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1. Zusammenfassung

Hintergrund und Ziel: Mit der steigenden Adipositaspravalenz ergibt sich, neben der Haufung

damit assoziierter Erkrankungen, auch eine relative Zunahme ubergewichtiger Frauen im
reproduktionsfahigen Alter. Wahrend muditterliche Adipositas ein nachgewiesener Risikofaktor
fur frihkindliches Ubergewicht ist, sind die zugrundeliegenden pathophysiologischen und
molekularbiologischen Mechanismen der perinatalen Programmierung des Fettgewebes
weitestgehend unbekannt und waren daher primares Ziel der vorliegenden Arbeit.

Methodik: Um dieses Forschungsziel zu adressieren, wurde das murine Modell der
Hochfettdiat- (HFD-) induzierten mditterlichen Adipositas genutzt und das Fettgewebe
weiblicher Nachkommen an den postnatalen Tagen 21 (P21; frihe Phase) und P70 (spate
Phase) untersucht. Hierzu wurden MRT-Ganzkorperanalysen, histomorphometrische
Untersuchungen des perigonadalen Fettgewebes (pgWAT) und der Fettgewebshomdostase
anhand von Proteinsynthese- und Genexpressionsmustern durchgefiihrt. Erganzend wurden
an P120 Langzeitfolgen hinsichtlich des Korperfettanteils mittels MRT analysiert und eine
morphometrische Charakterisierung der Adipozyten vorgenommen.

Ergebnisse: In der frilhen Phase prasentiert sich eine vorwiegend viszeral adipose
Korperkomposition mit Adipozytenhypertrophie der weiblichen HFD-Gruppe. Diese
Veranderungen sind assoziiert mit einer vermehrten 116-mRNA-Expression, einer Aktivierung
der inflammatorischen p38-Signalkaskade sowie einer verminderten Ppary-mRNA-
Konzentration, indikativ fir eine gestbrte Adipozytendifferenzierung. Diese molekularen
Mechanismen an P21 korrelieren mit einer gesteigerten AMPKa-Aktivitat sowie einer erhhten
Adiponektin (Adipoq)-Synthese. Die spéate Phase ist gekennzeichnet durch eine Reversibilitat
der Adipozytenhypertrophie und inflammatorischer Prozesse. Begleitend kann eine
Fettzellmodulation anhand verénderter Proliferationsmarker (Cdknlb, Cdkn2a, Sirtl) und
Transkriptionsfaktoren (Ctnnbl, KIf4) detektiert werden. Au3erdem sind zentrale Regulatoren
der Lipolyse in der Expression vermindert (Mgll- und Fabp4). Als Langzeitfolge der perinatalen
Programmierung zeigt sich eine adiptse Koérperstruktur an P120, sodass zusammenfassend
mutterliche Adipositas einen persistierenden adipésen Phanotyp induziert. Die Reversibilitat
einer frhen inflammatorischen Adipozytenhypertrophie weist auf eine geringgradig pathogene

Adipositasform in weiblichen Nachkommen nach miitterlicher Adipositas hin.
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2. Einleitung

Bildung, Bewegung und ausgewogene Ernahrung stellen Grundpfeiler fir einen gesunden
Lebensstil dar . Nichtsdestotrotz pragt Adipositas unser gegenwartiges Gesellschaftsbild und
hat sich zu einer globalen Herausforderung entwickelt 2. Nicht nur Erwachsene, sondern auch
Kinder sind zunehmend von der steigenden Adipositaspravalenz betroffen 4. Die Fahigkeit
zur exzessiven Anlage von Fettgewebe ist evolutionsbiologisch verankert und diente dem
Organismus einst als Energiereserve in Hungerphasen. Was im Zeitalter der Jager und
Sammler eine Uberlebensstrategie darstellte, prasentiert sich in unserer modernen
Gesellschaft als Zivilisationskrankheit, die zunehmend an gesundheitspolitischer Brisanz

gewinnt 56,

2.1 Physiologie des Fettgewebes

Trotz essenzieller Funktionen des Fettgewebes 7 ist eine UbermaRige Fettmasse mit
zahlreichen Erkrankungen assoziiert 8. Zum besseren Verstandnis dieses Zusammenhangs

sind Grundkenntnisse der Fettgewebsphysiologie erforderlich.

2.1.1 Histologie

Fettgewebe ist ein spezialisiertes Binde-
gewebe und lasst sich anhand histologischer
und funktioneller Merkmale in verschiedene
Fettgewebssubtypen einteilen: Weil3es Fett-

gewebe und braunes Fettgewebe ’.

Betrachtet man die Abbildungen 1 und 2 °,

Abb.1 WeilRRes (univakuolares) Fettgewebe
(). Perigonadales Fett, Maus; H.E.-Farbung.

lasst sich die zusatzliche Differenzierung in

uni- bzw. plurivakuoldres Fett herleiten. Vergr. 20-fach. Eigenes Préaparat.

Wahrend der Adipozyt des weilRen R e
Fettgewebes im histologischen G . K . 2" ‘
Routinepréparat eine grofRe Vakuole mit ' . \ e A &
randstandigem Nukleus und einen ) '
durchschnittlichen Durchmesser von 100 pm 7 et s 4
aufweist (= univakuolar), sind Zellen des B il 2 ’Q

Abb.2 Braunes (plurivakuolares) Fett-

braunen Fettgewebes kleiner und enthalten gewebe (2), Hibemom, Mensch: H.E.-

mehrere Fetteinschliisse, weshalb sie auch Farbung. Vergr. 200-fach. — Park, J.H. (2015)
. . . ; published under the Creative Commons

als plurivakuolares Fett bezeichnet werden . Attribution License, which permits unrestricted

Letzteres ist vor allem bei Sauglingen zu  Use distribution, and reproduction.
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finden und ist reich an Mitochondrien. Grund dafir ist, dass braunes Fett den Warmehaushalt
mitreguliert. Dabei wird die Thermogenese durch Entkopplung der Atmungskette mithilfe des
Transmembranproteins Uncoupling Protein 1 (UCP1) in den Mitochondrien bewerkstelligt 7.
Neben regularen Adipozyten lassen sich zahlreiche weitere Zellarten im Fettgewebe
nachweisen, die als stromal-vaskulare Fraktion (SVF) zusammengefasst werden 1. Darunter
fallen u. a. Endothelzellen, Fibroblasten und Immunzellen. Ein weiterer Zelltyp stellt der
sogenannte Praadipozyt als Vorlaufer der Adipozyten dar. Da reife Adipozyten nicht zur
Zellteilung fahig sind, wird der Fettzellbestand Uber Proliferation und Differenzierung von
Praadipozyten aufrechterhalten 712, Dieser Reifungsprozess, angefangen bei der
multipotenten Stammzelle bis hin zum adulten Adipozyten (= Adipogenese, Abb.3, 1314),
unterliegt einem komplexen Regelsystem. Dabei gehen braune und weiRe Adipozyten am
ehesten aus einer gemeinsamen Stammzelle hervor 7. Da in der vorliegenden
Promotionsarbeit ein besonderer Fokus auf dem wei3en Fettgewebe liegt, wird nachfolgend
auf physiologische Aspekte des weil3en Adipozyten eingegangen.

