ou,2: o 2-
Adrenozeptor, Bi2: Pi2-Adrenozeptor, MAO: Monoaminoxidase (Weitere
Erklarungen siehe Text).

Die aktivierte Lipase hydrolysiert Triacylglycerol in Glycerol und freie
Fettsauren. Der a4-Adrenozeptor ist nicht mit dem Adenylatcyclasesystem
verbunden. Uber den a;-Adrenozeptor wird die Glucose-Aufnahme in den

Adipocyten sowie die Bildung von Lactat stimuliert (19,14).

Die Freisetzung von Noradrenalin wird u.a. Uber die Bindung von
Noradrenalin an prasynaptische op-Adrenozeptoren moduliert. Hauptséachlich
wird die Wirkung von Noradrenalin durch Wiederaufnahme in das
prasynaptische Neuron durch den Noradrenalin-Transporter beendet (Abb. 2;
13). Etwa 70 bis 90 % des Noradrenalins werden durch diesen Mechanismus
aus dem synaptischen Spalt eliminiert, wobei der gréBte Teil durch die
Monoaminoxidase abgebaut wird. Ein kleinerer Teil wird in die
prasynaptischen Vesikel aufgenommen und kann erneut freigesetzt werden.

Somit wird die adrenerge Antwort im Fettgewebe einerseits durch Faktoren



der prasynaptischen Ebene (Freisetzung und Wiederaufnahme von
Noradrenalin), andererseits durch Faktoren der postsynaptischen Ebene
(Anzahl bzw. Verteilung und Aktivitat der verschiedenen Adrenozeptor-
Subtypen, Unterschiede auf der Postrezeptor-Ebene) bestimmt. So ist z.B.
die Verteilung der Adrenozeptor-Subtypen spezies-, geschlechts- und
altersspezifisch und zudem abhangig von der Lokalisation und Masse des
Fettgewebes (20,21,14).

Die physiologische Bedeutung des Noradrenalin-Transporters fur die
Regulation des Fettgewebsstoffwechsels ist bisher unklar (22). Im zentralen
Nervensystem dient der Noradrenalin-Transporter als Bindungsort fir
psychoaktive endogene Substanzen sowie auch Antidepressiva (23). Er
besteht aus 617 Aminosauren mit zwdlf transmembrandren Doméanen und
funktioniert als Kanal fir Noradrenalin (24). In-vivo Studien weisen auf eine
hormonelle Modulation durch Schilddriisen- und Wachstumshormone sowie
Insulin hin (25,26). Im Tiermodell wurde die Expression und Funktion des
Noradrenalin-Transporters in verschiedenen Gebieten des zentralen
Nervensystems durch Testosteron, Ostrogen und Progesteron beeinfluBt (27,
28). Geschlechtshormone kdnnten daher auch beim Menschen zu
Unterschieden in der Noradrenalin-Transporter-Aktivitat flihren. So deutet die
Haufigkeit der Orthostatischen Intoleranz, einer Erkrankung des
sympathischen Nervensystems, auf geschlechtsspezifische Unterschiede in
der neuronalen Noradrenalin-Wiederaufnahme hin. Diese Erkrankung, die
mit einer erniedrigten Noradrenalin-Clearance einhergeht, tritt hauptsachlich
bei jungen Frauen im gebarfahigen Alter auf, so daB die Aktivitdt des
Noradrenalin-Transporters bei Frauen mdglicherweise niedriger als bei
Mannern ist (29, 30).



1.2 Fettstoffwechsel und Renin-Angiotensin-System

Das weiBe Fettgewebe exprimiert alle Komponenten des Renin-Angiotensin-
Systems. Angiotensinogen wird durch Renin in Angiotensin | umgewandelt,
welches durch ACE in die aktive Form, das Angiotensin Il, umgebaut wird
(31). Das renale Renin-Angiotensin-System ist an der Regulation des
Blutdrucks sowie der Wasser- und Elektrolyt-Hombostase beteiligt. Die
Existenz extra-renaler, lokaler Renin-Angiotensin-Systeme im Fettgewebe
aber auch in der Skelettmuskulatur kdénnte einerseits eine lokale,
andererseits aber auch eine systemische Bedeutung fur die Regulation

wichtiger Stoffwechselwege haben (4,32).

Angiotensin Il bindet an zwei strukturell und pharmakologisch
unterschiedliche Rezeptor-Subtypen, den ATs- und AT>-Rezeptor (31). Der
ATi-Rezeptor gehért ebenso wie die Adrenozeptoren zu den G-Protein-
gekoppelten Transmembranrezeptoren. Die Bindung von Angiotensin Il an
den ATi-Rezeptor fuhrt zur Aktivierung eines Gi-Proteins, wodurch in glatten
Muskelzellen, Nieren und Hepatozyten die Adenylatcyclase inaktiviert wird.
Die meisten der bekannten Wirkungen von Angiotensin |l werden Gber den
ATi-Rezeptor vermittelt. Der AT,-Rezeptor beeinfluBt wahrscheinlich

Zelldifferenzierung und —wachstum (31, 33).

Das Fettgewebe ist aufgrund der Bildung beider AT-Rezeptor-Subtypen auch
selbst das Ziel des lokal gebildeten Angiotensin Il (34). Uber einen l&ngeren
Zeitraum systemisch infundiertes Angiotensin Il vermindert bei Ratten
blutdruck-unabhangig das Kérpergewicht und die Fettge- websmasse, wobei
die Abnahme des Kérpergewichtes durch einen ATi-Antagonisten verhindert
wurde (35,36,37). ATi-Rezeptoren sind jedoch nicht nur auf der
Adipocytenmembran lokalisiert, sondern auch an den prasynaptischen
Nervenendigungen (38,39). Im braunen Fettgewebe induziert Angiotensin Il
die Freisetzung von Noradrenalin und hemmt seine Wiederaufnahme in die
freisetzenden Neurone (39). Somit scheint eine funktionelle Wechselwirkung

zwischen Angiotensin Il und dem Noradrenalin-Transporter zu bestehen.



Tatsachlich erhoht die in-vivo Applikation von Angiotensin Il innerhalb von 7
bis 12 Tagen die lipolytische Aktivitat Gber die Freisetzung von Noradrenalin
im Fettgewebe von Nagern (40; Abb.3). Die akute Applikation von
Angiotensin Il hat dagegen zumindest im Tiermodell weder in-vitro noch in-
vivo einen EinfluB auf die basale oder adrenozeptor-stimulierte Lipolyse (41,
42.,43).

AGT
|
Ang |
!
Ang I
(xz/ l \
NoradrenalinT
l AT, ANP}> cGMPT
o |
AC-AktivititT  AC -Aktivitit 4 cGMP |
Lipolyse T Lipolyse {

Abb. 3: Mégliche Signalkaskaden, tUber die Angiotensin Il die Lipolyse im humanen
Fettgewebe beeinflussen kdnnte. AGT: Angiotensinogen, Ang | und Il: Angiotensin |
und Il, ap: prasynaptischer ap-Adrenozeptor, B1: postsynaptischer 1-Adrenozeptor,
AT,: Angiotensin Il -Rezeptor Typ 1, ANP: Atriales natriuretisches Peptid, cGMP: 3,
5’-cyclo Guanosinmonophosphat, AC: Adenylatcyclase (Weitere Erlauterungen
siehe Text).



Im Gegensatz zu den genannten Befunden induziert Angiotensin in humanen
Adipocyten und Praadipocyten von Nagern (3T3-L1 Zell-Linie) die
Lipogenese in-vitro (44). Die Aktivierung geht mit einer gesteigerten Aktivitat
und Expression lipogener Schliisselenzyme (Glycerophosphat-
Dehydrogenase und Fettsdure-Synthase) einher. In Einklang mit dieser
Studie fuhrt die Einnahme eines ACE-Hemmers sowohl beim Menschen als
auch im Tiermodell zu einem Gewichtsverlust (45,46). Mdglicherweise hat
Angiotensin Il auf die Lipolyse im humanen Fettgewebe einen inhibitorischen
Effekt, beispielsweise Uber die Hemmung der Adenylatcyclase (31, Abb.3).
Neuere Studien zeigen, daB ANP die Lipolyse tber den cGMP-Synthese-
Weg stimuliert (47). Angiotensin Il inhibiert in einigen Zelltypen die ANP-
stimulierte cGMP-Synthese, so daB Angiotensin Il auf diesem Weg indirekt

die Lipolyse im Fettgewebe vermindern kénnte (47).

Im Tiermodell wird adipocytar gebildetes AGT in die systemische Zirkulation
sezerniert (12). Beim Menschen ist die Expression der Gene des Renin-
Angiotensin-Systems im Fettgewebe adipdser Hypertoniker gesteigert,
wodurch vermutlich vermehrt Angiotensin Il im Fettgewebe gebildet und in
die Zirkulation freigesetzt wird (12). Interessanterweise verbessert der AT;-
Antagonist Valsartan die Insulinresistenz und Glucoseaufnahme im
Skelettmuskel diabetischer M&use Uber eine Stimulation der Insulinkaskade
und Erhéhung der GLUT4-Rezeptoren (48). Die Blockade des RAS mittels
ACE-Hemmer oder Angiotensin |lI-Rezeptor-Antagonisten mindert das Risiko
fir die Entwicklung eines Typ 2-Diabetes (49). Dies ist mdglicherweise auf
eine verbesserte Mikrozirkulation im Skelettmuskel (und damit verbesserte
Glucoseaufnahme) sowie auf eine verminderte intramuskulare Speicherung

von Lipiden zurlckzufihren.



1.3 Fettstoffwechsel und Hautfaltendicke

Das Fettgewebe ist stark vaskularisiert, das Verhéltnis aus Blut- und
Zytoplasmavolumen ist im Fettgewebe beispielsweise sogar héher als in der
quergestreiften Muskulatur (50). Die Mikrozirkulation des Fettgewebes nimmt
innerhalb des vaskuldaren Systems eine Sonderstellung ein, da dieses

Gewebe zeitlebens Wachstumskapazitaten besitzt.

Morphologisch 1aBt sich das Fettgewebswachstum dabei nach der
Adipocytenzahl und AdipocytengréBe in eine hyperplastische und in eine
hypertrophe Form einteilen (51). Ein hyperplastischer Fettgewebsanstieg
geht mit einer vermehrten Anzahl an Adipocyten einher, die GroBe der Zellen
bleibt gleich. Diese Form der Fettvermehrung entwickelt sich meist schon in
der Kindheit. Bei nicht-adipésen Erwachsenen ist dagegen eine Zunahme
des subkutanen abdominalen Fettgewebes mit einer Hypertrophie verbunden
(52). Eine Hypertrophie ist durch eine AdipocytenvergréBerung
gekennzeichnet (>130 upm), die Zahl der Adipocyten bleibt jedoch
unverandert (51). Eine schwere Adipositas ist das Ergebnis sowohl

hypertrophen als auch hyperplastischen Fettgewebswachstums (52).

Am Tiermodell konnte gezeigt werden, daB sich die Gewebedurchblutung in
Herz, Lunge, Niere und anderen Organen dem ansteigenden Organgewicht
anpaft (53). Die Durchblutung unterschied sich in diesen Organen zwischen
adipdsen und normalgewichtigen Tieren nicht. Interessanterweise war jedoch
die Durchblutung im Fettgewebe (je Gramm Gewebe) bei den adipdsen
Tieren im Vergleich zu den normalgewichtigen Kontrollen signifikant
niedriger. In einem anderen Tiermodell konnte direkt nachgewiesen werden,
daB der vaskulare Widerstand mit zunehmender AdipocytengréBe ansteigt
(7). Auch die Durchblutung im Fettgewebe von Adipdsen ist im Vergleich zu
schlanken Kontrollgruppen deutlich geringer (54,55,56,57). Die Fahigkeit des
Fettgewebes, die Vaskularitdt an eine veranderte Fettmasse anzupassen,

scheint zumindest zum Teil begrenzt zu sein.
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Eine angemessene Durchblutung eines Gewebes ist fur die Funktion des
entsprechenden Organs essentiell. Geht eine Hypertrophie der Zellen nicht
mit einer adaptierenden Kapillarisierung des entsprechenden Gewebes
einher, kann dies zu einer Fehlfunktion des Organs flhren. Ein Beispiel
hierfir ist die kardiale Hypertrophie mit arterieller Hypertonie (58). Dabei ist
die ansteigende Myozytenmasse nur unzureichend von einem kapillaren

Wachstum begleitet, woraus eine kardiale Dysfunktion folgen kann.

Ein schwacher bis moderater Anstieg des Korperfettgehaltes ist beim
Menschen mit einer Hypertrophie des Fettgewebes verbunden (52). Im
Tierexperiment verhalt sich die AdipocytengrdoBe umgekehrt proportional zum
AusmafB der Durchblutung im Fettgewebe (7). Dies ist mdglicherweise darauf
zurlckzufihren, daB die Gr6Be der Adipocyten positiv mit der Zahl der op-
Adrenozeptoren korreliert (14). Daher kdnnte sich die relative Durchblutung
bereits im Fettgewebe von Normalgewichtigen unabhangig vom BMI mit
zunehmender subkutaner Fettschicht vermindern und als Folge der
Lipidstoffwechsel negativ beeinfluBt werden.

Der Body Mass Index, BMI (Kérpermasse in kg / [Kérperhdhe in mJ?), ist ein
international weitverbreitetes MaB flr die Klassifikation einer Adipositas (51).
Der BMI bertcksichtigt jedoch die Fettverteilung nur ungenigend. Bei der
Hautfaltendickenmessung kann die Starke des subkutanen Fettgewebes mit
Hilfe eines Calipers bestimmt und so die Dicke sowie das Verteilungsmuster

der subkutanen Fettschicht erfaBt werden (59).
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1.4 Hypothesen
Die Lipolyse im Fettgewebe wird durch unterschiedliche Faktoren beeinflut:

Wichtigster Stimulator der Lipolyse im Fettgewebe des Menschen ist das
sympathische Nervensystem. Im Gegensatz zur postsynaptischen Ebene ist
jedoch Uber den EinfluB prasynaptischer Faktoren, insbesondere der lokalen
Noradrenalinfreisetzung, auf die lokale Lipolyse im Fettgewebe wenig
bekannt. Studien am Tiermodell sowie zur Orthostatischen Intoleranz lassen
vermuten, daB die Noradrenalinfreisetzung im Fettgewebe

geschlechtsabhangig reguliert wird.

Von besonderer Bedeutung war die Entdeckung, daB3 das Fettgewebe nicht
nur eine Speicherfunktion besitzt, sondern in der Lage ist, Signalmolekiile,
wie das Angiotensin I, zu synthetisieren und freizusetzen. Tierexperimentelle
Studien weisen darauf hin, daB Angiotensin 1l auch auf den lokalen
Fettstoffgewebswechsel des Menschen wirken kénnte. Es ware zudem
denkbar, daB Angiotensin Il im Fettgewebe geschlechtsabhangige Effekte
auf die Lipolyse zeigt, da Sexualhormone das Renin-Angiotensin-System
beeinflussen (60).

Die lokale Durchblutung ist ein wichtiger Parameter in der Regulation der
Lipolyse im Fettgewebe und muB demzufolge bei der Untersuchung
vasoaktiver Substanzen, wie Noradrenalin und Angiotensin Il, berlicksichtigt
werden. Die Durchblutung héngt wiederum in hohem MaBe von der
Zellularitat des Gewebes ab.

Mit dieser Arbeit sollten folgende Hypothesen geprift werden:

e Der Noradrenalin-Transporter ist in die Regulation der Durchblutung und
des Stoffwechsels im abdominal-subkutanen Fettgewebe involviert, wobei
die Aktivitat des Noradrenalin-Transporters im peripheren Fettgewebe
der Frauen niedriger als bei Mannern ist.
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e Lokal appliziertes Angiotensin |l vermindert im abdominal-subkutanen
Fettgewebe die Durchblutung und hemmt damit die Lipolyse. In der

Wirkung gibt es geschlechtsspezifische Unterschiede.

e Die Durchblutung im abdominal-subkutanen Fettgewebe vermindert sich
bereits bei Normalgewichtigen mit zunehmender Hautfaltendicke. Das
fihrt zu einer verminderten Substratversorgung bzw. Produkt-Clearance
wodurch der Glucose- und Fettstoffwechsel negativ beeinfluBBt werden.