2.1.2 Regulation und Differenzierung der Adipozyten

2.1.2.1 Adipogenese

Ursprung der Adipogenese ist die mesenchymale Stammzelle, die jeglichen Bindegewebstyp
formen kann. Dazu gehdren neben Muskelzellen, Knochen- und Knorpelgewebe auch die
Adipozyten *°. Der histologische Nachweis von Adipozyten gelingt ab der 14. bis 16.
Schwangerschaftswoche, zuvor ist keine eindeutige Abgrenzung zu anderen
Bindegewebszellen moglich. Die Formierung der Lappchenstruktur verlauft kongruent mit der
Kapillareinsprossung in die Fettlobuli, sodass von einer engen Verknipfung zwischen
Angiogenese und Adipogenese ausgegangen werden kann °. In der Tat befinden sich die
Fettzellvorlauferstufen hauptséachlich perivaskular *©. Bevor der Adipoblast vollstandig
ausgereift ist, durchlauft er ein Zwischenstadium und wird dann als ,Praadipozyt“ bezeichnet
7. Die Vorlauferzellen machen ca. 15-50 % des Fettgewebes aus und gehéren damit zum
groRten Pool an Progenitorzellen im menschlichen Korper 3. Interessanterweise ahnelt das
morphologische, funktionelle und sekretorische Profil der Praadipozyten vielmehr dem von
Makrophagen als reifen Adipozyten. Sie sezernieren bspw. Tumornekrosefaktor-a (TNF-q,
s.u.) sowie Neuropeptide ! und haben so, ahnlich den Makrophagen, immun- und
entziindungsmodulierende Eigenschaften. Bei bestimmten Stimuli ist sogar die
Praadipozytenkonversion zu Makrophagen beschrieben worden . Demnach ist es plausibel,
dass dieser Zelltyp fur den Adipositas getriggerten chronischen Entziindungsstatus (s.u.)

mitverantwortlich ist 3. Praadipozyten sind gekennzeichnet durch die Expression des léslichen
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Proteins PREF-1 (preadipocyte factor-1), die im weiteren Differenzierungsprozess zuriickgeht
15 Dieser Prozess wird reguliert Gber diverse Adipogene, d.h. Adipogenese férdernder
Substanzen, wie z. B. Insulin, Insulin-like growth factor-1 (IGF-1), Glukokortikoide und
Trijodthyronin, sowie ihren Gegenspielern. Zu den anti-adipogene Stoffen zahlen mitunter
TNF-a, das Wachstumshormon (growth hormone, GH) und der Transforming growth factor
beta (TGF-B) 5. Mithilfe der Transkriptionsfaktoren PPARYy (peroxisomal proliferator-activated
receptor gamma) und der C/EBP-Familie (CCAAT/enhancer-binding protein) wird der
Differenzierungsvorgang zum Adipozyten initiiert und mittels positiver Rickkopplungsschleife
aufrechterhalten (siehe Abb.3A). Einen alternativen Aktivierungsmechanismus stellt der
Transkriptionsfaktor ADD1/SREBP1c (adipocyte determination- and differentiation-dependent
factor 1/sterol regulatory element-binding transcription factor 1c) dar, welcher zur Induktion der
PPARYy-Genexpression fihrt 1°.

Mesenchymale
Progenitorzelle

Adipogene Stimuli

(2.B. IGF-1,
Makrophag_e Glukokortikoide etc.)
. — - Praadipozyt ~ 7

Replikation

C/EBP

¥
-
Differenzierung
- c%)
- Expression von
-

SREBP1c

Apoptose Seneszenz
pop / Downstream-Genen
. - Stoffwechselaktivitat
- LipohegEs Insulinsensitivitat

Reifer Adipozyt
Abb.3 Adipogenese:

Praadipozyten sind mesenchymalen Ursprungs und koénnen sich sowohl zu Adipozyten als auch
Makrophagen differenzieren. Uber Ausdifferenzierung bzw. Zelltod (Apoptose) oder Zellzyklusarrest
(Seneszenz) wird der Zellumsatz der Praadipozyten reguliert.
(Kreis A) Schemadarstellung des Differenzierungsprozesses mit den beteiligten zentralen
Transkriptionsfaktoren und Auswirkung auf den Adipozyten.

— modifiziert nach Tchkonia, T. (2013)

Adapted/translated from The Lancet, 17, Tamara Tchkonia, Thomas Thomou, Yi Zhu, lordanes
Karagiannides, Charalabos Pothoulakis, Michael D. Jensen, James L. Kirkland, Mechanisms and Metabolic
Implications of Regional Differences among Fat Depots, 644-656, Copyright © 2013, with permission from
Elsevier.
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Die Differenzierungsfahigkeit ist im Alter ricklaufig, was vermutlich auf die verminderte
Expression der beiden Transkriptionsfaktoren PPARy und C/EBPa zurlickzufiihren ist 292,
Weitere Studien konnten auRerdem eine Uberexpression von C/EBPB-LIP (C/EBP beta-liver-
enriched inhibitory protein) und CHOP (CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein)
bei Probanden hoheren Alters belegen, welche (Uber Heterodimerbildung
Transkriptionsprozesse behindern und auRerdem infolge von zellularem Stress, metabolischer

Dysfunktion und Entziindung verstarkt exprimiert werden 13,

Die terminale Differenzierung vom Praadipozyten zum reifen Adipozyten geht mit einer
zunehmenden Lipideinlagerung einher. Daher gilt der Nachweis von einer Lipogenese (s.u.)
assoziierten Genaktivitat als friher molekularer Marker des reifen Adipozyten. Dazu gehdren
bspw. die Fettsduresynthase oder der Glukosetransporter 4 (Glut-4). Im weiteren Verlauf
gelingt dann die Detektion lipolytischer Genexpression, wie z. B. Uber die hormonsensitive
Lipase (HSL) °.

Diese Eigenschaften befahigen den reifen Adipozyten in den Energiehaushalt einzugreifen
und der aktuellen Stoffwechsellage anzugleichen *°. Eine Anpassung an den Metabolismus
lasst sich auch auf zellularer Ebene anhand morphologischer Aspekte beobachten .

2.1.2.2 Zellulare Adaptation

Zellen koénnen auf auBere Reize und Einflisse mit unterschiedlichen Adaptations-
mechanismen reagieren. Bei einem Uberangebot von Glukose und Lipiden gibt es zwei

mogliche Reaktionsarten des Fettgewebes, die Uiberschiissige Energie zu speichern 2

A) Erhdhung der Zellzahl bei gleichem

A: Hyperplasie B: Hypertrophie Zellvolumen = Hyperplasie

B)  ZellvergrofRerung bei konstanter
Zellzahl = Hypertrophie ’.

Entgegen der tber Jahrzehnte

praktizierten Annahme, dass die finale

Anzahl der Adipozyten bereits im

Abb.4 FettgewebsgréRenzunahme durch Kindesalter determiniert ist 2, enthllten
(A) Hyperplasie bzw. (B) Hypertrophie

neuere Studien eine bis ins hohere

~ eigene Darstellung Lebensalter fortwéahrende quantitative

Plastizitit des  Fettgewebes. Die
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adipozytére Hyperplasie als zellularer Mechanismus zur FettgewebsgréRenzunahme scheint
insbesondere bei frihkindlicher Adipositasmanifestation zum Tragen zu kommen, bzw. wird
bei hohergradiger Adipositas beschrieben 12152324 Beachtenswert ist auRerdem, dass das
Volumen eines Adipozyten um den Faktor 1000 variieren kann. Vornehmlich geschieht dies
Uber die vermehrte Einlagerung von Triglyceriden (Triacylglyceriden, TAG) 7 im Sinne einer
zellularen Hypertrophie.

Die TAG-Synthese wird im Folgenden anhand adipozytarer Stoffwechselvorgadnge dargestellt.

2.1.3 Stoffwechsel

Hauptenergielieferant zur Grundversorgung des menschlichen Organismus ist Glukose. Im
Gegensatz dazu stehen Lipide vielmehr als Energiereserve in Zeiten von Mangelzustanden
zur Verfligung und werden deshalb primar in Adipozyten gespeichert 2. Dies gelingt Gber die
Akkumulation von Fettsauren in Form von Triglyceriden.

Die Fettsauresynthese findet im Zytosol nahezu aller Zellen statt und wird durch das
Schrittmacherenzym  Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) geschwindigkeitsbestimmt. Eine
tragende Rolle in der Fettsduresynthese ubernimmt der Multienzymkomplex, genannt
Fettsauresynthase (FAS). Dieser katalysiert die Bildung von Palmitinsaure, die als erste
Fettsaure aus der Biosynthese hervorgeht und nach Modifikation bspw. zum Aufbau der
Membranstruktur oder nach Umwandlung in Triglyceride zur Energiespeicherung verwendet

werden kann 252,

2.1.3.1 Lipogenese

Unter dem Begriff Lipogenese versteht man die Synthese von Triglyceriden, die sich aus drei
Fettsauren und Glycerin zusammensetzen 2°. Ausgangsstoff ist hierbei die aktivierte
Fettsdure-Gruppe ,Acyl-CoA®. Fettsauren lassen sich Uber verschiedene Mechanismen
gewinnen. Zuerst sei die de-novo-Synthese aus anderen Substraten, wie beispielsweise
Aminoséauren und Glukose, in den Adipozyten zu nennen. Gleichzeitig wird infolge der basalen
TAG-Spaltung Acyl-CoA generiert, das grof3tenteils direkt wieder in den Triglyceridaufbau
eingeschleust wird (Reveresterungszyklus) 5. Den groRten Anteil zur Bereitstellung stellt die
Aufnahme von Fettsauren aus der Blutbahn dar. Diese kdnnen entweder aus der Nahrung
stammen und werden dann mittels Chylomikronen entlang des Lymphsystems zu Fett und
Muskulatur transportiert. Alternativ ist die Leber zur endogenen TAG-Synthese in der Lage
und nutzt als Transportform das Lipoprotein VLDL (Very-low-density-Lipoprotein). Am

Zielorgan befindet sich an der luminalen Kapillarendothelseite die Lipoproteinlipase (LPL).
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Sie wird von den Adipozyten gebildet und hydrolysiert die in den Chylomikronen und VLDLsS
verpackten TAGs in ihre Hauptbestandteile, wodurch eine Aufnahme in die Zelle ermdglicht
wird 2526, Damit die 4 Bindungspartner (3 Fettsauren und 1 Glycerin) verknupft werden kénnen,
mussen diese zunachst aktiviert und anschlieRend Uber Zwischenprodukte zusammengebaut
werden .

Verantwortlich fur diesen Prozess ist Insulin, das einzige Hormon mit fettspeichernder
Wirkung. Zunachst aktiviert Insulin die LPL und foérdert die Glukoseaufnahme in die Zellen.
Dadurch werden sowohl Ausgangsstoffe flr die Lipogenese als auch Glukose bereitgestellt,
die zur TAG-Biosynthese unabdingbar sind. AuBerdem werden Insulin direkte antilipolytische
Effekte Gber eine Verminderung des cAMP-Spiegels zugesprochen, wodurch der Abbau von

Triglyceriden im Rahmen der Lipolyse verhindert wird 2526,

Abb.5 Lipogenese:

TAGs werden mittels Lipoproteinen (Chylomikronen und VLDL)
zum Adipozyten transportiert. Die LPL spaltet die TAGs in ihre
Grundbestandteile, sodass sie zur Weiterverarbeitung in den
Adipozyten gelangen.