Zur Uberpriifung von Hypothese 1 und 2 am Fettgewebe (primar Energie
speichernd) werden vergleichende Untersuchungen am Skelettmuskel
(primar Energie verbrauchend) als Referenzgewebe durchgefiihrt. Beide
Gewebe spielen eine Schllsselrolle bei der adipositas-assoziierten

Entwicklung einer Insulinresistenz.

Als  Untersuchungsmethode kommt die Mikrodialyse-Technik  zur
Anwendung, da sie die simultane in-vivo Untersuchung verschiedener
Regulationsebenen, einschlieBlich der Hamodynamik, an einfach
zuganglichen Organen wie Fettgewebe und Muskel erlaubt (61,62). Durch
Messung geeigneter Marker-Metabolite lassen sich Veranderungen im
Organstoffwechsel bestimmen, Anderungen in der Durchblutung werden

Uber die Ethanol-Dilutions-Technik abgeschatzt.

Die Charakterisierung der Funktion postganglionarer Neurone im Fettgewebe
erfolgt mittels Tyramin, einem indirekten Sympathomimetikum, das die
Noradrenalinfreisetzung aus den adrenergen Nervenendigungen stimuliert
(13,63). In Fettgewebe und Skelettmuskulatur der Ratte wurde die lokale
Applikation von Tyramin mittels Mikrodialysesonde bereits erfolgreich
eingesetzt, sie flhrte zu einem ca. 10-fachen Anstieg der interstitiellen
Noradrenalin-Konzentration in den Geweben (64). In der vorliegenden Arbeit
soll dieser Ansatz erstmals klinisch angewendet werden. Aufgrund des
Neuigkeitswertes dieser Prifung gilt es, zusatzlich folgende Hypothesen zu

testen:



13

e Tyramin zeigt keine direkten postsynaptischen Effekte an isolierten
humanen Adipocyten.

e Die tyramin-induzierte Glycerol-Freisetzung im Gewebe |48t sich durch B-

adrenerge Blockade vermindern.

Die Wirkung des Tyramins wird mit den bekannten Effekten von
Isoproterenol, einem direkten Sympathikomimetikum, verglichen, das
postsynaptisch an B-adrenerge Rezeptoren im Fettgewebe bindet (14,16,65,
66).
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2 Methodik

2.1 Probanden

Es wurden insgesamt 42 gesunde Freiwillige (18 Manner und 24 Frauen) im
Alter von 21 bis 37 Jahren (27 + 3) und einem BMI von 19 bis 27 kg/m? (22 +
3) untersucht. Im Rahmen der Screeninguntersuchung wurde eine
ausfuhrliche Anamnese erhoben. Es wurden nur Nichtraucher/innen in die
Studien eingeschlossen, da Rauchen die Noradrenalin-Plasmakonzentration
erhbhen kann (67). Frauen wurden grundsatzlich nur in der ersten
Zyklushalfte untersucht, um mdgliche Effekte des Hormonspiegels auf die
Lipolyse zu standardisieren (68). Die Probanden wurden ausfihrlich Gber
Hintergriinde und mdgliche Risiken der entsprechenden Studie aufgeklart.
Alle Versuchspersonen gaben ihr schriftliches Einverstandnis zur
entsprechenden Studie. Alle Teilversuche wurden durch die zustandigen
Ethikkommissionen genehmigt.

Die Probanden wurden gebeten, zwei Tage vor den Versuchstagen nicht
intensiv. Sport zu treiben und keine koffeinhaltigen Nahrungsmittel
(Schokolade, Tee, Kaffee) sowie keinen Alkohol zu sich zu nehmen Alle
Versuche begannen morgens zwischen 8 und 10 Uhr nach einer ca. 15-
stlindigen Nahrungskarenz.

2.2 Bestimmung der Hautfaltendicke

Die Variabilitdt in der Dicke der Hautfalte beruht hauptsachlich auf
Unterschiede in der Dicke des subkutanen Fettgewebes (59). Die
Hautfaltendicke der Probanden wurde in der vorliegenden Arbeit mittels
Caliper-Technik bestimmt (69). Der in dieser Arbeit verwendete Caliper
(Lange’s Skin Fold Caliper; Beta Technology Incorporated, Cambridge, MD,
USA) hat einen MeBbereich von 0-60 mm und Ablesegenauigkeit von 1 mm.
Unabhangig vom Offnungswinkel der beiden beweglichen MeBschenkel wird
ein MeBdruck von 10g/mm? ausgeiibt. Die Messung wurde an einer Hautfalte
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in der Mitte der Verbindungslinie Umbilicus-Crista iliaca, 5 cm vom Nabel
entfernt, durchgefthrt. Dazu wurde im Verlauf der genannten Linie eine
doppelte Schicht aus Haut und subkutanem Fettgewebe von der Muskulatur
abgehoben. Die Dicke der so entstandenen Hautfalte wurde dreimal

nacheinander bestimmt und daraus der Mittelwert gebildet.

2.3 Mikrodialysetechnik

2.3.1 Aufbau des Mikrodialyse-Systems

Kernstiick der Methode ist eine lineare, flexible Sonde, die Uber eine Distanz
von einigen Zentimetern semipermeabel ist. Implantiert man eine solche
Sonde in ein Gewebe und perfundiert diese mit einer Tragerflissigkeit, so
kébnnen durch die semipermeable Membran verschiedene Molekile
entprechend der Richtung des jeweiligen Konzentrationsgradienten zwischen
interstieller Flussigkeit und Perfusionslésung diffundieren (passive Diffusion).
In dieser Arbeit wurden doppellumige, konzentrische Mikrodialyse-Sonden
(CMA/60, CMA/Microdialysis AB, Solna, Schweden) mit einer Membranlange

von 30 mm und einem Durchmesser von 0,6 mm verwendet (Abb. 4).

Perfusat
Dialysat @

Gewebe

Abb.4: Schematische Darstellung einer doppel-lumigen Mikrodialyse-Sonde
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Der molekulare ,Cut-Off* dieser Sonde betragt 20.000 Dalton, d.h. bis zu
diesem Molekulargewicht kénnen Moleklle zwischen Perfusat und
Interstitium frei hin und her diffundieren (Tab. 1). GroBere Molekile wie
Proteine gelangen nicht durch die Membran, so daf3 die Proben nicht durch

Enzyme degradiert werden konnen.

Tab. 1: Molekulargewicht ausgewahlter Molekule (in Dalton)

Ethanol 44 Noradrenalin 169
Harnstoff 60 Isoproterenol hydrochlorid | 248
Lactat 90 Propranolol hydrochlorid | 296
Glycerol 92 Angiotensin Il 1184
Tyramin hydrochlorid 174 Lipase 47000
Glucose 180 Albumin 66248

Mit einer Mikroperfusionspumpe (CMA/102, CMA/Microdialysis AB, Solna,
Schweden) wurde das Perfusat bei einer FluBrate von 2 pl/min durch die
Sonde beférdert. Die entstehenden Dialysate wurden in speziellen,
geschlossenen GefaBen (Microvials; CMA/Microdialysis AB, Solna,
Schweden) gesammelt. Ein Beispiel fir einen Versuchsaufbau eines
Mikrodialyse-Versuches ist in Abb.5 dargestellt.
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Abb. 5: Proband mit implantierten Mikrodialysesonden im Fettgewebe

2.3.2 Implantation der Sonden

Fir die Implantation der Sonde in das subkutane Fettgewebe wurde
zunédchst ca. 10 cm seitlich des Bauchnabels auf ein ca. 6 x 6 cm groBes
Hautareal ein Oberflichen-Anasthetikum (EMLA®, Astra Zeneka GmbH,
Wedel) mit dem Wirkstoff Lidocain aufgetragen. Die Einwirkzeit betrug ca. 30
min. AnschlieBend wurde das Hautareal mittels Cutasept®F (Bode Chemie
Hamburg, Hamburg) zweimal desinfiziert. Danach wurde eine Hautfalte
gebildet und die Haut in etwa der Mitte des Areals mittels einer sterilen Nadel
punktiert. Nun wurde die FUhrungskanile mit der Sonde (Abb. 6A) zunachst
ca. 1 cm senkrecht durch die Punktionsstelle, dann abgeflacht und parallel
zur Hautoberflache in das Fettgewebe vorgeschoben (Abb. 6B). Der Fligel
der Sonde wurde senkrecht um etwa 2 mm angehoben und gleichzeitig die
FOhrungskanile aus dem Fettgewebe gezogen (Abb. 6C). Die Sonde konnte
dann an die Mikroperfusionspumpe angeschlossen werden.
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L

FOhrungskanale

—

Sonde in der
FUhrungskanule

Abb. 6: Implantation der Mikrodialyse-Sonde in das abdominale subkutane
Fettgewebe (Erklarungen siehe Text)

Fir die Implantation der Sonde in den Skelettmuskel wurde zunachst die
Mitte des rechten M. quadrceps femoris, vastus lateralis lokalisiert. Dazu
wurde die Distanz zwischen Spina iliaca anterior superior und oberem Rand
der Patella ausgemessen und die Grenze zwischen mittlerem und unterem
Drittel dieser Strecke markiert. Etwa 4-6 cm seitlich dieses Punktes wurde
eine weitere Markierung gesetzt. Durch leichtes Anspannen des Muskels
konnte die Lage dieses Punktes in der Mitte des Muskelbauches noch einmal
verifiziert werden. Danach wurde in einem Radius von ca. 8 cm um diesen
Punkt das entprechende Hautareal mittels Cutasept®F (Bode Chemie
Hamburg, Hamburg) zweimal desinfiziert. Dann wurden ca. 2 ml eines
Lokalanasthetikums (Xylocitin 1%, Jenapharm GmbH & Co. KG, Jena,
Deutschland) sowohl subkutan als auch intramuskular injiziert. Am seitlichen
Markierungspunkt wurde die Haut dann mittels einer sterilen Nadel punktiert.
AnschlieBend wurde die Fihrungskanlle mit der Sonde zunachst ca. 1 cm



19

senkrecht durch die Punktionsstelle, dann in einem Winkel von 45° zur
Oberflache in Richtung Mitte der Kniescheibe in den Muskel vorgeschoben.
Der Fligel der Sonde wurde nun vorsichtig senkrecht um etwa 2 mm
angehoben und gleichzeitig die Fihrungskanile aus dem Muskel gezogen.
Dann wurde auch diese Sonde an das Perfusionssystem angeschlossen.
Nach Prifung der Funktionstlichtigkeit der Sonden wurden diese steril
abgedeckt.

2.3.3 Experimentelle Protokolle

In allen Teilstudien wurde das Gewebe zur Untersuchung des Stoffwechsels
und der Durchblutung im Grundzustand zunachst mit Ringer-Lésung
(Serumwerk Bernburg AG, Bernburg) unter Zusatz von 50 mM Ethanol
(Alkohol-Konzentrat 95%, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) und 5 uM
Ascorbat (Cebion®; Merck Selbstmedikation GmbH, Darmstadt) tiber 60 min
perfundiert.

Untersuchungen zur Noradrenalinfreisetzung

Tyramin, ein indirekt wirkendes Sympathomimetikum, wurde zur
Charakterisierung der Funktion postganglionarer adrenerger Neurone
verwendet. Es wird aktiv in die sympathischen Nervenendigungen
aufgenommen und férdert die Freisetzung von Noradrenalin aus den
sympathischen Neuronen (13). In einer Mikrodialysestudie an der Ratte
fihrte der Zusatz von Tyramin in den auch in dieser Studie verwendeten
Dosen zu einem 10-fachen Anstieg der interstitiellen Konzentration von
Noradrenalin in Fettgewebe und Skelettmuskel (64). Dabei blieben die
arteriellen Plasma-Spiegel von Noradrenalin unbeeinfluBt. Die Wirkung des
Tyramins wurde mit Isoproterenol, einem direkten Sympathomimetikum, das

unspezifisch an B-Adrenozeptoren bindet, verglichen (16).
Die Noradrenalinfreisetzung wurde in vier einzelnen Teilstudien untersucht:

In der ersten Teilstudie wurde das Fettgewebe von 16 (8 Frauen, 8 Manner)
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bzw. der Skelettmuskel von 8 weiteren Probanden (8 Manner) mit steigenden

Konzentrationen an Tyramin (Sonde 1) oder Isoproterenol (Sonde 2) (Tab.

2).

Tab. 2: Mikrodialyseprotokoll fir die erste Teilstudie

PROBE SONDE 1 SONDE 2

1 bis 3 Basallinie Basallinie

4 bis 6 0,35 mM Tyramin 0,01 uM Isoproterenol

7 bis 9 3,5 mM Tyramin 0,1 pM Isoproterenol
10 bis 12 35 mM Tyramin 1 uM Isoproterenol
13 bis 15 350 mM Tyramin 10 uM Isoproterenol

Probe 1: Laufzeit 30 min; Probe 2 bis 15: Laufzeit 15 min

In der zweiten Teilstudie wurde das Fettgewebe von 5 Probanden (3 Frauen,
2 Manner) mit steigenden Konzentrationen an Tyramin (Sonde 1) oder
zusatzlich mit dem B-Adrenozeptor-Blocker Propranolol (Sonde 2) perfundiert
(Tab.3). Damit sollte geprift werden, ob der B-Adrenozeptor in die tyramin-

induzierte Lipolyse involviert ist.

Tab. 3: Mikrodialyseprotokoll fir die zweite Teilstudie

PROBE SONDE 1 SONDE 2

1 bis 3 Basallinie Basallinie

4 bis 6 0,35 mM Tyramin 0,35 mM Tyramin + 100 uM Propranolol

7 bis 9 3,5 mM Tyramin 3,5 mM Tyramin + 100 pM Propranolol
10 bis 12 35 mM Tyramin 35 mM Tyramin + 100 uM Propranolol
13 bis 15 350 mM Tyramin 350 mM Tyramin + 100 uM Propranolol

Probe 1: Laufzeit 30 min; Probe 2 bis 15: Laufzeit 15 min



21

In der dritten Teilstudie wurde das Fettgewebe von 5 weiteren Probanden (3
Frauen, 2 Manner) mit steigenden Konzentrationen an Isoproterenol (Sonde
1) oder zusatzlich mit dem B-Adrenozeptor-Blocker Propranolol (Sonde 2)
(Tab. 4). Dieser Versuch diente dazu, die Effektivitdt des B-Adrenozeptor-

Blockers im Fettgewebe zu prifen.

Tab. 4: Mikrodialyseprotokoll fir die dritte Teilstudie
PROBE SONDE 1 SONDE 2

1 bis 3 Basallinie Basallinie

4 bis6 | 0,01 uM Isoproterenol | 0,01 uM Isoproterenol + 100 uM Propranolol

7 bis 9 0,1 uM Isoproterenol 0,1 uM Isoproterenol + 100 uM Propranolol

10 bis 12 1 uM Isoproterenol 1 uM Isoproterenol + 100 uM Propranolol

13 bis 15 | 10 puM Isoproterenol 10 uM Isoproterenol + 100 uM Propranolol

Probe 1: Laufzeit 30 min; Probe 2 bis 15: Laufzeit 15 min

In der vierten Teilstudie wurde das Fettgewebe von 5 weiteren Probanden (3
Frauen, 2 Mannern) mit steigenden Konzentrationen an Dopamin (Sonde 1)
oder zusétzlich mit dem pB-Adrenozeptor-Blocker Propranolol (Sonde 2)
perfundiert (Tab. 5). Tyramin in wassriger Losung kann zu etwa 1% mit
Dopamin kontaminiert sein (63,70,71). In der vorliegenden Arbeit wurde
lyophilisiertes Tyramin verwendet und die Verdinnungslésungen wurden
kurz vor Beginn jeden Versuches frisch hergestell, um diesen
Oxidationsvorgang zu vermeiden. AuBerdem wurde dem Perfusat das
Antioxidanz Ascorbat zugesetzt. Um tatsachlich auszuschlieBen, daB3 die
Effekte des Tyramins auf eine Dopamin-Kontamination zuriickzufiihren sind,
wurde zusatzlich die Wirkung von Dopamin im Fettgewebe geprift. So
zeigten sich in tierexperimentellen Studien Effekte von Dopamin auf
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Stoffwechsel und Durchblutung des Fettgewebes (72,73). Die Dopamin-
Konzentrationen entsprachen in der vorliegenden Arbeit 1% der verwendeten

Tyramin-Konzentrationen.