(FFS - freie Fettsauren)

Triglycerid

\/\/\/\@ Glycerin-3
-Phosphat

— Madifiziert nach Fischer-Posovszky, P., Wabitsch, M.
Entwicklung und Funktion des Fettgewebes.
Monatsschr Kinderheilkd 152, 834—842 (2004).
https://doi.org/10.1007/s00112-004-0992-2

Kapillare

Chylomikronen

[~ Glycerin

2.1.3.2 Lipolyse

Als gegenlaufiger Prozess zur Lipogenese beschreibt die Lipolyse den enzymatischen Abbau
von Triglyceriden zu freien Fettsauren und Glycerin. Bei Glukosemangel ist insbesondere die
Leber auf die Energieversorgung Uber den Fettstoffwechsel angewiesen. Fettsauren dienen
als Brennstoff, da sie im Rahmen der B-Oxidation Energie generieren. Gleichzeitig kann das
freigewordene Glycerin-Molekil in  die Glukoneogenese einflieRen, sodass der
Blutzuckerspiegel angehoben wird %26, Biochemische Grundlage des TAG-Abbaus ist die
enzymatische Spaltung mittels gewebsspezifischer Lipasen. Auch Fettgewebe ist in der Lage,
die in den Adipozyten gespeicherten TAGs in ihre Grundbestandteile zu zerlegen %°. Bei
Energiedefizit wird die sogenannte HSL aktiviert. Sie wird auch Triacylglycerin-Lipase (TAGL)
genannt und katalysiert sowohl die Spaltung von Triacylglycerin zu 1,2-Diacylglycerin, als auch
die anschlielende Reaktion zu 2-Monoacylglycerin. Der letzte Schritt wird Uber die 2-
Monoacylglycerin-Lipase bewerkstelligt, die aus 2-Monoacylglycerin die Endprodukte Glycerin
und die zuletzt gebundene Fettsaure entlasst 2526 Schrittmacherenzym dieser

Reaktionssequenz ist die HSL. Hormone, die den fir die Reaktion ausldsenden
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Energiemangel widerspiegeln, sind z.B. Glukagon und Adrenalin. Uber das ,second
messenger-Prinzip“ kommt es zu einem zellularem cAMP Anstieg, der die Phosphorylierung
und damit Aktivierung der HSL zur Folge hat und die Lipolyse einleitet 2°. Entsprechend der
aktuellen Stoffwechsellage herrscht bei positiver Energiebilanz die Lipogenese vor, bei
Energiedefizit wird die lipolytische Aktivitat angekurbelt 2°.

In dieser Balance des Energiehaushaltes liegt eine der vielen Aufgaben des weil3en

Fettgewebes.

2.1.4 Funktion des Fettgewebes

Entsprechend der histologischen Differenzierung in braunes und weiles Fettgewebe
Ubernehmen diese Subtypen unterschiedliche Aufgaben im menschlichen Kérper. Wie zuvor
erlautert, ist das braune Fettgewebe flr den Warmehaushalt zustandig. Im Gegensatz dazu
kommt den wei3en Adipozyten die zentrale Rolle als Energiespeicher zu. Hauptaufgabe ist die
Umwandlung von mit der Nahrung aufgenommenen freien Fettsduren in weniger reaktive
Triglyceride (s.0.), die in Lipidtropfen abgespeichert werden "*°. Dies dient einerseits dem
Schutz vor Lipotoxizitat 27, andererseits kann so bei Bedarf Energie bereitgestellt werden.
Weiterhin eignet sich weil3es Fettgewebe als Baufett im Sinne einer Polster- und Stitzfunktion,
wie es bspw. in der Orbita vorzufinden ist.

( Mechanik

- Warmeisolation
- Struktur (Baufett)
- Druckpolster

- freie
Fettsdauren

Energiespeicher

Immunsystem

- Komplement
-faktoren

- TNF

- IL-6

Abb.6 Funktionen des weil3en Leptin

Fettgewebes: Adiponectin
Hauptaufgabe ist der Energiespeicher,

der Uber Aufnahme bzw. Abgabe von e

Fettsauren balanciert wird. Neben seiner /

mechanischen Komponente Ubernimmt das [ ST

Fettgewebe als endokrines Organ wichtige

Aufgaben Uber Sekretion verschiedener aktiver
Stoffe.

— eigene Darstellung
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Zusatzlich enthiliten Studien der letzten Jahrzehnte, dass Fettgewebe endokrine
Eigenschaften besitzt. Mithilfe spezifischer Botenstoffe, die vom Fettgewebe sezerniert und
Adipozytokine genannt werden, kénnen metabolische und immunologische Prozesse

moduliert werden 528,

2.1.4.1 Adipozytokine

Zytokine sind definitionsgemar Proteine, die ihre Wirkung gréftenteils parakrin oder autokrin
entfalten, indem sie in die Regulation von Wachstums-, Differenzierungs- und
Zellfunktionsmechanismen eingreifen 26, Einige Zytokine haben systemischen Einfluss,
beispielsweise durch immunmodulatorische und inflammatorische Eigenschaften.
Adipozytokine sind entsprechend diejenigen Zytokine, die ,vom Fett” 2° gebildet werden. Nicht
alle Adipozytokine sind fettgewebsspezifisch und werden auch von anderen Zelltypen
sezerniert. Da mittlerweile zahlreiche Sekretionsprodukte des Fettgewebes bekannt sind,

seien hier als wichtige Vertreter Leptin, Adiponektin, TNF-a und IL-6 aufgefiihrt.

(1) Leptin

Das Peptidhormon Leptin wurde 1994 entdeckt und wird hauptsachlich in Adipozyten gebildet
%031 Es wird vom Ob-Gen (engl. obese gene; obese = adipos) kodiert 3! und galt einst als
Hoffnungstrager in der Adipositastherapie, als seine appetitziigelnde Wirkung entdeckt wurde
32, Hohe Serumleptinspiegel bei erhohter Fettmasse deuteten jedoch daraufhin, dass sich in
der adiponeuronalen Signalverarbeitung vielmehr eine Leptinresistenz und kein Mangel
einstellt und somit eine Substitutionstherapie erfolglos blieb 25, Neben der
gewichtsregulatorischen Aufgabe Ubernimmt Leptin weitere Funktionen Gber Bindung an
seinen OB-Rezeptor. Es bewirkt die Aktivierung von p38- und STAT3-Signalwegen, die
ihrerseits die Ausschittung entztindungsférdernder Mediatoren auslosen (TNF-a und IL-6) 3.
Interessanterweise konnten erhéhte Leptinspiegel im akuten Entziindungszustand anhand
verschiedener Tiermodelle festgestellt werden. Dabei scheint Leptin nicht nur Induktor
inflammatorischer Zytokine zu sein. Akute-Phase-Reaktionen kénnen ebenso die Leptin-
Expression komplementar steigern 3*. Leptin-defiziente Mause weisen einen adipdsen
Phanotyp auf und zeigen ein gehauftes Auftreten diverser immunologisch assoziierter

Erkrankungen, wie z. B. Asthma 1%,

(2) Adiponektin
Wahrend erhdhte Serumleptinspiegel charakteristisch fur Adipositas sind, zeigt Adiponektin

hingegen eine negative Korrelation beztglich der Fettmasse.