Tab. 5: Mikrodialyseprotokoll fir die vierte Teilstudie

PROBE SONDE 1 SONDE 2

1 bis 3 Basallinie Basallinie

4 bis 6 3,5 uM Dopamin 3,5 uM Dopamin + 100 uM Propranolol

7 bis 9 35 uM Dopamin 35 uM Dopamin + 100 uM Propranolol
10 bis 12 0,35 mM Dopamin 0,35 mM Dopamin + 100 uM Propranolol
13 bis 15 3,5 mM Dopamin 3,5 mM Dopamin + 100 uM Propranolol

Probe 1: Laufzeit 30 min; Probe 2 bis 15: Laufzeit 15 min

Untersuchungen zur lokalen Wirkung von Anqiotensin |l

Das Fettgewebe von 16 Probanden (8 Frauen, 8 Manner) bzw. der
Skelettmuskel von 8 weiteren Probanden (8 Manner) wurde mit steigenden

Konzentrationen an Angiotensin Il perfundiert (Tab. 6).

Tab. 6: Mikrodialyseprotokoll zur Untersuchung der Wirkung von Angiotensin Il

PROBE SONDE 1
1 bis 3 Basallinie
4 bis 6 0,01 pM Angiotensin Il
7 bis 9 0,1 uM Angiotensin Il
10 bis 12 1 uM Angiotensin Il

Probe 1: Laufzeit 30 min; Probe 2 bis 12: Laufzeit 15 min
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Untersuchungen zum EinfluB der Hautfaltendicke

Das Fettgewebe von 16 Probanden (8 Frauen, 8 Manner) wurde mit

steigenden Konzentrationen an Isoproterenol perfundiert (Tab. 7).

Tab. 7: Mikrodialyseprotokoll zur Untersuchung der Rolle der Hautfaltendicke

PROBE SONDE 1

1 bis 3 Basallinie

4 bis 6 0,01 uM Isoproterenol

7 bis 9 0,1 uM Isoproterenol
10 bis 12 1 uM Isoproterenol
13 bis 15 10 uM Isoproterenol

Probe 1: Laufzeit 30 min; Probe 2 bis 12: Laufzeit 15 min

Tyramin und Angiotensin Il wurden von der Firma Clinalfa AG, Laufelfingen,
Deutschland; Isoproterenol (Isuprel®) von Abott S.p.A., Campoverde, ltalien;
Dopamin (Dopamin Solvay® 250 Infus C) von Solvay Arzneimittel GmbH,
Hannover, Deutschland; Propranolol (Obsidan®) von Alpharma-Isis GmbH &

Co KG, Langenfeld, Deutschland; bezogen.

2.3.4 Marker fiir Veranderungen in Durchblutung und Stoffwechsel
2.3.4.1 Durchblutung

Hamodynamische Anderungen im Gewebe wurden mittels Ethanol-Dilutions-
Technik erfaBt (74,75). Diese Technik wurde mittels '**Xe-Washout-Methode
validiert und kann Anderungen in der lokalen Durchblutung >50% erfassen
(76,77). Die '*Xe-Washout-Methode ist fiir die Studien der vorliegenden
Arbeit nicht geeignet, da sich mit dieser Methode keine
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Durchblutungsanderungen in unmittelbarer Umgebung der Mikrodialyse-
Sonde abschéatzen lassen (8). Dem Perfusat wurden 50 mM Ethanol
zugesetzt. Ein Teil des Ethanols diffundiert in das Gewebe und von dort in
umliegende Blutkapillaren. Je stérker die Durchblutung im Gewebe ist, je
hoéher ist der Ethanol-Abtransport aus dem Gewebe und um so kleiner wird
die Ethanol-Konzentration im Dialysat. Eine Erniedrigung des Verhéltnisses
[Ethanol]piaysar’[Ethanol]perusat (= Ethanol Ratio) entspricht einem Anstieg,
eine Erhéhung einer Verminderung der Durchblutung.

2.3.4.2 Fettstoffwechsel

Die Glycerol-Konzentration im Dialysat diente als Indikator fir die Lipolyse im
Fettgewebe (78). Es entsteht neben den freien Fettsauren aus der Hydrolyse
von Triacylglyceriden. Aufgrund der fehlenden Glycerokinase kann Glycerol
nicht mehr zurtick in Glycerinaldehyd-1-phosphat umgebaut werden und
eignet sich somit zur Abschatzung der Lipolyse bzw. Lipidmobilisierung im
Fettgewebe (78,79).

2.3.4.3 Kohlenhydratstoffwechsel

Glucose dient im Fettgewebe hauptsachlich der Produktion von
Glycerinaldehyd-3-phosphat, welches in Glycerin-1-phosphat umgebaut wird.
Glycerin-1-phosphat wird fir den Aufbau von Triaclyglyceriden bendtigt (14).
Die Glucose-Konzentration im Dialysat ist ein Indikator flr die nutritive
Versorgung des Fettgewebes. AuBerdem ist das Fettgewebe in der Lage,
Lactat aus Glucose zu bilden (80). Die Lactat-Konzentration im Dialysat
wurde daher bestimmt, um die glycolytische Aktivitdt des Fettgewebes
abzuschatzen (80).
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2.3.5 Recovery der Markermetaboliten

Bei einer FluBrate des Perfusats von 2 pl/min wird kein 100%iges Equilibrium
zwischen Dialysat und Interstitium erreicht, d.h. die Konzentration eines
bestimmten Metaboliten ist im Dialysat stets geringer als im Interstitium. Eine
Erfassung der tatséchlichen interstitiellen Konzentration eines Metaboliten ist
daher bei dieser FluBrate nicht  mdoglich. Die Recovery
([Metabolit]perfusat/[Metabolit]inersitium) 1St abhangig von der FluBrate, der Lange
der semipermeablen Membran, dem Molekulargewicht, der Chemie der
Substanz sowie der Struktur des Gewebes (81). In Vorarbeiten wurden
mittels der Near-Equilibrium-Methode (FluBrate 0,3 ul/min) die relativen
Recoveries fur Glucose, Glycerol und Lactat in Fettgewebe und
Skelettmuskulatur bestimmt (Tab. 8;82,83). Werden die Perfusions-
bedingungen, wie z.B. die FluBrate, nicht verandert, bleibt auch die relative
Recovery in vivo konstant (62). Die Recoveries der untersuchten Molekule
sind im Fettgewebe jedoch geringer als in der Skelettmuskulatur. Daher
kénnen nur Verlaufsdnderungen in der Metabolitenkonzentration verglichen

werden.

Tab. 8: Recovery verschiedener Molekile im Dialysat von Fettgewebe und Skelett-
muskulatur ([Metab0|it]Perfusat/[Metab()lit]lnterstitium)

FETTGEWEBE SKELETTMUSKEL
Glucose 0,29 + 0,05 0,50 + 0,02
Lactat 0,31 £0,06 0,44 £ 0,07
Pyruvat - 0,50 + 0,04
Glycerol 0,29 £ 0,06 0,55+0,11

Die Daten sind als Mittelwerte £ SEM dargestellt, n = 6.
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2.3.6 Probenlagerung

Die GefaBe mit den Dialysaten wurden wahrend des Versuches bei 4 °C
gelagert und nach Versuchsende bis zur Analyse bei —20 °C eingefroren. Der
fir die Ethanol Bestimmung bendétige Teil des Dialysates (10 ul) wurde vor
dem Einfrieren in Perchlorsdure geféllt und bei 4 - 8 °C in Eppendorf-

GefaBen gelagert.

2.4 Isolierung und Inkubation der Adipocyten

Inkubationen isolierter Adipocyten wurden seit der Einfihrung von Rodbell
1964 fir zahlreiche metabolische und pharmakologische Untersuchungen
eingesetzt (84). Die flr diese Arbeit verwendeten humanen Adipocyten
wurden aus subkutanem Brustfettgewebe isoliert, das von gesunden Frauen
erhalten wurde, die sich einer operativen Reduktion des Brustfettgewebes
unterzogen haben. Die lipolytische Antwort gegenliber Noradrenalin
zwischen Adipocyten aus der Brustregion und abdominalen Adipocyten

unterscheidet sich bei pramenopausalen Frauen nicht (85).

2.4.1 Isolation der Adipocyten

Die Isolation wurde mittels Collagenase-Digestion modifiziert nach Janke et
al. durchgefiihrt (86). Das Fettgewebe wurde in kleine Stlicke geschnitten, in
HBSS gewaschen und fir 5 min bei 380 g zentrifugiert. Die Gewebeteile
wurden dann in einen lIsolationspuffer Gberfihrt (0,7 g Gewebe/ml HBSS),
der mit 25 mM HEPES, 200 pug/ml Kanamycin, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin, 3% BSA, 0,75 mg/ml Collagenase supplementiert wurde.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation bei 37 °C unter leichtem Schiitteln (60
bis 80 rpm) fir 60 bis 90 min. Die so entstandene Zellsuspension wurde nun
durch ein Siebgewebetrichter aus Polypropylen filtriert, um sie von
Bindegewebsresten zu trennen. Die Adipocyten wurden dann aliquotiert und
mehrmals im Inkubationspuffer (Siehe 2.4.2) gewaschen. Die Zellzahl betrug
zwischen 50.000 und 100.000 Adipocyten pro ml.
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2.4.2 Inkubation der Adipocyten

Die Inkubation der humanen Adipocyten wurde nach einer von Morimoto et
al. beschriebenen Methode mit einigen Modifikationen durchgefiihrt (87). Der
Inkubationspuffer (Krebs-Ringer-Puffer, Zusammensetzung: 25 mM Hepes;
118 mM NaCl; 4,8 mM KCI; 1,2 mM MgSOQOy; 1,2 mM KH,POy4; pH 7,4; alle
Merck, Darmstadt) wurde mit BSA (1%, w/v; Sigma-Aldrich), Glucose (5 mM;
Merck, Darmstadt) und Ascorbat (5 uM; Merck, Darmstadt) supplementiert
(88). Je 400 pl des Puffers wurden dann entweder keine Substanz (Kontrolle)
oder 1 uM lIsoproterenol (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) oder 0,35; 3,5; 35
bzw. 350 mM Tyramin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) zugesetzt.
AnschlieBend wurden 100 pl der Adipocyten aus dem Isolationsmedium
entnommen und in die vorbereiteten Eppendorf-GeféaBe tberflhrt (3- bis 4-
fach-Anséatze). Durch permanentes Mischen wahrend der Entnahme sollte
erreicht werden, daBB sich die Zellpopulation innerhalb der
Inkubationsansatze eines Probanden gleich zusammensetzt. Die Lipolyse ist
von der AdipocytengréBe abhangig (89,90). Die ZellgréBen wurden nicht
bestimmt, da keine interindividuellen Vergleiche durchgefihrt wurden. Die
Anséatze wurden im Schittelthermostaten bei 45 rpm fiir 2 Stunden bei 37 °C
inkubiert. Die Inkubation wurde dadurch beendet, daB3 die Eppendorf-GefaBe
auf Eis gestellt wurden. Aus dem Zellunterstand wurden 350 pl Medium

enthommen.
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2.5 Probenaufbereitung

2.5.1 Mikrodialysate

Die Mikrodialysate waren frei von Proteinen, da diese aufgrund ihres
Molekulargewichts nicht durch die Poren der Sondenmembran gelangen. Fir
die Bestimmung der Metaboliten mittels Analyser muBten die
Mikrodialyseproben daher nicht speziell aufgearbeitet werden. Fir die
Bestimmung der Ethanol-Konzentration wurden, um evil. vorhandene
Peptide auszufallen, fir 10 pl Dialysat 90 ul 0,33 N Perchlorsaure (Merck
KgaA, Darmstadt) in Eppendorf-GefaBen (Sarstedt, Nimbrecht) vorgelegt.
AnschlieBend wurde die Ldsung fir 1 min bei 14.000 rpm zentrifugiert
(Eppendorfzentrifuge 5415C; Eppendorf Hamburg).

2.5.2 Inkubationsmedien

Die Inkubationsmedien enthielten im Gegensatz zu den Mikrodialysaten
Protein (BSA). Die Proben wurden daher vor der Analytk mit 1 M
Perchlorsaure gefallt, bei 14.000 rpm fir 5 min zentrifugiert und der
Uberstand anschlieBend mit 1 M NaOH-Tris neutralisiert (pH 7,4).

2.6 Assays

2.6.1 Bestimmung der Ethanol-Konzentration

Die Ethanol-Konzentration in den Perfusaten und Dialysaten wurde
spektrophotometrisch bestimmt. Die Methode basiert auf einem optischen
Test nach Warburg und wurde urpringlich von Bernd und Gutmann
entwickelt (91). Ethanol wird durch die ADH in Anwesenheit von NAD* zu
Acetaldehyd, NADH und Protonen umgesetzt. Das Absorptionsmaximum von
NADH liegt bei 340 nm, weshalb die Extinktionszunahme bei der Bildung von
NADH bei dieser Wellenlange bestimmt wurde. Die Bildung von NADH ist

direkt proportional zur Ethanol-Konzentration in den Dialysaten. Das
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Volumen der Dialysate ist sehr klein und die Konzentration an Ethanol zudem
gering, so daB die Methode entsprechend modifiziert wurde.

Flr den Ethanol-Puffer wurden

16,667 g tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat
4,167 g Semicarbacidhydrochlorid

0,833 g Glycin (alle Merck KgaA, Darmstadt)

in zunachst ca. 400 ml Reinstwasser gel6st. Der pH-Wert des Puffers wurde
mittels 4 M Natronlauge (Merck KgaA, Darmstadt) mit Hilfe eines pH-Meters
(pH-Meter 713; Metronm GmbH & Co, Filderstadt) auf 8,7 eingestellt. Dann
wurde der Puffer mit Reinstwasser auf 500 ml aufgefulit.

Far die NAD-Ldsung wurden 50 mg NAD (Sigma-Aldrich-Chemie GmbH,
Taufkirchen) und fir die ADH-L6sung 30.000 U ADH (Sigma-Aldrich-Chemie
GmbH, Taufkirchen) in jeweils 10 ml Reinstwasser geldst.

Es wurden 20 pl Probe aus dem Uberstand der Perchlorsaurefallung
entnommen und mit 960 pl Ethanol-Puffer sowie 20 pul NAD-LGsung in ein
anderes Eppendorf-GefaB3 pipettiert. Um die enzymatische Reaktion zu
starten, wurden 10 pl der ADH-Lésung zugegeben und die Reagenzien
anschlieBend gut vermischt. Die Proben wurden dann in einem
Schuttelthermostaten (Julabo SW-21C; Kleinfeld Labortechnik, Hannover)
bei 25 °C fir 70 min inkubiert. Nach der Inkubation wurde die NADH-
Konzentration der Proben in einer Acrylkivette (Sarstedt, NUmbrecht) bei
340 nm photometrisch bestimmt (UV/VIS Spectrometer Lambda 2S; Perkin
Elmer GmbH, Berlin). Die Ethanol-Konzentrationen der Dialysate wurde Uber
eine Standardreihe bestimmt. Diese ging von einer Stammlésung (1000 mM)
aus 59 pl absoluten 99,8%igen und 942 ul Ringer-Lésung aus (Tab. 9). Die

Lésungen wurden jeweils aus den nachst héheren Konzentrationen verdinnt.
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Tab. 9: Pipettier-Schema flr die Ethanol-Standard-Reihe

RINGER-LOSUNG (pL) VORHERGEHENDE | KONZENTRATION (MM)
LOSUNG (pL)

1000
900 100 100
500 500 50
200 800 40
250 750 30
333 667 20
500 500 10
500 500 5
500 500 2,5
500 500 1,25
500 500 0,625
500 0 0

Die Standardlésungen (je 10 ul) mit der Konzentration von 0 bis 50 mM
Ethanol wurden ebenfalls mit 0,33 N Perchlorsdure gefallt und die Extinktion
photometrisch bestimmt. Die Extinktionen der Proben wurden gegen die
Extinktionen der Standardreihe graphisch aufgetragen und die Gleichung der

Regressionsgraden

ermittelt

(Abb.7).