Niedrige Adiponektinkonzentrationen werden insbesondere bei viszeraler Fettleibigkeit

gemessen **. Umgekehrt kann eine Adiponektininduktion durch gewichtsreduzierende
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MaRnahmen beobachtet werden 3. Adiponektin scheint folglich eine zentrale Rolle in
Stoffwechselprozessen einzunehmen. Seine Wirkung entfaltet Adiponektin Uber die
Rezeptoren ADIPOR1 und ADIPOR2 3, wodurch verschiedene Signalkaskaden in Gang
gesetzt werden. Einerseits initiiert die Rezeptorbindung eine Aktivierung der AMP-abhangigen
Proteinkinase (Adenosinmonophosphat-abhéangigen Proteinkinase, AMPK) 38, AMPK gilt als
.Energiesensor und reguliert Stoffwechselwege in Abhangigkeit von der aktuellen
Energiereserve. Gemessen wird dies anhand der ATP (Adenosintriphosphat)- bzw. AMP-
Menge. Im aktivierten Zustand wirkt AMPK einem Energiemangel entgegen, indem es den
ATP-Verbrauch durch Hemmung anaboler Stoffwechselwege limitiert %°. Dazu gehort die
Phosphorylierung und damit Inaktivierung der ACC, das Schrittmacherenzym der
Fettsauresynthese (s.0.) 26°°. Ein weiterer wichtiger Effekt des Adiponektin-ADIPOR-
Komplexes stellt die Aktivierung des PPAR dar . Dieser intrazellulare Rezeptor vermittelt als
Transkriptionsfaktor zahlreiche Interaktionen im Glukose- und Lipidstoffwechsel. Er lasst sich
in verschiedene Subtypen klassifizieren und bietet damit ein breites Spektrum an
pharmakologischen Angriffspunkten. Fibrate bspw. aktivieren die PPAR-a Isoform und werden
als Lipidsenker eingesetzt. Glitazone binden an den PPAR-y Rezeptor und haben sich als
potente Insulinsensitizer in der Diabetesbehandlung etabliert “°. Verschiedene Studien weisen
auf eine enge Verknipfung zwischen Adiponektin und der Insulin-Signaltransduktion hin.
Adiponektin-defiziente Mause zeigen beispielweise eine erhdhte Anfalligkeit fur diatetisch-
induzierte Insulinresistenz 41,

Die metabolische Funktion bzw. deren Dysfunktion steht in engem Zusammenhang mit den
immunmodulatorischen Eigenschaften von Adiponektin. Den anti-inflammatorischen
Charakter erhélt das Adipozytokin einerseits durch verminderte Synthese von TNF-a und
Interferon-y (INFy), andererseits Uber die Induktion von entziindungshemmenden Mediatoren
wie IL-10 und Interleukin 1 Rezeptor Antagonist (IL-1RA) #2. Des Weiteren inhibiert Adiponektin
den NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells)-Signalweg und
nimmt somit indirekten Einfluss auf die Immunantwort und Zellorganisation 3. AuRerdem
hemmt Adiponektin essenzielle Schritte in der Pathogenese von Atherosklerose, sodass ihm
anti-atherogene Eigenschaften zugesprochen werden 4445,

Obwohl Adiponektin hauptsachlich von Adipozyten gebildet wird, geht eine UbermaRige
Fettmasse paradoxerweise mit niedrigen Adiponektinspiegeln einher und wirft die Frage auf,
welche Faktoren dafir verantwortlich sind. Einfluss auf die Adiponektin-Serumspiegel nehmen
externe Stimuli, bspw. Diat und korperliche Aktivitat, sowie unbeeinflussbare Faktoren wie
Geschlecht und Alter 6. Zusatzlich kénnen verschiedene pro-inflammatorische Mediatoren die
Adiponektinsynthese hemmen und bieten dadurch einen mdglichen Erklarungsansatz fur
niedrige Adiponektinspiegel bei Adipositas und seinen Folgeerkrankungen. Zu diesen zahlt

TNF-a mit seiner inhibitorischen Wirkung auf die Adiponektinsekretion in Adipozyten #’.
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(3) TNF-a und IL-6

Erhéhte TNF-a-Werte wurden in zahlreichen Studien mit Adipositas und Insulinresistenz in

Verbindung  gebracht  “84°  Hauptproduzent fir die gemessene  TNF-a-
Fettgewebskonzentration scheinen jedoch nicht Adipozyten, sondern ortsansassige
Makrophagen zu sein *®°. TNF-a stimuliert die Produktion von IL-6, dessen Anstieg in
Adipositasmodellen entsprechend festgestellt wurde. Dabei generiert weil3es Fettgewebe ca.
ein Drittel der zirkulierenden IL-6-Serum-Konzentration . Sowohl Makrophagen als auch
Adipozyten sind an der Produktion des Zytokins beteiligt 1!, die einer Fettdepot-abhangigen
Dynamik unterliegt. Viszerales Fettgewebe hat das Potenzial einer deutlich héheren IL-6-
Freisetzung im Vergleich zum subkutanen Fettdepot °! und konnte somit auf einen maoglichen
Zusammenhang zwischen steigendem kardiovaskuldarem Risikoprofil und assoziierter
viszeraler Fettleibigkeit hindeuten.