Korrelationskoeffizient von r® > 0,99.

Vorausgesetzt

wurde ein
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Abb. 7: Reprasentatives Beispiel einer Standard-Ethanol-Reihe

2.7 Bestimmung der Metaboliten-Konzentration

Der CMA 600 Mikrodialyse Analyser wurde speziell fiir die kleinen Volumina
der Dialysate entwickelt. Die Messung mit dem Analyser (CMA Microdialysis
AB, Solna, Schweden) erfordert nur 1/10 des von herkdmmlichen
Analysatoren benétigten Probevolumens. Sie erfolgte colourimetrisch unter
Verwendung entsprechender Enzym-Reagenzien und eines Calibrators (alle
CMA Microdialysis AB, Solna, Schweden) nach folgenden Prinzipien:

Glucose wird mittels Glucoseoxidase zu Gluconolactone und Wasser-
stoffperoxid umgesetzt. Wasserstoffperoxid reagiert mit 4-Amino-Antipyrin
und Phenol Uber die Peroxidase zu einem rot-violetten Farbstoff, dem

Quinonimin.

Lactat wird mittels Lactatoxidase zu Pyruvat und Wasserstoffperoxid
umgebaut. Letzteres reagiert mit 4-Amino-Antipyrin und Chlorophenol tber

die Peroxidase zu Quinonimin.

Glycerol wird unter Verbrauch von ATP mittels Glycerokinase zu Glycerol-3-
Phosphat phosphorylisiert, welches dann in Anwesenheit der Glycerol-3-

Phosphat-Oxidase oxidiert wird. Das dabei gebildete Wasserstoffperoxid
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reagiert in einer Peroxidase-Reaktion mit DCHBS und 4-Amino-Antipyrin zu

Quinonimin.

Die Bildungsrate des Quinonimins wurde jeweils bei 546 nm bestimmt und ist

proportional zur Glucose-, Lactat- bzw. Glycerolkonzentration.

Harnstoff wird mittels Urease zu Ammoniumionen und CO. hydrolisiert. Die
Ammoniumionen reagieren mit 2-Oxoglutarat in Anwesenheit der GIDH und
NADH zu Glutamat und NAD* + H*. Die Bildungsrate von NADH wurde
photometrisch bei 365 nm gemessen und ist proportional zur
Harnstoffkonzentration.

Vor und nach jedem Probelauf wurde eine Messung mit einer Testprobe
(Kalibrator:Reinstwasser, 1:5) durchgefiihrt, um eventuelle Abweichungen
festzustellen. Die GefaBe mit den Dialysaten wurden unmittelbar vor der
Messung fir einige Sekunden bei ca. 4.000 rpm zentrifugiert
(Eppendorfzentrifuge 5415C; Eppendorf, Hamburg), da entstehende
Gasblaschen zu gréBeren Abweichungen flihren.
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2.8 Statistische Analyse

Alle Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler der Mittelwerte dargestellt.
FOr die Korrelationen mit der Hautfaltendicke wurden die Daten als

individuelle Einzelwerte angegeben.

Intraindividuelle Unterschiede wurden mittels One-Way ANOVA fir
wiederholte  Messungen mit anschlieBendem Dunnett’s  Multiplen
Vergleichstest verglichen. Multiple Vergleiche (Kontrolle vs. Adrenozeptor-
Blockade) wurden mittels Two-way ANOVA flir wiederholte Messungen mit
anschlieBendem Bonferroni Posttest auf signifikante Unterschiede
untersucht. Die Abhangigkeit der Metaboliten und der Ethanol Ratio von der
Hautfaltendicke sowie der Metabolite von der Ethanol Ratio wurden mittels
linearer Regressionsanalyse ermittelt (Pearson Korrelation). Fir den
Vergleich der Mittelwerte der Hautfaltendicke wurde der ungepaarte T-Test

verwendet.

Statistische Signifikanz wurde bei einem p-Wert unter 0,05 angenommen. In
den Abbildungen steht * fir p<0,05; ** fir p<0,01 und *** flr p<0,001. Zur
statistischen Auswertung und zur Erstellung der graphischen Darstellungen
wurde das Statistikprogramm InStat, Version 3.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA) benutzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Validierung der Mikrodialysetechnik im subkutanen
Fettgewebe

3.1.1 Stabilitat des Mikrodialyse-Systems

Mittels nachfolgender Untersuchungen sollte gezeigt werden, daB innerhalb
des Zeitraumes, in dem die Mikrodialyse durchgefihrt wird, keine
signifikanten Anderungen von basaler Durchblutung und Stoffwechsel im
Fettgewebe auftreten (Abb.8).

Durchblutung. Die Ethanol Ratio lag nach 60 min bei 0,45 + 0,08 und zeigte

bis zum Versuchsende (t = 240 min) keine signifikanten Veranderungen
(Abb. 8A).

Metabolite. Die Glycerol-Konzentration im Dialysat betrug nach 60 min 86 *
25 UM und blieb nachfolgend unverandert (Abb. 8B). Die Glucose- bzw.
Lactat-Konzentrationen im Dialysat lagen nach 60 min bei 0,86 + 0,25 mM
bzw. 0,36 £ 0,11 mM und blieben ebenfalls bis zum Versuchsende
unverandert (Abb. 8C u. D).

— Die basale Durchblutung, Lipolyse, nutritive Versorgung und Glycolyse im
subkutanen Fettgewebe blieben Uber den Untersuchungszeitraum von 240
min stabil.



35

1.0- A 200~ B
2 0.8 < 160-
g E
= 0.67 %\j%& 3 1201 % H
c (]
£ 0.4 “H S 807
i O

0.2- 40-

0.0- 0-

3I04I56IOI l 1£I30 2;0 2:10 3I04I5t‘>I0I l 1:30 21IO 24IIO
Zeit (min) Zeit (min)

2.0 C 1.0- D
% 1.5- E 0.8
£ =
) = 0.6
8 1.0 s
S ] 0.47 w
G qr

0.5 0.2-

0.0- 0.0-

3I04I56I()I l 1£I30 2‘:0 2210 3I04I56I0I l 1£I30 2‘:0 2:10
Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 8: Basale Ethanol Ratio (A), Glycerol- (B), Glucose- (C) und Lactat-Dialysat-
Konzentration (D) im subkutanen abdominalen Fettgewebe von normalgewichtigen
Frauen (n=7) wahrend eines ikrodialysversuchs Uber 4 Stunden. Die Daten sind als
Mittelwerte + SEM angegeben. Statistische Analyse: Zeitpunkt 30 min vs. 45, 60,
180 und 240 min; One-way ANOVA und Dunett’s Multiple Comparison Test.
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3.1.2 Ethanol-Dilutions-Technik

Diese Untersuchungen dienten dazu, zu zeigen, daB die Ethanol-Dilutions-
Technik eine valide Methode ist, um Anderungen der Durchblutung im
Gewebe zuverlassig anzuzeigen. Dazu wurde die Beziehung zwischen der
Anderung der Ethanol-Ratio und der Anderung eines Marker-Metaboliten
(endogener Harnstoff) aus dem Dialysat untersucht, der im Fettgewebe
weder gebildet noch verbraucht wird (92). Vergleichend dazu wurde die

Beziehung zwischen Ethanol-Ratio und Dialysat-Glucose untersucht.

Die basale Harnstoff-Konzentration im Dialysat zeigt im Fettgewebe beider
Geschlechter eine negative lineare Korrelation mit der Ethanol Ratio (Frauen:
p = 0,0002; Manner: p = 0,0016; Abb. 9A). Ebenso verhielt sich die basale
Glucose-Konzentration im Dialysat zur Ethanol Ratio (Frauen: p = 0,0045;
Méannern: p = 0,0100; Abb. 9B).

— Harnstoff- und Glucose-Konzentration in den Dialysaten des Fettgewebes

korrelierten umgekehrt proportional mit der Ethanol Ratio.

Harnstoff (mM)
Glucose (mM)

) )
0.25 0.50 0.75 0.25 0.50 0.75
Ethanol Ratio Ethanol Ratio

Abb. 9: Zusammenhang zwischen Harnstoff- (A) sowie Glucose-Konzentration (B)
im Dialysat und der Ethanol Ratio im subkutanen abdominalen Fetigewebe von
Frauen (o, n=8) und Mannern (e, n=8). Die Daten sind als Einzelwerte angegeben.
Statistische Analyse: lineare Regressionsanalyse (Pearsson Korrelation).
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3.2 Adrenerge Regulation

3.2.1 Wirkungen von Tyramin auf die Lipolyse isolierter Adipocyten

Diese Teilstudie sollte prifen, ob steigende Tyramin-Dosen postsynaptische,
lipolytische Effekte an isolierten, humanen Adipocyten zeigen. Um die
Vitalitat der Zellen zu prifen, wurde ein weiterer Teil der Adipocyten mit 1 uM
Isoproterenol inkubiert.

Die basale Glycerol-Produktion betrug 21 £ 2 uM / 100 pl Zellen / 2 Stunden
(Abb. 10). Tyramin &nderte im Vergleich zur Kontrolle die Glycerol-
Konzentration im Inkubationsmedium bis zu einer Dosis von 35 mM nicht
signifikant. Dagegen sank die Glycerol-Konzentration bei der hdchsten
Tyramin-Dosis (350 mM) unter die der Kontrolle (6 + 1 uM / 100 pl Zellen / 2
Stunden; p<0,05; Tyramin vs. Kontrolle). Isoproterenol (1 uM) fihrte zu
einem deutlichen Anstieg der Glycerol-Produktion im Medium auf 83 £ 19 uM
/100 pul Zellen / 2 Stunden (p<0,001; Isoproterenol vs. Kontrolle).
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Abb. 10: Glycerol-Konzentration im Medium wahrend der Inkubation isolierter
Adipocyten basal (Kontrolle) und unter 1 uM Isoproterenol bzw. 0,035, 0,35, 3,5, 35
und 350 mM Tyramin (n = 6). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben. ***)
p<0,001; *) p<0,05; Isoproterenol bzw. Tyramin vs. basal, One-way ANOVA und
Dunnett's Multiple Comparison Test.
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— Tyramin beeinfluBte die Lipolyse der inkubierten Adipocyten bis zu einer
Konzentration von 35 mM nicht signifikant. Isoproterenol fihrte dagegen zu
einem deutlichen Anstieg der lipolytischen Aktivitat der Adipocyten. Wurden
die Zellen mit 350 mM Tyramin inkubiert, wirkte Tyramin antilipolytisch.

3.2.2 Wirkungen von Tyramin im Fettgewebe

Durchblutung. Die basale Ethanol Ratio betrug bei den Frauen 0,46 % 0,05,
bei den Mannern 0,41 + 0,04 (n.s.; Frauen vs. Manner; Abb. 11A). Niedrige
Tyramin-Konzentrationen im Perfusat (0,35 mM bis 3,5 mM Tyramin) lieBen
die Ethanol Ratio im Fettgewebe beider Geschlechter unverandert. Héhere
Tyramin-Dosen (35 bis 350 mM) flhrten zu einem Absinken der Ethanol
Ratio auf 0,30 + 0,05 bei den Frauen und auf 0,27 + 0,03 bei den Mannern
(jeweils p<0,001, Tyramin vs. basal). Dabei lagen keine signifikanten

Unterschiede zwischen Frauen und Mannern vor.

Metabolite. Die basale Dialysat-Konzentration von Glycerol betrug bei den
Frauen 91 = 14 yM und bei den Mannern 76 + 10 uM (n.s., Frauen vs.
Méanner; Abb. 11B). Wé&hrend der Perfusion mit niedrigen Tyramin-Dosen
erhdhte sich die Glycerol-Konzentration bei den Frauen auf maximal 207 +
26 pM, bei den Mannern auf 160 + 23 pM (jeweils p<0,001, Tyramin vs.
basal; p<0,05, Frauen vs. Manner). Unter 35 mM Tyramin im Perfusat sank
die Glycerol-Konzentration wieder ab, unter 350 mM Tyramin im Perfusat
sank die Glycerol- Konzentration sogar unter die Ausgangswerte auf 46 + 5
UM bei den Frauen bzw. 40 = 3 uM bei den Mannern (jeweils p<0,05,

Tyramin vs. basal; n.s., Frauen vs. Manner).

Die basale Dialysat-Konzentration von Glucose betrug bei den Frauen 0,92 +
0,15 mM, bei den Mannern 0,91 + 0,15 mM (n.s., Frauen vs. Manner; Abb.
11C). Niedrige Tyramin-Dosen flihrten zu keinen Veranderungen, hohe
Tyramin-Dosen dagegen zu einem Anstieg der Glucose-Konzentration bis
auf 1,22 + 0,17 mM bei den Frauen bzw. 1,18 + 0,18 mM bei den Mannern

(jeweils p<0,001, Tyramin vs. basal; n.s., Frauen vs. Manner). Die basale
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Dialysat-Konzentration von Lactat war bei den Frauen 0,25 £+ 0,05 mM, bei
den Mannern 0,29 + 0,04 mM (n.s., Frauen vs. Manner, Abb. 11D). Sie stieg
bereits unter niedrigen Tyramin-Dosen bei den Frauen auf 0,37 + 0,06 mM,
bei den Mannern auf 0,43 + 0,06 mM (jeweils p<0,001, Tyramin vs. basal;
n.s., Frauen vs. Manner). Unter héheren Tyramin-Dosen blieb die Lactat-
Konzentrationen bei den Mannern signifikant erhéht, bei den Frauen sanken
sie wieder auf das Ausgangsniveau.
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Abb. 11: Anderungen in der Ethanol Ratio (A), Glycerol- (B), Glucose- (C) und Lactat- (D)
Konzentration im abdominalen subkutanen Fettgewebe von normalgewichtigen Frauen (o,
n=12) und Mannern (e, n=14) wahrend der Perfusion mit steigenden Konzentrationen an
Tyramin. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben. ***) p<0.001, *) p<0.05; Tyramin
vs. basal, One-way ANOVA und Dunnett's Multiple Comparison Test.
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— Durchblutung und Stoffwechsel zeigten unter Tyramin biphasische
Veranderungen: niedrigere Tyramin-Dosen flhrten zu keinen Verédnderungen
der Ethanol-Ratio und der Glucose-Konzentration im Dialysat, wohl aber zu
einer erhdhten Glycerol-Konzentration im Fettgewebe; héhere Tyramin-
Dosen zu einem Absinken der Ethanol-Ratio und Anstieg der Glucose-
Konzentration, jedoch einem Absinken der Glycerol-Konzentration noch unter
das Ausgangsniveau. Zudem fiel der Anstieg der Glycerol-Konzentration
unter den niedrigeren Tyramin-Dosen bei den Frauen héher aus als bei den

Mannern.

3.2.3 Wirkungen von Isoproterenol im Fettgewebe

Durchblutung. Die basale Ethanol Ratio betrug bei den Frauen 0,46 + 0,06,
bei den Méannern 0,44 + 0,06 (n.s., Frauen vs. Manner; Abb. 12A). Bis zu
einer Isoproterenol Konzentration von 1 pM im Perfusat sank die Ethanol-
Ratio dosis-abhéngig bis auf 0,29 + 0,05 bei den Frauen (p<0,001, 1 pM
Isoproterenol vs. basal) bzw. 0,36 + 0,05 bei den Mannern (p<0,05, 1 pM
Isoproterenol vs. basal). Eine Isoproterenol-Konzentration von 10 pM flihrte

zu keinen weiteren Veranderungen.

Metabolite. Die basale Glycerol-Konzentration im Dialysat lag bei 86 + 17 uM
bzw. 82 +18 uM bei den Frauen bzw. Mannern (n.s., Frauen vs. Manner;
Abb. 12B). Unter Isoproterenol stieg die Glycerol-Konzentration
dosisabhangig an, erreichte unter der Dosis von 1 uM ein Maximum von 244
+ 20 UM bei Frauen bzw. 163 + 27 uM bei den Mannern (jeweils p<0,001,
Isoproterenol vs. basal), fiel unter der héchsten Dosis von 10 uM wieder ab,
blieb aber signifikant Gber den Ausgangsniveau (Frauen: p<0,001; Manner:
p<0,05; Isoproterenol vs. basal). Unter allen Isoproterenol-Dosen waren die
Glycerol-Konzentration bei den Frauen signifikant héher als bei den
Mé&nnern (p<0,001).