Die ausgeschitteten Mediatoren scheinen letztlich ein komplexes Zusammenspiel von
Stoffwechselprozessen und dem Immunsystem zu bewirken “°, woraus sich einerseits die
vielseitigen Funktionen des Fettgewebes Uber den Energiespeicher hinaus ergeben.
Andererseits scheint bei GiberméRiger Fettmasse das physiologisch balancierte System aus
dem Gleichgewicht zu geraten. Es zeigen sich Hinweise, dass diese Imbalance in mannlichen

und weiblichen Individuen unterschiedlich ausgepragt ist 523

2.2 Geschlechtsspezifischer Studienansatz — Rolle von Ostrogen

Seit einiger Zeit folgen Behandlungskonzepte dem Prinzip einer evidenzbasierten Medizin. In
Leitlinien werden wissenschaftliche Kenntnisse anhand ihres Evidenzgrades eingestuft und
bieten so Entscheidungshilfen fir Diagnostik und Therapie spezifischer Erkrankungen >4%°,
Zeitgleich rickt die Bedeutung der personalisierten Medizin in den Vordergrund, bei welcher
Therapieregime gemaf individueller Charakteristika etabliert werden *¢. So ergeben sich auch
unterschiedliche Behandlungsansatze in Bezug auf das Geschlecht °"°8, Nichtsdestotrotz sind
weibliche Probanden bzw. Versuchstiere in klinischen und experimentellen Studien nach wie
vor unterreprasentiert °%, Vordergrtindig hierfir ist die zyklusabhangige Ausschittung von
Ostrogen, die eine StorgroRe generiert und variable Messergebnisse hervorrufen kann 6.
Dabei bietet Ostrogen insbesondere hinsichtlich der Adipositasforschung einen interessanten
Ansatz, da Adipozyten das Enzym Aromatase besitzen und dadurch die Umwandlung aus
Androgenvorstufen zu Ostrogen katalysieren 2. Dies spielt bspw. eine tragende Rolle in der
Entwicklung von Typ-1 Endometrium-Karzinomen. Dieser 0strogenabhangige Subtyp
entwickelt sich vorwiegend durch den Einfluss langanhaltend hoher Ostrogenspiegel und kann
somit Folge der erhohten Ostrogenproduktion bei tiberméRiger Fettmasse sein . Allerdings

konnen Ostrogen auch protektive Eigenschaften zugesprochen werden. Insgesamt deutet die
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aktuelle Studienlage daraufhin, dass Populationen weiblichen Geschlechts weniger
metabolische Stérungen nach didtetisch induzierter Adipositas aufweisen als mannliche
Studienobjekte 523, Anhand der Ergebnisse von Jones et. al. lasst sich belegen, dass bei
fehlender Aromatase-Aktivitat sowohl méannliche als auch weibliche Knock-out-M&use eine
erhohte Fettleibigkeit aufweisen . Eine vermehrte Fettgewebsakkumulation lasst sich auch
durch Ausschaltung des Ostrogen-Rezeptors alpha hervorrufen %, anhand dessen sich
ebenfalls eine enge Verknipfung zwischen Sexualhormonen und Lipidmetabolismus
erschlieRt. Weiterhin  besitzt Ostrogen einen modulierenden Effekt auf die
Fettgewebsplastizitat. Primar sei hier die Einteilung in den androiden und gynoiden
Fettverteilungstyp genannt. Der gynoide Typ auBert sich in einem hiftbetonten,
gluteofemoralen Verteilungsmuster. Die haufiger bei M&nnern anzutreffende Stammfettsucht
ist vorwiegend abdominal lokalisiert und von einem erhdéhten Gesundheitsrisiko begleitet (s.u.)
8, Erganzend hierzu zeigen postmenopausale Frauen eine Zunahme des
Adipozytendurchmessers  mit  gesteigerter lipolytischer  Aktivitat % und eine
Fettgewebsumverteilung zugunsten des abdominalen Fettdepots ¢’. Folgen sind erhthte
Spiegel freier Fettsduren und die mit Zunahme des viszeralen Fettgewebes assoziierte
systemische Inflammation, welche fir die Adipositas-induzierten Folgeerscheinungen (s.u.)
mitverantwortlich gemacht werden . Die exakten Mechanismen, die diesen Zusammenhang
erklaren, sind nach wie vor ungeklart. Fakt ist, dass sowohl Frauen als auch Manner von der
steigenden Adipositaspravalenz und den assoziierten Folgeschaden betroffen sind und sich
Adipositas damit insbesondere in den westlichen Industrienationen zu einem zentralen

Gesundheitsproblem entwickelt hat ©°.

2.3 Adipositas — eine Wohlstandskrankheit

Grund fur die zunehmende gesundheitspolitische Bedeutung von Adipositas ist, dass sie
neben Rauchen und Alkoholabusus zu den wichtigsten Ursachen vermeidbarer Erkrankungen
gehort 8. Fettleibigkeit bedingt Stérungen des Stoffwechsels, welche unter dem Begriff
metabolisches Syndrom zusammengefasst werden. Laut IDF (engl. International Diabetes
Federation) ist dies charakterisiert durch das Vorhandensein zentraler Adipositas, welche
durch Surrogatparameter, wie z. B. den Taillenumfang (m: = 94 cm, w: 2 80 cm) oder den
Kdrpermasseindex (engl. Body mass index, BMI; = 30 kg/m?) gemessen werden. Zusatzlich
mussen zwei der folgenden Faktoren zutreffen: Erhohte Triglyceride, vermindertes HDL-
Cholesterin, Bluthochdruck oder ein abnormer Nuchternglukosewert bzw. Typ-2-Diabetes 7°.
Zu den Folgeerkrankungen, die durch die metabolische Fehlregulation und einer damit
einhergehenden chronischen subakuten Inflammation (s.u.) verursacht sind, gehéren neben

Glukosestoffwechselstérungen, kardiovaskularen Erkrankungen und Tumorleiden auch eine
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nichtalkoholische Fettlebererkrankung sowie hormonelle Stérungen wie z. B.

polyzystische Ovarialsyndrom (PCOS).

Erkrankungen begunstigt 8.

das

AuBBerdem wird das Auftreten psychischer

Adipositas-assoziierte Folgeschaden

Psychosoziale
Komplikation

Pulmonal:
- Schlafapnoe-Syndrom
- Asthma

Hepatisch:

§

Neurologisch:
- Pseudotumor cerebri

Kardiovaskular:

- arterielle Hypertonie

- ischamische Herzkrankheit

- Schlaganfall

- Hypertensive
Schwangerschaftskrankheit

- Nichtalkoholische
Fettlebererkrankung

Gastrointestinal: U
- Cholezystolithiasis

Endokrinologisch:
- Typ-2-DM

Muskuloskelettal: - hormonelle Stérungen (bspw.

- Arthrose Q1 PCOS, J: Potenzstdrungen)
Weitere:
- Tumorerkrankungen

Abb.7: beispielhafte Darstellung Adipositas-assoziierter Begleit- und

Folgeerkrankungen mit Auswirkung auf multiple Organsysteme.

— modifiziert nach Ebbeling (2002)
Adapted/translated from The Lancet, Vol. number 360, Cara B Ebbeling, Dorota
B Pawlak, David S Ludwig, Childhood obesity: public-health crisis, common
sense cure, 473-482, Copyright 2002, with permission from Elsevier.

Insgesamt haben Studien eine Vielzahl assoziierter Begleit- und Folgeerkrankungen
identifiziert mit Auswirkung auf nahezu jedes Organsystem (siehe Abb.7, '1). Gleichzeitig gilt
es zu beachten, dass ebenjene Gesundheitsdefizite meist multifaktorieller Genese sind und
die isolierte Kausalitatszuweisung haufig nicht moglich ist 4. Demzufolge wird nach wie vor
kontrovers diskutiert, ob Adipositas als blofl3er Risikofaktor oder eigenstandiges Krankheitsbild
gelten soll 72,

Grundsatzlich begegnen wir dieser Entitat auf zwei Ebenen: Das individuelle Morbiditats- und
Mortalitatsrisiko ist deutlich erhoht. So sind in der europaischen Region tUber 1 Millionen
Todesfalle und mehr als 12 Millionen krank verbrachte Lebensjahre infolge schweren
Ubergewichts zu verzeichnen 7. Gleichzeitig stellen immense Behandlungskosten fiir

Adipositas-assoziierte  Krankheitserscheinungen mit bis zu 6% der nationalen

Gesundheitsausgaben ein gesamtgesellschaftliches Problem dar 73,
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2.3.1 Definition Adipositas/ Body mass index (BMI)

L2Adipositas” leitet sich vom lateinischen Wort >adeps< ab, was sich mit ,Fett” Gbersetzen lasst
2_ Die Deutsche Adipositas Gesellschaft definiert den Begriff als ,eine tber das Normalman
hinausgehende Vermehrung des Korperfetts” 4.

Dies entspricht bei Frauen einem Anstieg des Kérperfettanteils Gber 30 % des Kérpergewichts.
Bei M&nnern hingegen wird bereits ab einer Fettanteilszunahme von 20 % das Normalgewicht

verlassen &,
Gewichtsklassifikation

Klassifikation BMI-Grenzwerte (kg/m?)

Untergewicht < 18,5
Starkes Untergewicht <16
MaBiges Untergewicht 16 - 16,99
Leichtes Untergewicht 17 - 18,49

Normalgewicht 18,5 -24,9

Ubergewicht =25-29,9

Adipositas (Fettleibigkeit) =30
Adipositas Grad | 30-349
Adipositas Grad Il 35-39,9
Adipositas Grad Il =40

Tabelle 1: Klassifikationssystem zur Einteilung der Gewichts-gruppen in Unter-,
Normal- und Ubergewicht bzw. Adipositas anhand definierter BMI-Intervalle [kg/m2].

— mit freundlicher Genehmigung durch die Stiftung Gesundheitswissen (2018)
https://www.stiftung-gesundheitswissen.de/wissen/adipositas/diagnostik

Ein Messinstrument zur indirekten Bestimmung des Korperfetts ist der BMI, der sich mittels
Quotienten aus Kodrpergewicht in Kilogramm und KorpergroRe in Metern zum Quadrat
berechnen lasst [kg/m?] ™.

Auch  wenn bspw. eine hohe Muskelmasse zur Fehlinterpretation  der
Kdrperzusammensetzung fuhren kann, ist der BMI ein einfaches und ubiquitares Hilfsmittel im
klinischen Alltag, anhand dessen sich die Gewichtsklassifikation orientiert. Sie wird Uber
definierte BMI-Intervalle vorgenommen und legt Ubergewicht bzw. Praadipositas ab einem
Wert von 25,0 kg/m2 fest. Wie sich Tabelle 1 6 entnehmen lasst, werden drei Adipositas-Grade
unterschieden.

Die Einteilung in Subtypen ist deshalb sinnvoll, da mit steigendem BMI das Risiko fur
Begleiterkrankungen zunimmt 7 und entsprechende therapeutische Konsequenzen

resultieren 8. Interessanterweise herrschen unterschiedliche Interpretationsanséatze beziiglich
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BMI (kg/m?)

BMI abhangig von Herkunftsland und ethnischer Zugehorigkeit 8. Z.B. liegt der
Kdrperfettanteil der asiatischen Bevolkerung bei gleichem Alter, Geschlecht und BMI Giber dem
der europaischen . Bei Kindern sollte eine Perzentilen-adaptierte altersbezogene Beurteilung
erfolgen, um wachstumsphysiologische Verédnderungen von Fett-, Muskel- und
Knochenmasse einzubeziehen &,

Perzentilenkurven verstehen sich als Prozentwertkurven und dienen der Verlaufskontrolle
kindlicher Entwicklungsmerkmale, die mittels Messgréf3e im Verhaltnis zum Normkollektiv in
ihrer Variabilitat abgebildet werden. Uber Dokumentation der MessgroRen kann der
Prozentrang ermittelt werden, welchen das Kind in Bezug zu seinen Altersgenossen einnimmt.

Als obligater Bestandteil der kindlichen Vorsorgeuntersuchungen ermdglicht dies eine

Langezeitbeurteilung von Wachstumsparametern wie Kopfumfang, Kérperlange und -gewicht
8182 wie in Abbildung 8 skizziert 53.

Gewichtsperzentile
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Abb.8: Gewichtskurven
(A) Gewichtsperzentile (P3-P99,5) fiir Jungen im Alter von 0-18 Jahren respektive Madchen (B).

Kromeyer-Hauschild, K., Wabitsch, M., Kunze, D. et al. Perzentile fiir den Body-mass-Index flr das
Kindes- und Jugendalter unter Heranziehung verschiedener deutscher Stichproben. Monatsschr
Kinderheilkd 149, 807-818 (2001). https://doi.org/10.1007/s001120170107 . © Springer-Verlag 2001,
Abdruck mit freundlicher Genehmigung.