Die basale Glucose-Konzentration war bei den Frauen 0,97 + 0,18 mM, bei
den Mannern 0,81 + 0,20 mM (n.s., Frauen vs. Manner; Abb. 12C).
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Steigende Dosen an Isoproterenol flihrten sowohl bei den Frauen als auch
bei den Mannern zu keinen signifikanten Veranderungen. Die basale Lactat-
Konzentration betrug bei den Frauen 0,43 + 0,09 mM, bei den Mannern 0,30
*+ 0,06 mM (n.s., Frauen vs. Manner; Abb. 12D). Unter Isoproterenol erhdhte
sich die Lactat-Konzentration bis auf maximal 0,68 + 0,11 mM bei den
Frauen bzw. 0,61 = 0,14 mM bei den Mannern (jeweils p<0,001 1 pM

Isoproterenol vs. basal; n.s., Frauen vs. Manner).
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Abb. 12: Anderungen in der Ethanol Ratio (A), Glycerol- (B), Glucose- (C) und Lactat- (D)
Dialysat-Konzentration im abdominalen subkutanen Fettgewebe von normalgewichtigen
Frauen (o, n=8) und Mannern (e, n=8) wahrend der Perfusion mit steigenden
Konzentrationen an Isoproterenol. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben. *)
p<0.05, ***) p<0.001; Isoproterenol vs. basal, One-way ANOVA und Dunnett's Multiple
Comparison Test.
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— Isoproterenol flihrte in héheren Dosen zu einer Vasodilatation im
Fettgewebe. Bis zu einer Isoproterenol-Konzentration von 1 uM wurde die
Lipolyse im Fettgewebe dosis-abhangig erhdht, ab 10 uM Isoproterenol kam
es jedoch zu keinen weiteren Anderungen. Die isoproterenol-stimulierte

Lipolyse war im Fettgewebe der Frauen hdher als bei den Mannern.

3.2.4 Korrelation der Glycerol-Konzentrationen unter Tyramin- und
Isoproterenol

Tragt man die unter der Perfusion mit 1 uM Isoproterenol bzw. 3,5 mM
Tyramin jeweils erreichten Glycerol-Konzentrationen beider Geschlechter
gegeneinander auf, so ergibt sich zwischen diesen ein signifikanter linearer
Zusammenhang (p=0,0159, Isoproterenol vs. Tyramin; Abb. 13).
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Abb. 13: Zusammenhang zwischen den jeweiligen Dialysat-Konzentrationen an Glycerol im
subkutanen abdominalen Fettgewebe von normalgewichtigen Frauen (o, n=7) und Mannern
(e, Nn=8) nach Perfusion mit 1,0 uM Isoproterenol und 3,5 mM Tyramin. Die Daten sind als
Einzelwerte angegeben. Statistische Analyse: lineare Regression (Pearson Korrelation).
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3.2.5 Wirkungen von Dopamin im Fettgewebe

Die Wirkung von Dopamin auf Stoffwechsel und Durchblutung im Fettgewebe
von je vier Frauen und Mannern wurde gepruft, um auszuschlieBen, dafi3 die
Wirkungen von Tyramin auf eine Dopamin-Kontamination zurickzufihren
sind (Abb. 14).
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Abb. 14: Anderungen in der Ethanol Ratio (A), Glycerol- (B), Glucose- (C) und Lactat- (D)
Dialysat-Konzentration im abdominalen subkutanen Fettgewebe von normalgewichtigen
Frauen (n=4) und Mannern (n=4) wéhrend der Perfusion mit steigenden Konzentrationen an
Dopamin. Die Daten sind als Mittelwerte £+ SEM angegeben. *) p<0,05; ***) p<0,001;
Dopamin vs. basal, One-way ANOVA und Dunnett's Multiple Comparison Test.
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Durchblutung. Die Perfusion mit steigenden Dopamin-Konzentrationen
beeinfluBte die basale Ethanol Ratio von 0,45 £ 0,08 nicht (Abb. 14A).

Metabolite. Die basalen Glycerol-Konzentrationen von 63 + 10 pM zeigten
wahrend der Perfusion mit niedrigeren Dopamin-Dosen (3,5 bis 35 pM) keine
signifikanten Veranderungen (Abb. 14B), fielen aber wahrend der Perfusion
mit  héheren Dopamin-Dosen dosis-abhangig deutlich unter die
Ausgangskonzentration auf 14 £ 4 uM ab (p<0,001; Dopamin vs. basal).

Die Glucose-Konzentrationen fielen unter Dopamin dosis-abhangig von basal
1,22 + 0,25 mM auf 0,60 + 0,14 mM (p<0,001; 350 und 3500 pM Dopamin
vs. basal; Abb. 14C). Die basale Lactat-Konzentration von 0,39 + 0,10 mM
blieb unter 3,5 und 35 pM Dopamin unverandert, fiel aber unter 350 und
3500 uM Dopamin deutlich unter das Ausgangsniveau auf 0,19 = 0,04 mM
(p<0,05; 3500 uM Dopamin vs. basal, Abb. 14D).

— Dopamin beeinfluBte die Durchblutung im Fettgewebe nicht. Wahrend
niedrige Dopamin-Dosen keine Effekte auf die Lipolyse zeigten, wirkte
Dopamin in den héheren Konzentrationen deutlich anti-lipolytisch.

3.2.6 Wirkung von Tyramin unter B-adrenerger Blockade

In dieser Teilstudie sollte geprift werden, ob die tyramin-stimulierte
Vasodilatation und Glycerol-Freisetzung unter p-Adrenozeptor-Blockade

abgeschwacht werden kann.

Durchblutung. Die basale Ethanol Ratio betrug wahrend der Perfusion mit
dem [-Adrenozeptor-Blocker Propranolol 0,49 + 0,06, ohne Propranolol
(Kontrolle) 0,51 + 0,06 (n.s., Propranolol vs. Kontrolle; Abb. 15A). Unter 350
mM Tyramin sank die Ethanol Ratio ohne Propranolol auf 0,30 £+ 0,05, mit
Propranolol auf 0,33 = 0,06 (jeweils p<0,001; Tyramin vs. basal; n.s.

+Propranolol vs. -Propranolol).

Metabolite. Die basale Glycerol-Dialysat-Konzentration lag mit Propranolol
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bei 75 + 12 pM, ohne Propranolol (Kontrolle) bei 82 + 20 pM (n.s.,
+Propranolol vs. -Propranolol, Abb. 15B). Der bereits beschriebene tyramin-
induzierte Anstieg in der Glycerol-Konzentration konnte durch Propranolol
deutlich abgeschwéacht werden. Die Glycerol-Konzentration lag unter 3,5 mM
Tyramin und ohne Propranolol bei 172 + 29 uM, mit Propranolol bei 124 + 17
UM (p<0,05, +Propranolol vs. -Propranolol). Unter 35 und 350 mM Tyramin
hatte Propranolol keinen signifikanten Effekt auf die Glycerol-Konzentration.

Die tyramin-induzierten Veranderungen in den Glucose- und Lactat-
Konzentrationen blieben durch Propranolol unbeeinfluBt (Daten nicht
gezeigt).

— Die tyramin-induzierte Vasodilatation konnte durch eine B-Adrenozeptor-
Blockade nicht beeinfluBt werden. Dagegen wurde die tyramin-stimulierte

Lipolyse unter B-Adrenozeptor-Blockade abgeschwacht.
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Abb. 15: Anderungen in der Ethanol Ratio (A) und der Glycerol-Konzentration (B) im
abdominalen subkutanen Fettgewebe von normalgewichtigen Probanden (n=5; 3
Frauen und 2 Manner) wahrend der Perfusion mit steigenden Konzentrationen an
Tyramin in An- (m) und Abwesenheit (o) von 10 uM Propranolol. Die Daten sind als
Mittelwerte = SEM angegeben, *) p<0.05, ***) p<0.001; Tyramin vs. basal, One-way
ANOVA und Dunnett's Multiple Comparison Test. Propranolol vs. Kontrolle, Two-
way ANOVA and Bonferroni’s post hoc tests.
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3.2.7 Wirkungen von Isoproterenol unter -adrenerger Blockade

Diese Teilstudie sollte die Effektivitdt der p-Adrenozeptor-Blockade im

subkutanen Fettgewebe charakterisieren.

Durchblutung. Die basale Ethanol Ratio lag wahrend der Perfusion mit dem
B-Adrenozeptor-Blocker Propranolol bei 0,49 + 0,13, ohne Propranolol
(Kontrolle) bei 0,45 + 0,09 (n.s., +Propranolol vs. -Propranolol; Abb. 16A).
Waéhrend der Perfusion mit steigenden Isoproterenol-Dosen sank die Ethanol
Ratio ohne Propranolol auf 0,28 + 0,10, mit Propranolol auf 0,31 + 0,12 (n.s.,

+Propranolol vs. -Propranolol).
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Abb. 16: Anderungen in der Ethanol Ratio (A) und der Glycerol-Konzentration (B) im
abdominalen subkutanen Fettgewebe von normalgewichtigen Probanden (n=5; 3
Frauen und 2 Mannern wahrend der Perfusion mit steigenden Konzentrationen an
Isoproterenol in An- (m) und Abwesenheit (o) von 10 uM Propranolol. Die Daten sind
als Mittelwerte £ SEM angegeben, ***) p<0,001; Isoproterenol vs. basal, One-way
ANOVA und Dunnett's Multiple Comparison Test. Propranolol vs. Kontrolle, Two-
way ANOVA and Bonferroni’s post hoc tests.

Metabolite. Die basale Glycerol-Dialysat-Konzentration betrug unter
Propranolol 67 + 10 uM, ohne Propranolol (Kontrolle) 98 + 25 yM (n.s.,
+Propranolol vs. -Propranolol; Abb. 16B). Isoproterenol steigerte in
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Abwesenheit von Propranolol die Glycerol-Konzentration dosis-abhangig auf
maximal 214 + 30 uM (p<0,001; 1 uM Isoproterenol vs. basal), wahrend es in
Anwesenheit von Propranolol zu keinem signifikanten Anstieg der Glycerol-
Konzentration unter Isoproterenol kam. Die isoproterenol-induzierten
Veranderungen in den Glucose- und Lactat-Konzentrationen blieben wurden
durch Propranolol nicht beeinfluBt (Daten nicht gezeigt).

— Die isoproterenol-induzierte Vasodilatation wurde durch die B-
Adrenozeptor-Blockade nicht signifikant beeinfluBt. Die p-Adrenozeptor-
Blockade bewirkte jedoch eine deutliche Verminderung der isoproterenol-
stimulierten Lipolyse.

3.2.8 Wirkungen von Tyramin im Skelettmuskel

Zusatzlich zum Fettgewebe wurden vergleichende Untersuchungen am
Skelettmuskel als Referenzgewebe durchgeflihrt. Hierbei liegen nur Daten

von mannlichen Probanden vor.

Durchblutung. Tyramin (3,5 mM) steigerte die Ethanol Ratio im Skelettmuskel
von 0,15 + 0,01 (basal) auf 0,19 + 0,02 (p<0,05, Tyramin vs. basal; Abb.
17A). Unter héheren Tyramin-Dosen fiel die Ethanol-Ratio wieder auf das

Ausgangsniveau.

Metabolite. Bereits wahrend der Perfusion mit der niedrigsten Tyramin-Dosis
von 0,35 mM sank die Glycerol-Konzentration signifikant von 52 + 5 yM
(basal) auf 40 £ 4 uM ab (p<0,05, Tyramin vs. basal; Abb. 17B) und blieb auf
diesem Niveau auch unter den héheren Tyramin-Dosen.

Die Glucose-Konzentration fiel ab der Perfusion mit 3,5 mM Tyramin von
1,70 £ 0,07 mM (basal) auf 1,45 = 0,05 mM (p<0,05, Tyramin vs. basal; Abb.
17C), stieg unter den héheren Tyramin-Dosen jedoch wieder auf das
Ausgangsniveau. Ab 3,5 mM Tyramin stieg die Lactat-Konzentration
signifikant von basal 1,09 + 0,08 mM auf maximal 2,00 £ 0,18 mM (p < 0,001,
Tyramin vs. basal; Abb. 17D).
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Abb. 17: Anderungen in der Ethanol Ratio (A), Glycerol- (B), Glucose- (C) und
Lactat- (D) Dialysat-Konzentrationen im Skelettmuskel von normalgewichtigen
Mannern (n=8) wahrend der Perfusion mit steigenden Konzentrationen an Tyramin.
Die Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben, *) p<0,05; ***) p<0,001; Tyramin
vs. basal, One-way ANOVA and Dunnett's Multiple Comparison Test.

— Im  Skelettmuskel fUhrten niedrige Tyramin-Dosen zu einer
Vasokonstriktion, unter den hdéheren Tyramin-Konzentration stieg die
Duchblutung wieder auf den Ausgangszustand an. Tyramin wirkte in der
Skelettmuskulatur anti-lipolytisch.
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3.2.9 Wirkungen von Isoproterenol im Skelettmuskel

Durchblutung. Wahrend der Perfusion mit Isoproterenol sank die Ethanol
Ratio im Skelettmuskel dosis-abhéngig von basal 0,14 + 0,01 auf 0,08 + 0,01
(p<0.001, Isoproterenol vs. basal; Abb. 18A).
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Abb. 18: Anderungen in der Ethanol Ratio (A), Glycerol- (B), Glucose- (C) und
Lactat- (D) Dialysat-Konzentration im Skelettmuskel von normalgewichtigen
Mannern (n=8) wahrend der Perfusion mit steigenden Konzentrationen an
Isoproterenol. Die Daten sind als Mittelwerte £+ SEM angegeben., *) p<0,05, ***)
p<0,001; Isoproterenol vs. basal, One-way ANOVA und Dunnett's Multiple
Comparison Test.
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Metabolite. Niedrige Isoproterenol-Dosen (0,01 und 0,1 pM) lieBen die
basale Glycerol-Konzentration unbeeinfluBt (Abb. 18B). Unter 1 uM
Isoproterenol erhdhte sich die Glycerol-Konzentration signifikant von 49 + 3
UM (basal) auf 60 + 4 uM (p<0,05; Isoproterenol vs. basal), fiel dann aber
unter 10 uM Isoproterenol wieder auf das Ausgangsniveau zurlck.

Unter Isoproterenol zeigte die Glucose-Konzentration keine signifikanten
Veranderungen (basal: 1,74 + 0,05 mM; Abb. 18C). Die Lactat-Konzentration
stieg unter Isoproterenol dosis-abhangig von 1,05 £ 0,08 mM (basal) auf
einen Maximalwert von 2,49 + 0,13 mM an (p<0,001; Isoproterenol vs. basal,
Abb. 18 D).

— Isoproterenol flhrte in der Skelettmuskulatur zu einer Vasodilatation.
Unter 1 uM Isoproterenol kam es zu einem signifikanten Anstieg der
lipolytischen Aktivitat in der Skelettmuskulatur.
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3.3 Humorale Kontrolle
3.3.1 Wirkungen von Angiotensin Il im Fettgewebe

Durchblutung. Die basale Ethanol Ratio war bei den Frauen (0,21 £ 0,04) im
Vergleich zu den Mannern (0,30 % 0,03) signifikant héher (p<0,05, Abb. 19A).
Bei den Mannern anderte sich die Ethanol Ratio wahrend der Perfusion mit
steigenden Angiotensin II-Dosen nicht. Im Gegensatz dazu erhdhte sich die
Ethanol Ratio bei den Frauen unter Angiotensin Il auf maximal 0,25 + 0,04

erhéht (p<0,05; Angiotensin Il vs. basal).

Metabolite. Die basale Glycerol-Konzentration im Dialysat unterschied sich
zwischen Frauen (123 = 15 pM) und Mé&nnern (100 £ 12 pM) nicht signifikant
(Abb. 19B) und blieb bei beiden auch wahrend der Perfusion mit steigenden

Angiotensin lI-Dosen unverandert.

Die basale Glucose-Konzentration war bei den Frauen (1,37 + 0,31 mM)
verglichen mit den Mannern (0,98 + 0,14 mM) signifikant héher (p<0,05, Abb.
19C). Waéhrend bei den Mannern die Glucose-Konzentration unter
Angiotensin Il unveréndert blieb, fiel sie bei den Frauen deutlich auf 0,93 +
0,21 mM (p<0,05; Angiotensin Il vs. basal). Die basale Lactat- Konzentration
war bei den Frauen (0,35 + 0,07 mM) im Vergleich zu den Mannern (0,56 +
0,15 mM) signifikant niedriger (p<0,05, Abb. 19D). Bei Frauen stieg die
Lactat- Konzentration unter Angiotensin Il auf 0,44 + 0,10 mM an (p<0,05;
Angiotensin Il vs. basal), bei den Mannern blieb sie dagegen unter

Angiotensin Il unverandert.

— Die basale Durchblutung im Fettgewebe der Frauen lag basal héher als
die der Mannern. Im Fettgewebe der Manner wurden Durchblutung und
Lipolyse nicht durch Angiotensin Il beeinfluBt. Dagegen verminderte
Angiotensin |l die Durchblutung und nutritive Versorgung im Fettgewebe der

Frauen.
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Abb. 19: Anderungen in der Ethanol Ratio (A), Glycerol- (B), Glucose- (C) und
Lactat- (D) Dialysat-Konzentrationen im abdominalen subkutanen Fettgewebe von
normalgewichtigen Frauen (o, n=8) und Mannern (e, n=8) wahrend der Perfusion
mit steigenden Konzentrationen an Angiotensin Il. Die Daten sind als Mittelwerte +
SEM angegeben. *) p<0.05; Angiotensin Il vs. basal, One-way ANOVA und
Dunnett's Multiple Comparison Test; ¥) Frauen vs. Manner Two-way ANOVA.

3.3.2 Wirkungen von Angiotensin Il im Skelettmuskel

Zusatzlich zum Fettgewebe wurden vergleichende Untersuchungen am
Skelettmuskel als Referenzgewebe durchgefiihrt. Hierbei liegen nur Daten
von mannlichen Probanden vor.
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Abb. 20: Anderungen in der Ethanol Ratio (A), Glycerol- (B), Glucose- (C) und
Lactat- (D) Dialysat-Konzentration im Skelettmuskel von normalgewichtigen
Mannern (n=8) wahrend der Perfusion mit steigenden Konzentrationen an
Angiotensin Il. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben. *) p<0,05;
Angiotensin Il vs. basal, One-way ANOVA und Dunnett's Multiple Comparison Test.

Durchblutung. Die basale Ethanol Ratio betrug 0,09 + 0,01 und blieb unter

steigenden Angiotensin Il - Konzentrationen unverandert (Abb. 20A).

Metabolite. Die basale Glycerol-Konzentration lag bei 36 + 4 p (Abb. 20B).
Angiotensin Il verminderte die Glycerol-Konzentration dosisabhangig auf 22

+ 4 uM (p<0,05; Angiotensin Il vs. basal).
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Die basale Glucose-Konzentration lag bei 1,81 £ 0,16 mM (Abb. 20C), die
basale Lactat-Konzentration bei 1,02 + 0,13 mM (Abb. 20D). Unter 1 uM
Angiotensin |l fiel die Glucose-Konzentration auf 1,62 = 0,21 mM (n.s.),
wahrend die Lactat-Konzentrationen unter Angiotensin |l unverandert

blieben.

— Im Skelettmuskel inhibierte Angiotensin |l die Lipolyse direkt, die

Durchblutung anderte sich unter Angiotensin Il dagegen nicht.
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3.4 EinfluB der Hautfaltendicke auf Durchblutung und
Stoffwechsel des subkutanen abdominalen
Fettgewebes

3.4.1 BMI und Hautfaltendicken der untersuchten Probanden

Zwischen den Probanden lagen keine geschlechtsspezifischen Unterschiede
hinsichtlich BMI (Frauen: 21,0 + 0,4 kg/m? Manner: 22,0 + 0,8 kg/m?) und
Hautfaltendicke vor. Die Hautfaltendicke lag bei den Frauen zwischen 8 und
32 mm (Abb. 21A), bei den Mannern zwischen 15 und 40 mm (Abb. 21B). Im
Durchschnitt lagen sie bei den Frauen bei 21 £ 4 mm, bei den Mannern bei

27 £ 4 mm (p=0,217, Frauen vs. Manner).
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Abb. 21: Hautfaltendicken der untersuchten Frauen (A) und Manner (B). Die Daten
sind als Einzelwerte (F1 bis F8 und M1 bis M8) bzw. als Mittelwerte (&) £+ SEM
dargestellt. Frauen vs. Manner, Student'schen t-Tests flr ungepaarte Stichproben.

3.4.2 EinfluB der Hautfaltendicke auf Durchblutung und Stoffwechsel
unter Basalbedingungen

Durchblutung. Die Ethanol Ratio lag bei den Frauen zwischen 0,25 und 0,75,
bei den Mannern zwischen 0,19 und 0,63 (Abb. 22A). Die Ethanol Ratio
korrelierte flr Beide jeweils positiv linear (Frauen p=0,0018, Manner
p=0,0425), die dazu gehdrige Harnstoff-Konzentration jeweils negativ linear
(Frauen p=0,0044, Manner p=0,0017) mit den Kkorrespondierenden
Hautfaltendicken der; Abb. 22B).
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Abb. 22: Zusammenhang zwischen Ethanol Ratio (A) sowie der Harnstoff-
Konzentration (B) im Dialysat und der Hautfaltendicke im subkutanen abdominalen
Fettgewebe von normalgewichtigen Frauen (o, n=8) und Mannern (e, n=8). Die
Daten sind als Einzelwerte angegeben. Statistische Analyse: lineare Regression
(Pearson Korrelation).
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Abb. 23: Zusammenhang zwischen der Glycerol-Dialysat-Konzentration und der
Hautfaltendicke im subkutanen abdominalen Fettgewebe von normalgewichtigen
Frauen (o, n=8) und Méannern (e, n=8). Statistische Analyse: lineare Regression
(Pearson Korrelation).
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Metabolite. Die Glycerol-Konzentration im Dialysat lag zwischen 49 und 172
UM bei den Frauen und zwischen 42 und 152 pM bei den Mannern (Abb.23).
Sie korrelierte sowohl im Fettgewebe der Frauen (p=0,0320) als auch der

Méannern (p=0,024) positiv linear mit der korrespondierenden Haufaltendicke.

Die Glucose-Konzentration reichte von 0,29 bis 1,68 mM bei den Frauen und
von 0,24 bis 1,95 mM bei den Mannern (Abb. 24A). Auch sie korrelierte
sowohl im Fettgewebe der Frauen (p=0,0181) als auch der Manner
(p=0,0006) positiv linear mit der korrespondierenden Haufaltendicke. Die
Lactat-Konzentration lag bei den Frauen zwischen 0,12 bis 0,70, bei den
Méannern zwischen 0,09 bis 0,46 (Abb. 24B). Die Lactat-Konzentration
tendierte bei den Frauen (p=0,0501) wie auch bei den Mannern (p=0,0672)
zu einem positiv linearen Zusammenhang mit der Hautfaltendicke.

— Basale Durchblutung, Glucoseversorgung und Lipolyse korrelierten im

Fettgewebe unabhangig vom Geschlecht negativ mit der Hautfaltendicke.

Glucose (mM)
2

Hautfaltendicke (mm) Hautfaltendicke (mm)

Abb. 24: Zusammenhang zwischen Glucose- (A) und Lactat- (B) Dialysat-
Konzentration und der Hautfaltendicke im subkutanen abdominalen Fettgewebe von
normalgewichtigen Frauen (o, n=8) und Mé&nnern (e, n=8). Statistische Analyse:
lineare Regression (Pearson Korrelation).
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3.4.3 EinfluB der Hautfaltendicke auf Durchblutung und Stoffwechsel
unter stimulierten Bedingungen

Durchblutung. Die wahrend der Perfusion des Fettgewebes mit Isoproterenol
erzielte Ethanol Ratio Kkorrelierte positiv linear mit der jeweils
korrespondierenden Hautfaltendicke (p=0,0238 flr die Frauen, p=0,0491 fir
die Manner, Abb. 25A).

Metabolite. Die unter Isoproterenol erzielte Glycerol-Konzentration im
Dialysat zeigte keine Korrelation mit der Hautfaltendicke (Daten nicht
gezeigt). Dagegen korrelierte die unter Isoproterenol erzielte Glucose-
Konzentration bei den Frauen signifikant umgekehrt proportional mit der
Hautfaltendicke (p=0,0409), bei den Mannern gab es zumindest ein Trend
(p=0,0578, Abb. 25B). Die Lactat-Konzentration zeigte unter Isoproterenol

keine Korrelation mit der Hautfaltendicke (Daten nicht gezeigt).

— Die adrenerg stimulierte Durchblutung und Glucoseversorgung des
Fettgewebes korrelierte bei den Frauen negativ linear mit der

Hautfaltendicke.
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Abb. 25: Zusammenhang zwischen der Ethanol Ratio (A) sowie der Glucose-
Konzentration im Dialysat (B) und der Hautfaltendicke im subkutanen abdominalen
Fettgewebe von normalgewichtigen Frauen (o, n=7) und Mannern (e, n=8) wahrend
der Perfusion mit 1,0 uM Isoproterenol. Statistische Analyse: lineare Regression
(Pearson Korrelation).



59

4 Diskussion

4.1 Neuro-hormonale Regulation

Ziel dieser Teilstudie war zu prifen, ob der Noradrenalin-Transporter die
Regulation von Durchblutung und Stoffwechsel in ausgewahlten Organen
beeinfluBt. Dabei lag der Fokus auf dem weiBen Fettgewebe als priméar
energie- (fett-) speicherndem bzw. dem Skelettmuskel als primar energie-
(fett-) verbrauchendem Referenzorgan. Zusatzlich sollte gepruft werden, ob
der EinfluB der lokalen neuronalen Noradrenalinfreisetzung auf Durchblutung
und Stoffwechsel in diesen Organen geschlechtsspezifische Unterschiede
aufweist. Die Funktion des Noradrenalin-Transporters wurde indirekt mittels
Tyramin getestet und mit der Wirkung von Isoproterenol, einem direkten B-
Adrenozeptor-Agonisten, verglichen.

Tyramin fordert die Freisetzung von Noradrenalin aus den endogenen
Speichern der prasynaptischen Neuronen (13). Tierexperimentell fihrte
mittels Mikrodialyse lokal appliziertes Tyramin zu einem 10-fachen Anstieg
der interstitiellen Noradrenalin-Konzentration im Fettgewebe und im
Skelettmuskel, die arterielle Noradrenalin-Konzentration blieb jedoch
unbeeinfluBt (64). Mit diesem Versuchsansatz wurde beispielsweise eine
erhdhte noradrenerge Aktivitat im weiBBen Fettgewebe von spontan
hypertensiven Ratten im Vergleich zu Kontrolltieren nachgewiesen (93).
Bislang liegen keine klinische Daten mit diesem Ansatz vor.

Zunachst wurde gepruft, ob Tyramin postsynaptisch die Glycerolfreisetzung
induziert. Dazu wurden Tyramin-Inkubationen mit humanen Adipocyten
durchgefihrt, die aus dem Brustfettgewebe von Frauen isoliert wurden. Die
lipolytische Sensitivitdt gegentber Noradrenalin unterscheidet sich bei
pramenopausalen Frauen nicht zwischen abdominalen und Brustfettgewebe
(85). In der vorliegenden Studie zeigte Tyramin in Konzentrationen von 3,5
und 35 mM keinen EinfluB auf die Lipolyse der isolieten humanen
Adipocyten. Dagegen kam es unter 1 uM Isoproterenol zu einem sehr
deutlichen Anstieg der Lipolyse in diesen Zellen. Auch bei isolierten
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Rattenadipocyten hatte Tyramin (10 uM und 1 mM) keinen Effekt auf die
basale Lipolyse (94). Daher sind die Anderungen in der
Glycerolkonzentration in den Mikrodialysaten auf eine induzierte
Noradrenalin-Freisetzung zurGckzufihren. Daraus folgt wiederum, daB3 die
lokale neuronale Noradrenalinfreisetzung an der Regulation des

Fettgewebsstoffwechsels beteiligt ist.

Niedrigere Tyramin-Konzentrationen (0,35 bis 3,5 mM) steigerten im
Fettgewebe die Lipolyse. Im Fettgewebe flihrt eine Aktivierung aller drei -
Adrenozeptor-Subtypen (B123) zu einer erhéhten Lipolyse (95). Noradrenalin
bindet an den B+- und mit geringerer Affinitdt an den B.-Adrenozeptor (13).
Die tyramin-stimulierte Lipolyse sollte daher die Folge von freigesetztem
Noradrenalin sein (95,96). Im humanen Fettgewebe konnte gezeigt werden,
daB Noradrenalin die Lipolyse zunachst auf ein ,Peak“Niveau anhebt,
gefolgt von einem Absinken der Lipolyse auf das basale Ausgangsniveau
(96). Dieser Effekt wurde auf eine Tachyphylaxie zurickgefuhrt, d.h. die
Wirkung des Pharmakons lie3 sich auch durch eine gesteigerte Dosis nicht
weiter erhéhen. So sank auch in der vorliegenden Arbeit ab einer Tyramin-
Konzentration von 35 mM die Lipolyse wieder ab. Bei der hdchsten Tyramin-
Konzentration von 350 mM verminderte sich die lipolytische Aktivitat sogar
unter das Ausgangsniveau. Dieser Effekt wurde auch in-vitro beobachtet und
ist daher vermutlich auf eine dopamin-induzierte Aktivierung von
postsynaptischen anti-lipolytischen op-Adrenozeptoren zurickzufihren (97,
71,63). Hierauf wird im spéateren Teil der Diskussion dieser Teilstudie noch

einmal ausfihrlich eingegangen.

Isoproterenol steigerte die Glycerol-Konzentration und damit Lipolyse im
Fettgewebe, wobei unter 1uM Isoproterenol der gréBte Effekt erzielt wurde.
Dieser Effekt ist bereits aus verschiedenen Studien bekannt (65, 98, 99). Die
héchste verwendete Isoproterenol-Dosis von 10 uM fluhrte zu keiner weiteren
Steigerung der Lipolyse, d.h. zu einer Tachyphylaxie. Dieser Effekt ist im
Fettgewebe auf eine Desensibilisierung des B1-AR-Subtyps gegenuber dem

Agonisten zurlckzufthren (96).
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Tyramin wirkte in der Skelettmuskulatur im Gegensatz zum Fettgewebe anti-
lipolytisch. Im Skelettmuskel ist jedoch, anders als im Fettgewebe, nur der
Bo-Adrenozeptor-Subtyp an der Regulation der Lipolyse beteiligt (8). Eine
Aktivierung von op-Adrenozeptoren fuhrt im Fettgewebe zu einer Hemmung
der Lipolyse und zu Vasokonstriktion (97). Ob eine derartige Wirkung von o-
Adrenozeptoren auch im Skelettmuskel existiert, ist derzeit noch unklar.
Niedrige Tyramin-Dosen scheinen aber im Skelettmuskel eher op-
Adrenozeptoren zu aktivieren und damit die Lipolyse zu hemmen. Dieses
Ergebnis ist im Einklang mit einer neueren Studie zur unterschiedlichen
adrenergen Regulation in Fettgewebe und Skelettmuskulatur (100). Diese
Untersuchung zeigt, daB die lipolytische Sensitivitdt gegenltber Noradrenalin
im Fettgewebe 100mal héher als im Skelettmuskel ist. Vermutlich ist im
Skelettmuskel das aus der Zirkulation stammende Adrenalin fir die
Regulation der Lipolyse bedeutsamer als im Fettgewebe. Gestitzt wird diese
Vermutung dadurch, daB Adrenalin im Vergleich zum Noradrenalin eine hohe

Affinitat zu den Bo-Adrenozeptoren hat (13).

Die Durchblutung anderte sich im Fettgewebe bei Perfusion mit niedrigen
Tyramin-Konzentrationen nicht signifikant. Dies konnte auf die ohnehin schon
niedrige basale Durchblutung im Fettgewebe zuriickzuflihren sein. So konnte
die Durchblutung ebenfalls nicht durch Vasokonstriktoren wie Adrenalin oder
Phenylnephrin vermindert werden (65,99). Noradrenalin zeigte in einer
Mikrodialysestudie erst ab einer Konzentration von 10 pM einen
vasokonstriktorischen Effekt im Fettgewebe, in anderen Studien an
Normalgewichtigen wie auch Adipdsen blieb die Durchblutung unter lokaler
Noradrenalin-Applikation  unverandert (101,102, Bolinder et al,,
unverdffentlicht). Die Perfusion mit dem unspezifischen B-Adrenozeptor-
Agonisten Isoproterenol fihrte im Fettgewebe hingegen zu einer
vasodilatatorischen Antwort, wie auch in friheren Mikrodialyse-Studien
beobachtet wurde (65,98,99).

In der Skelettmuskulatur wirkte Tyramin im Gegensatz zum Fettgewebe

zumindest in den geringeren Konzentrationen vasokonstriktorisch. Dieses
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Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit einer anderen Mikrodialysestudie, in
der Noradrenalin lokal in den Skelettmuskel perfundiert wurde und es zu
einer deutlichen Verminderung der Durchblutung kam (100). Eine Erklarung
fur die gewebespezifische hamodynamische Antwort niedriger Tyramin-
Dosen koénnte in der unterschiedlichen Wirkung von Noradrenalin in
Fettgewebe und Skelettmuskulatur zu finden sein. Im humanen
Skelettmuskel sind ausschlieBlich B.-Adrenozeptoren in die Stimulation der
Vasodilatation involviert, im Fettgewebe ist aber zusatzlich der -
Adrenozeptor beteiligt (8,17). Noradrenalin besitzt jedoch eine hohe Affinitat
zu ao- und B4-, aber eine nur schwache zu PB.-Adrenozeptoren (13). Die
tyramin-induzierte Vasokonstriktion im Skelettmuskel wird somit vermutlich
durch die Freisetzung von Noradrenalin und nachfolgender Aktivierung
vaskuléarer a-Adrenozeptoren verursacht. Die Perfusion mit Isoproterenol

fihrte wie im Fettgewebe auch im Skelettmuskel zu einer Vasodilatation.

Die Perfusion mit héheren Tyramin-Konzentrationen (35 und 350 mM)
verursachten im Fettgewebe paradoxerweise eine Vasodilatation. Ein
vasodilatatorischer Effekt von Tyramin wurde auch im Unterarm des
Menschen gefunden, wenn Tyramin intravends infundiert wurde (103). Fur
die Versuche wurde jedoch Tyramin eingesetzt, das mit Dopamin
kontaminiert war. Wurde lyophilisiertes Tyramin verwendet, betrug die
Dopamin-Kontamination des Tyramins anstatt 1% weniger als 0,01% und der
vasodilatatorische Effekt zeigte sich nicht (63). In der vorliegenden Arbeit
wurde das lyophilisierte Tyramin kurz vor Beginn des Versuches mit
Ringerlésung verdinnt, die mit dem Antioxidanz Ascorbat supplementiert
wurde. Um dennoch auszuschlieBen, daB3 die Tyramin-Effekt auf mogliche
Dopamin-Kontaminationen zurtckzufihren sind, wurde das Fettgewebe
einiger Probanden mit steigenden Dopamin-Konzentrationen perfundiert.
Dabei entsprachen die verwendeten Dopamin-Dosen jeweils 1% der zuvor
verwendeten korrespondierenden Tyramin-Konzentration (71). Dopamin
zeigte jedoch unter keiner der verwandten Dosen einen Effekt auf die
Durchblutung im subkutanen Fettgewebe.
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Zudem sollte geprift werden, welche Effekte Dopamin auf die lipolytische
Aktivitat im Fettgewebe hat. In der niedrigsten Konzentrationen stimulierte
Dopamin nur tendenziell die Lipolyse im Fetigewebe. Dopamin erhohte
dagegen die lipolytische Aktivitat im weiBen Fettgewebe von Schafen bzw. in
braunen Adipocyten von Ratten deutlich (72,73). Im Allgemeinen bindet
Dopamin in niedrigen Dosen (bis 3 pg/kg/min i.v.) an Dopamin-Rezeptoren
(13). Letztere werden nach Rezeptoren des Typ 1 (D1, D5), Uber welche die
Adenylatcyclase stimuliert wird, und des Typ 2 (D2, D3, D4), Uber die die
Adenylatcyclase inhibiert wird, unterteilt (73). Bisher ist nicht bekannt, ob
Dopamin-Rezeptoren im humanen Fettgewebe existieren. Die mRNA beider
Rezeptor-Typen wurden in humanen Praadipocyten und Adipocyten in einer
Pilotstudie nachgewiesen (Adams et al., unveréffentlicht). Die mRNA der Typ
1 Rezeptoren wird wahrend der Adipogenese hochreguliert, was auf eine
funktionelle Bedeutung dieser Rezeptoren im humanen Fettgewebe
hinweisen kénnte (Abb. 26). In einer Dosis bis 5 pg/kg/min i.v. stimuliert
Dopamin zusatzlich B-Adrenozeptoren (13). So wurde die dopamin-induzierte
Lipolyse bei den braunen Adipocyten durch eine B-Adrenozeptor-Blockade
inhibiert (73). Die Perfusion mit hdheren Dopamin-Konzentrationen flhrte im
Fettgewebe zu einer deutlichen Verminderung der Lipolyse, mdglicherweise
Uber eine Aktivierung von op-Adrenozeptoren. Dopamin stimuliert in hohen
Dosen zusétzlich o-Adrenozeptoren (13). Inwiefern Dopamin einen
regulatorischen EinfluB3 auf die Durchblutung und den
Fettgewebsstoffwechsel beim Menschen hat, wird in weiterfihrenden Studien

mit physiologischen Dopamin-Konzentrationen untersucht werden.
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Abb. 26: Relative Genexpression der Dopamin-Rezeptoren des Typ 1 (D1 und D5)
wahrend der Adipogenese im subkutanen Brustfettgewebe von Frauen (n=5)
untersucht mittels RT-PCR. Die relative Genexpression der Prédadipocyten wurde ,,1¢
gesetzt. Statistische Analyse: Wilcoxon-Test.

Der unspezifische B-Adrenozeptor-Antagonist Propranolol erwies in-vitro als
der effektivste B-Adrenozeptor-Blocker, um die katecholamin-induzierte
Lipolyse in humanen Adipocyten zu inhibieren (104). Die isoproterenol-
induzierte Lipolyse konnte durch Propranolol in der vorliegenden Arbeit
komplett geblockt, die tyramin-induzierte Lipolyse deutlich abgeschwéacht
werden. Daraus folgt, daB der B-Adrenozeptor in die tyramin-stimulierte
Lipolyse involviert ist. Die tyramin-induzierte Vasodilatation konnte dagegen
nicht durch Propranolol geblockt werden. Jedoch blockte Propranolol auch
den vasodilatatorischen Effekt von Isoproterenol nicht signifikant.

Die tyramin-stimulierte Lipolyse war im Fettgewebe der Frauen signifikant
hoher als im Fettgewebe der Manner, was zunachst darauf hindeutet, daB3
die periphere Noradrenalin-Freisetzung geschlechtsabhangig reguliert wird.
Jedoch war die lipolytische Antwort der Frauen auch dann héher, wenn das

Fettgewebe mit dem 1. 3-Adrenozeptor-Agonisten Isoproterenol stimuliert
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wurde. Die geschlechtsspezifischen Unterschiede in der tyramin-stimulierten
Lipolyse im Fettgewebe sind daher wahrscheinlich eher auf Unterschiede in
der postsynaptischen als in der prasynaptischen Ebene zurtckzuflhren.
Tatsachlich werden bei kérperlicher Aktivitat im Fettgewebe von Mannern o-
und  B-Adrenozeptoren aktiviert, bei den Frauen aber vornehmlich B-
Adrenozeptoren (105). Die systemische Blockade des Noradrenalin-
Transporters mit dem selektiven Noradrenalin-Transporter-Hemmer
Reboxetin zeigte im Gegensatz dazu Unterschiede in der Regulation von

Herzfrequenz und Herzschlagvolumen zwischen Frauen und Mannern (106).

4.2 Humorale Regulation

Ziel dieser Teilstudie war, die Hypothese zu prifen, daB lokal appliziertes
Angiotensin Il die Lipolyse und die Durchblutung im Fettgewebe vermindert.
AuBerdem sollte geprift werden, ob Angiotensin Il Durchblutung und

Stoffwechsel im Skelettmuskel beeinflu 3t.

Intra-vaskular appliziertes Angiotensin Il wirkt vasokonstriktorisch (13). In der
vorliegenden Arbeit flhrte die lokale Perfusion des Fettgewebes mit
Angiotensin Il zumindest bei den Frauen zu einer schwachen
Vasokonstriktion und einer leicht verminderten Glucoseversorgung. Im
Fettgewebe der Manner wurden Durchblutung und Lipolyse hingegen nicht
durch Angiotensin Il beeinfluBt. Im Skelettmuskel inhibierte Angiotensin Il die
Lipolyse. Auf die Durchblutung und nutritive Versorgung des Skelettmuskels
hatte Angiotensin Il keinen EinfluB3.

Die fehlende Wirkung von Angiotensin |l auf die Lipolyse im Fettgewebe ist
tbereinstimmend mit Studien an Nagern, in denen weder in-vitro noch in-vivo
ein akuter Effekt auf die Lipolyse nachgewiesen wurde (41,42,43). Bei
jungen, gesunden Mannern fahrte sowohl die Infusion mit Angiotensin Il als
auch die Blockade des Renin-Angiotensin-Systems ebenfalls zu keinen
Anderungen in der systemischen Lipolyse (107). Nach 7 und 12 Tagen

stimulierte Angiotensin Il dagegen in-vivo Uber die Freisetzung von
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Noradrenalin die Lipolyse im Fettgewebe von Ratten (40). Interessanterweise
reduzierte die Behandlung mit dem ACE-Hemmer Enalapril die
Fettsaurefreisetzung aus dem Fetigewebe bei insulin-resistenten
Hypertonikern (108). Es ware daher moglich, daB Angiotensin Il die
lipolytische Aktivitdt im Fettgewebe eher langfristig, beispielsweise in
pathophysiologischen Zustéanden wie einer Adipositas oder Hypertonie, direkt
beeinfluBt. Angiotensin Il stimulierte in-vitro die Lipogenese bei humanen
Adipocyten und Praadipocyten von Nagern (44). Eventuell beeinfluBt
Angiotensin Il auch in-vivo die Lipogenese im humanen Fettgewebe.

Im Gegensatz zum Fettgewebe verminderte sich im Skelettmuskel der
untersuchten Manner die Glycerol-Konzentration wahrend der Perfusion mit
steigenden Angiotensin |I-Dosen, was auf einen direkten anti-lipolytischen
Effekt von Angiotensin Il im Muskel hinweist. Md&glicherweise férdert
Angiotensin Il die Ausbildung intra-muskularer Lipidspeicher, die zur
Entwicklung der Insulinresistenz bei Adipdsen beitragen kénnten (9). Es ist
bekannt, daB Angiotensin Il die intrazellulire Ca®**-Konzentration in
vaskularen glatten Muskelzellen erhéht (47). AuBerdem konnte gezeigt
werden, daB die Lipolyse (iber einen Anstieg der intrazellularen Ca®*-
Konzentration inhibiert wird (47). Daher vermindert Angiotensin |l
moglicherweise auf diesem Weg die lipolytische Aktivitat im Skelettmuskel.

Angiotensin |l fuhrte auBerdem zu einer deutlichen Verminderung der
Pyruvat-Lactat-Ratio bei unveranderter Lactat-Konzentration, was in glucose-
metabolisierenden Geweben auf eine lokale hypoglycamische Situation
hinweist (109). Angiotensin Il inhibiert mdéglicherweise den transkapillaren
Glucose-Transport im Skelettmuskel. Gestitzt wird diese Vermutung
dadurch, daB ACE-Hemmer den transkapillaren Glucose-Transport erhéhen
(110). Der ATi-Antagonist Valsartan verbesserte die Insulinresistenz und
Glucoseaufnahme im Skelettmuskel diabetischer Mause Uber eine
Stimulation der Insulinkaskade und der Zahl der GLUT4-Rezeptoren (48).

Sexualhormone beeinflussen das Renin-Angiotensin-System in ver-
schiedenen Geweben, wodurch die geschlechtsabhangige Inzidenz der
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Hypertonie erklart werden kann (60). Daher kdnnte Angiotensin Il auch die
lokale Durchblutung im Fettgewebe geschlechtsabhédngig regulieren.
Tatsachlich verminderte Angiotensin |l im Fettgewebe der Frauen die
Durchblutung, bei den Mannern hingegen nicht. Die basale Durchblutung bei
den in dieser Teilstudie untersuchten weiblichen Probanden war jedoch
hdher als bei der mannlichen Gruppe. Dies wurde bereits in einer anderen
Mikrodialysestudie gezeigt (98). Ist die basale Durchblutung auf niedrigem
Niveau, scheinen als potente Vasokonstrikioren bekannte Substanzen, wie
Adrenalin, Phenylnephrin oder wie in dieser Arbeit gezeigt Angiotensin Il, die
Durchblutung nicht weiter vermindern zu kénnen (65,99). Im Gegensatz dazu
zeigten sich in der basalen Durchblutung bei den Probanden der ersten
Teilstudie keine geschlechtsspezifischen Unterschiede. Auf diesen Aspekt

wird in der Diskussion der dritten Teilstudie genauer eingegangen.



68

4.3 EinfluB der Hautfaltendicke

In dieser Teilstudie wurde die Hypothese untersucht, ob sich die relative
Durchblutung im Fettgewebe bereits bei Normalgewichtigen mit
zunehmender Hautfaltendicke vermindert und folglich lipolytische Aktivitat
und Glucoseversorgung des Fettgewebes negativ beeinfluBt werden.

Die Ethanol Ratio zeigte einen positiven, die Harnstoff-Dialysat-
Konzentration einen negativen linearen Zusammenhang mit der
Hautfaltendicke in beiden Geschlechtern. Die Durchblutung des Fettgewebes
nahm demzufolge linear mit steigender Hautfaltendicke ab. Die Durchblutung
im Fettgewebe von Adipdésen ist im Vergleich zu Schlanken deutlich
vermindert (54,56,57,111). Die vorliegende Arbeit zeigt, daB bereits bei
Normalgewichtigen ein Anstieg des Fettgewebsschicht mit Anderungen in
der Gewebeperfusion verbunden ist. Dieser Zusammenhang kénnte auf eine
veranderte zellulare Zusammensetzung des Fettgewebes im Zuge seiner
Expansion zurlckzufihren sein. Ein schwacher bis moderater Anstieg des
Korperfettgehaltes ist mit einer Hypertrophie der Adipocyten assoziiert,
wahrend die absolute Zahl an Adipocyten unverandert bleibt (52). Das
hypertrophe Wachstum des Fettgewebe wird vermutlich nicht von einer
hinreichenden Vaskularisierung des Gewebes begleitet und daher mit
MikrogefaBen unterversorgt.

Im Tiermodell korrelierte die AdipocytengréBe umgekehrt mit der
Durchblutung des Fettgewebes, wenn sie auf den Fettgehalt oder das
Feuchtgewicht des Gewebes bezogen wird (7). Die Veradnderungen in der
Durchblutung, die mittels Mikrodialysetechnik bestimmt werden, beziehen
sich auf eine Einheit Fettgewebe. Daraus folgt, daB sich die Durchblutung mit
ansteigender AdipocytengréBe vermindern muB. Die proportional zur
Hautfaltendicke verminderte Durchblutung des Gewebes spiegelt somit
wahrscheinlich einen Anstieg der AdipocytengréBe mit zunehmender
Hautfaltendicke wider. Wird der erhdhte Fettgehalt der hypertrophierenden
Adipocyten berlcksichtigt, bleibt die Durchblutung je Adipocyte konstant (7).
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Die Bestimmung der Hautfaltendicke mittels Calipertechnik bezieht sich auf
den Durchmesser der Adipocyten. Da das Gewicht des Fettgewebes eine
kubische Funktion des Adipocytendurchmessers darstellt, ist eher ein
exponentieller Zusammenhang zwischen Hautfaltendicke und Durchblutung
anstatt einer linearen Korrelation zu erwarten. Die Hautfaltendicke mit Hilfe
der Calipertechnik bei Adipédsen zu bestimmen, wird jedoch als zu ungenau
eingestuft (112). Daher konnten Basaldaten von ebenfalls mit der
Mikrodialysetechnik untersuchten Adipdsen nicht in die hier dargelegten
Korrelationen einbezogen werden. Allerdings scheint der lineare
Zusammenhang zwischen Durchblutung und Hautfaltendicke nur bis zu einer
Hautfaltendicke von ca. 50 bis 60 mm zu gelten. Die Hautfaltendicke der
Adipdsen konnte mit Sicherheit héher als 60 mm (obere Bestimmungsgrenze
des fir diese Studien verwendeten Calipers) abgeschatzt werden.
Tatsachlich folgten Durchblutung, nutritive Versorgung des Gewebes,
Lipolyse wie auch Glycolyse nicht mehr einem linearen, sondern
exponentiellen Zusammenhang mit der abgeschatzten Hautfaltendicke.

Eine verminderte Gewebeperfusion sollte mit einer verminderten Versorgung
des Gewebes an Substraten assoziiert sein. Die Glucosekonzentration im
Dialysat nimmt nicht nur linear mit zunehmender Hautfaltendicke sondern
auch mit ansteigender Ethanol-Ratio, d.h. mit verminderter Gewebe-

perfusion, ab.

Die Glycerolkonzentration im Dialysat sank ebenfalls linear mit ansteigender
Hautfaltendicke, d.h. die lipolytische Aktivitat der Adipocyten vermindert sich
mit einer reduzierten Durchblutung. Dies kdnnte einerseits darauf
zurlckzufuhren  sein, daB die verminderte Durchblutung eine
Produktakkumulation (Fettsauren, Glycerol) induziert, welche wiederum die
Lipolyse inhibiert. Andererseits wird die Lipolyse, wenn sie mittels
Mikrodialysetechnik bestimmt wird, auf eine Einheit Fettgewebe bezogen. Bei
einer Hypertrophie der Adipocyten mit zunehmender Hautfaltendicke
vermindert sich damit die Zahl der Adipocyten um die Mikrodialysesonde.
Aus in-vitro Studien ist bekannt, daB sich die lipolytische Aktivitdt von
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Adipocyten mit zunehmender ZellgréBe verringert, wenn die Lipolyse auf die
Zelloberflache bezogen wird (90). Daher kénnten die Anderungen in der
Lipolyse, die in dieser Studie mit Hilfe der Mikrodialyse beobachtet worden
sind, vergleichbar sein mit den in-vitro Versuchen, bei denen ebenfalls die

Zelloberflache als BezugsgrdBe festgelegt wurde.

Zwischen Hautfaltendicke und Durchblutung sowie nutritiver Versorgung des
Fettgewebes wahrend der Perfusion mit 1,0 pM Isoproterenol bestand
zumindest bei den Frauen ein linearer Zusammenhang. Zwischen
Hautfaltendicke und isoproterenol-stimulierter Lipolyse konnte jedoch keine
signifikante lineare Korrelation beobachtet werden. Die lokale Konzentration
von Stoffwechselmetaboliten ist einerseits von der Produktion durch die
Adipocyten und andererseits vom Abtransport Uber die Zirkulation abhangig.
Daher kann nicht zwischen dem ProzeB3 der isoproterenol-induzierten
Glycerolfreisetzung der Adipocyten einerseits und dem ProzeB des erhéhten
Abtransportes wahrend der Perfusion mit dem Vasodilatator Isoproterenol
unterschieden werden. Ein mdglicher linearer Zusammenhang zwischen

Hautfaltendicke und stimulierter Lipolyse kénnte dadurch maskiert sein.

Geschlechtsspezifische Unterschiede hinsichtlich basaler Durchblutung im
subkutanen Fettgewebe werden in der Literatur kontrovers diskutiert. Zum
einen wurde eine héhere Durchblutung im Fettgewebe von Mannern im
Vergleich zu Frauen beobachtet, wahrend in einer anderen Studie keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Durchblutung des Fettgewebes
gefunden wurden (98,113,114). Die Ergebnisse dieser Teilstudie zeigen, dai3
die Durchblutung unabhangig vom Geschlecht mit zunehmender
Hautfaltendicke abnimmt. Diese Beobachtung macht deutlich, daB die basale
Durchblutung eher von der Dicke der Hautfalte als vom Geschlecht abhéngig
ist. Die Hautfaltendicken der untersuchten Probanden sollten daher in
Zukunft in Studien mit der Mikrodialysetechnik unbedingt berlcksichtigt

werden.
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4.4 Diskussion der Methoden

Die Studien der vorliegenden Arbeit wurden mittels Mikrodialysetechnik
durchgefihrt. Der wesentliche Vorteil dieser Technik besteht darin, daB
verschiedene Regulationsebenen, inklusive der EinfluB der Hamodynamik,
simultan untersucht werden kénnen. Zudem kann eine hohe lokale Dosis
eines Wirkstoffes im Gewebe erzielt werden, ohne systemische Wirkungen

auszuldsen.

Odeme oder Blutungen treten nach Implantation der Sonden im Fettgewebe
nicht auf (61). Anhand freigesetzten ATPs war 15 min nach
Sondenimplantation  kein  Mikrotrauma  nachzuweisen (115). Die
Konzentration an Adenosin, freigesetzt von beschadigten Zellen, ist in
unmittelbarer Umgebung der Sonde gering (116). Aus verletzten Zellen
freigesetzte Marker-Metaboliten kénnten jedoch Anderungen in der
Stoffwechselaktivitdt vortduschen, die tatsachlich nicht vorhanden sind.
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit stets eine 30minitige
Aquilibrationsphase eingeplant. Nach diesem Zeitraum lagen keine
signifikanten Anderungen der Marker-Metaboliten-Konzentration im Vergleich
zu spateren Zeitpunkten vor. Die Ethanol Ratio blieb ebenfalls stabil.

Relative Anderungen in der Durchblutung wurden mittels Ethanol-Dilutions-
Technik abgeschatzt. Die Technik wurde am Skelettmuskel etabliert, mittels
133%e-Clearance Technik validiert und fiir das Fettgewebe weiterentwickelt
(74,76,97,117). Ethanol wird aufgrund der fehlenden Alkoholdehydrogenase
nicht vom Fettgewebe metabolisiert (118). Systemisch appliziert wirkt
Ethanol vasokonstriktorisch (119). Fir den Bereich von 50 bis 1000 mM
bzw. von 5 bis 1100 mM liegen keine metabolischen oder hAmodynamischen
Effekte in Fettgewebe oder Skelettmuskel vor (74,81). Die Harnstoff-Dialysat-
Konzentration gilt als eine unabhéngige Alternative, relative Anderungen der
Durchblutung im Fettgewebe abzuschatzen (75). Vorausgesetzt wird, daB
Harnstoff im Fettgewebe nicht produziert wird oder wenn doch, in einer
konstanten Zeitrate (92,120). Ein Anstieg in der Durchblutung fihrt zu einem
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erhdhten Abtransport von Harnstoff aus dem Fettgewebe. Die Ethanol Ratio
im Fettgewebe korrelierte negativ linear mit der Harnstoffkonzentration im
Dialysat, was zeigt, daB die Ethanol-Dilutions-Technik geeignet ist, relative
Durchblutungsénderungen im Fettgewebe abzuschétzen. Anderungen in der
Durchblutung des Fettgewebes, z.B. hervorgerufen durch vasoaktive
Pharmaka, sind mit Anderungen in der nutritiven Versorgung des Gewebes
assoziiert (99). Die Ethanol Ratio korrelierte ebenfalls signifikant negativ
linear mit der Glucosekonzentration im Dialysat. Die nutritive Versorgung des
Fettgewebes ist demnach auch unter Basal-Bedingungen stark von der Hohe
der Durchblutung abhangig.

Vasodilatatorische Effekte im Fettgewebe lassen sich sowohl mittels '**Xe-
Washout-Methode als auch mittels Ethanol-Dilutions-Technik nachweisen
(75,76,77). Die Ethanol-Dilutions-Technik ist mdglicherweise aber im
Vergleich zur '**Xe-Washout-Methode nicht sensitiv oder ausreichend
schnell genug, um vasokonstriktorische Wirkungen zu bestimmen (75).
Andererseits  eignet sich die  '®Xe-Washout-Methode  weniger,
Durchblutungsédnderungen in  unmittelbarer Umgebung der Sonde
abzuschatzen (8). Es gilt allgemein, daB mittels Ethanol-Dilutions-Technik
nur Durchblutungsénderungen > 50% erfaBBt werden kénnen (74). Eventuell
lag ein schwacher vasokonstriktorischer Effekt von Angiotensin Il in den
Geweben vor, der mit der Ethanol-Dilutions-Technik jedoch nicht
nachweisbar war. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit wirkte Angiotensin Il
in einer zwischenzeitlich publizierten Mikrodialysestudie im Fettgewebe von
normalgewichtigen Mannern schwach vasokonstriktorisch (47). Es wurde
ebenfalls die Ethanol-Dilutions-Technik angewendet. Wurden Anderungen
der Ethanol Ratio wie in der vorliegenden Arbeit auf die basale Ausgangs-
Ethanol Ratio bezogen, hatte Angiotensin Il jedoch auch in dieser Studie
keinen hamodynamischen EinfluB im Fettgewebe. Im Vergleich zu
Kontrolllaufen zeigte Angiotensin Il einen schwachen Anstieg der Ethanol
Ratio um ca. 10% und weniger.

Die Dicke des Fettgewebes wurde mittels Calipertechnik an der
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Implantationsstelle  vermessen.  Die  Variabilitdt  hinsichtlich  der
Hautfaltendicken der Probanden ist hauptséchlich auf Unterschiede in der
Dicke des subkutanen Fettgewebes zurtckzuflhren (59). Fir die Anwendung
an adipésen Probanden werden in der Literatur zahlreiche Nachteile der
Caliper-Technik aufgefiihrt, z.B. ein nicht ausreichend groBer Offnungswinkel
der MeBschenkel oder die Schwierigkeit bei Adipésen, zwischen Fettgewebe
und Skelettmuskulatur zu unterscheiden (112). Die Ultraschalltechnik wird
daher als die exaktere Methode eingestuft (112). Im Gegensatz dazu hat sich
die Anwendung der Caliper-Technik bei Schlanken als ebenso geeignet

erwiesen wie die Ultraschalltechnik (121).

Die Charakterisierung der Funktion postganglionarer adrenerger Neurone
erfolgte durch lokale Tyramin-Applikation in aufsteigenden Konzentrationen
mittels Mikrodialyse-Sonde. Die Perfusion mit der hdchsten Tyramin-
Konzentration fihrte zu einem deutlichen anti-lipolytischen Effekt, der auch
an isolierten Adipocyten gezeigt werden konnte. Dieser Effekt ist
moglicherweise auf eine Kontamination des Tyramins mit Dopamin
zurickzufihren (71). Daher sollte Tyramin zur Untersuchung der
Noradrenalin-Freisetzung nur bis zu einer Konzentration von 3,5 mM
eingesetzt werden. Die Tyramin-Praparationen sollten auBerdem auf ihren

Dopamin-Gehalt geprift werden.
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5 SchluBfolgerungen und Ausblick

Die vorliegende Arbeit zeigt, daB die lokale neuronale Noradrenalin-
Freisetzung eine wichtige Rolle in der Regulation der Lipolyse des humanen,
abdominalen Fettgewebes spielt (Abb. 27). Geschlechtsspezifische
Differenzen in der Noradrenalinfreisetzung, wie sie anhand kardialer
Unterschiede wahrend systemischer Noradrenalin-Transporter-Hemmung
gefunden wurden, lagen nicht vor (106). In einer weiterfihrenden Studie soll
mit diesem Ansatz geprift werden, ob eine simulierte Mikrogravitation
Auswirkungen auf die Funktion adrenerger Neurone in Fettgewebe und
Skelettmuskel zeigt. AuBerdem soll untersucht werden, ob eine Aktivierung
des sympathischen Nervensystems bei Hypertonikern mit peripheren

Anderungen der Noradrenalinfreisetzung assoziiert ist (122).

Dopamin ?
o,-AR

Noradrenalin
—_

SNET

B1,2,3'AR

A
Durchblutung
Angiotensin Il

Hypertrophie

Abb. 27: Regulation der Lipolyse im humanen Fettgewebe. o.-AR: a,-Adrenozeptor,
Bi23: Pi12s-Adrenozeptoren, Gi: inhibierendes G-Protein, Gs: stimulierendes G-
Protein, cAMP: 3",5"-cyclo Adenosinmonophosphat, cGMP: 3",5"-cyclo Guanosin-
monophosphat, PDE-3B: Phosphodiesterase 3B, PKA: Proteinkinase A, PKG:
Proteinkinase G, FFS: freie Fettsduren, HSL: Hormonsensitive Lipase, TG:
Triacylglyceride. NET: Noradrenalin-Transporter. Modifiziert nach Stich/Berlan 2004.
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Die akute Applikation von Angiotensin Il im subkutanen Fettgewebe hatte nur
bei den Frauen einen schwachen indirekten Effekt auf die Lipolyse.
Langzeitstudien, bei denen die Mikrodialysesonde mehrere Tage im
Fettgewebe verbleibt, kdbnnen zeigen, welchen EinfluB eine langerfristige
Applikation auf den lokalen Stoffwechsel ausibt. Dabei sind
Wechselwirkungen mit pharmakologischen Interventionen wie einer j-
Adrenozeptor- oder ATi-Rezeptor-Blockade und Vergleiche zwischen

Normo- und Hypertonikern von Bedeutung.

Dopamin wirkte zumindest in pharmakologischen Dosen auf die Lipolyse im
Fettgewebe. Weiterflhrende Studien mit physiologischen Dopamin-
Konzentrationen werden demnéchst starten, in denen untersucht wird, ob
Dopamin tatsachlich eine regulatorische Funktion auf die Lipolyse im
Fettgewebe hat. Beim Menschen beeinfluBte eine Infusion mit niedrigen
Dopamin-Dosen  zumindest die systemische Lipolyse und den
Energiestoffwechsel (123). Western-Blot-Untersuchungen sollen Kenntnisse
zur Verteilung der Dopamin-Rezeptoren im humanen Fettgewebe bringen.
AuBerdem wird derzeit eine Studie initiiert, in der der lokale Fettstoffwechsel
von Patienten mit idiopathischen Parkinson-Syndrom untersucht wird.
Patienten mit Levodopa-Medikation zeigen z.T. hohe Schwankungen in der
peripheren Plasma-Konzentration an L-Dopa, der Vorstufe des Dopamins
(124). Die Studie soll mégliche Zusammenhénge zwischen der Wirkung von
Dopamin im Fettgewebe und der typischen Kérpergewichtsabnahme dieser

Patienten aufzeigen (125).

Die Durchblutung und die Lipolyse verminderte sich bereits bei
Normalgewichtigen mit zunehmender Fettgewebsdicke, wie bisher nur an
Adipésen gezeigt werden konnte (54,56,57,111). In Zukunft sollte in
Mikrodialysestudien die Hautfaltendicken der untersuchten Probanden
bertcksichtigt werden. Die Zellularitédt des dialysierten Gewebes konnte in
der vorliegenden Arbeit nicht bestimmt werden. Eine
Koérpergewichtsreduktion geht mit einer verringerten AdipocytengréBe bei

konstanter Zellzahl einher (126). Studien, die Probanden jeweils vor und
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nach einer Gewichtsreduktion untersuchen, kénnten die Ergebnisse dieser
Arbeit bekraftigen. Zudem sollte geprift werden, ob der lineare
Zusammenhang zwischen Hautfaltendicke und Durchblutung auch im
femoralen Fettgewebe vorliegt. Anders als im abdominalen Fettgewebe ist
die Durchblutung im femoralen subkutanen Fettgewebe zumindest bei

adipésen Kindern nicht vermindert (127).
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