Die Einteilung in Unter-, Normal- und Ubergewicht wurde im Rahmen der Arbeitsgemeinschaft
,2Adipositas im Kindes- und Jugendalter* (AGA) anhand der Perzentilen-Richtwerte fir
deutsche Jungen und Madchen im Alter von 0-18 Jahren festgelegt. Als Cut-off-Grenze
werden die 90. und 97. Perzentile fiir Ubergewicht respektive Adipositas definiert .

Gesundheitspolitisch erweist sich die BMI-(Perzentilen-)Klassifizierung nicht nur zur
Evaluierung von Diagnose- und TherapiemalRnahmen, sondern erméglicht gleichzeitig die

systematische Erhebung epidemiologischer Daten.
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2.3.2 Pravalenz und Inzidenz

Hinsichtlich der Pravalenz und Inzidenz von Ubergewicht und Adipositas zeigen die
statistischen Analysen alarmierende Zahlen. Laut der Weltgesundheitsorganisation (engl.
World Health Organization, WHO) sind tber 50 % der europaischen Population tibergewichtig,
mehr als 20 % ist sogar adipos 8. Die viel groRere Herausforderung stellt jedoch die
tendenziell steigende Inzidenz dar. Seit 1975 hat sich weltweit die Anzahl adipdser Menschen
nahezu verdreifacht # und sich als globales Gesundheitsproblem entpuppt. Diese
epidemiologische Entwicklung ist nicht nur bei Erwachsenen zu verzeichnen, sondern kann
bereits im Kindesalter beobachtet werden. Zwar berichtet eine vom Robert-Koch-Institut
erhobene Studie zur Gesundheit von Kindern und Jugendlichen in Deutschland (KiGGS Welle
2; 2014-2017) eine Stagnierung der seit Mitte der 1970er Jahre konstatierten steigenden
Adipositaspravalenz im Kindes- und Jugendalter; allerdings bewegt sich die Gesamtzahl
adiposer Kinder weiterhin auf hohem Niveau und bedarf konsequenter Uberwachung . Grund
daflr ist, dass Uber 60 % Ubergewichtiger Kinder auch im Erwachsenenalter erhéhte BMI-
Werte aufweisen 8. Neben den zuvor erwahnten langfristigen Gesundheitsauswirkungen
kdnnen ein erhohtes Mobbing-Risiko &', eingeschranktes Selbstbewusstsein und verminderte
Schulleistungen als erste Folgeerscheinungen auftreten 8. Insgesamt verhalten sich BMI und
Lebensqualitat umgekehrt proportional &,

2.3.3 Atiologie (kindlicher) Adipositas

Die Ursachen kindlichen Ubergewichts sind vielseitig (siehe Abb.9).
Besonders hervorzuheben seien die in der Modernisierung verankerten Lebensstil-

anderungen, die in jeder Altersgruppe zur steigenden Pravalenz beigetragen haben 8%,

Abb.9 Ausschnitt ursachlicher
Adipositasfaktoren.

— eigene Darstellung
Soziale Faktoren

Umwelt

-

Lebensstil

Technik/ Adi pOSltaS Fetale
Wissenschaft Programmierung
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Evolutionsbiologisch stellt die schnelle und effiziente Speicherung von Fettgewebe einen
effektiven Mechanismus dar, in Hungerphasen auf Energiereserven zurlickzugreifen °. Mit
dem Uberangebot an Nahrung insbesondere in den Industrienationen verliert der Organismus
diese urspringliche Schutzfunktion, da Energiezufuhr den Energieverbrauch Ubersteigt und
das Fettreservoir nicht abgebaut wird. Technisch-wirtschaftliche Errungenschaften moégen
Arbeitsprozesse mithilfe maschinellen Einsatzes erleichtern, verhindern jedoch ein gesundes
Bewegungsmall und verscharfen diese Fehlregulation. Somit férdern technologischer
Fortschritt, Erleichterung der Nahrungsbeschaffung und veranderte Essgewohnheiten die
Entwicklung einer ,adipogenen” Umwelt 1. Als weitere wichtige Determinanten lassen sich
neben Lebensstilanderungen Umweltfaktoren, Erziehung und der soziobkonomische Status
nennen °2%, Es finden sich in Deutschland sowohl regionale Pravalenzunterschiede mit

Nord-Siud-Gefélle  Dbei
Auftretenswahrscheinlichkeit. Erhdhte BMI-Werte werden insbesondere nach Schuleintritt
Kinder
soziookonomischen Schichten weisen ein deutlich erhohtes Risiko fur Ubergewicht auf. Die

Einschulkindern % als auch eine altersabhangige

dokumentiert und steigen mit fortschreitendem Alter an %4 aus niedrigen
Adipositaspravalenz ist in dieser Statusgruppe nahezu um den Faktor 4 erhoéht verglichen mit
Kindern und Jugendlichen mit hohem soziotkonomischem Hintergrund 8. Genetische Aspekte
werden fiir ca. 5 % der primaren Adipositas verantwortlich gemacht .

Zunehmend an Bedeutung gewinnen weitere generationsubergreifende Faktoren. In diesem
Kontext ist insbesondere das Konzept der fetalen bzw. perinatalen Programmierung
hervorzuheben, bei der man davon ausgeht, dass adverse Einfllisse in der Embryonal- und
Fetalentwicklung sowie postnatal in der Stillzeit langfristig die Physiologie und Struktur von

Organen bestimmen (siehe Infokasten Definition Fetale Programmierung %).

2.4 Fetale Programmierung

Die Entwicklung von der befruchteten Eizelle zum
ausgereiften Lebewesen ist ein hochstkomplexer
Prozess, der einer stdndigen Dynamik unterliegt
und  Uber  Nahrstoffe,  Sauerstoff  und
endokrinologische Signale modifiziert wird 9%,
Retrospektive  Studien zum  hollandischen
Hungerwinter im Jahr 1944 ermoglichten eine
dieser

Analyse Adaptationsvorgange  bei

restriktiver Kalorienzufuhr wahrend definitiver
Zeitpunkte im Schwangerschaftsverlauf. Dabei

konnten kritische Zeitfenster der Organogenese

Definition: Fetale Programmierung

Fetale Programmierung beschreibt
den Prozess molekularer und
epigenetischer Adaptationsvorgange,
die infolge pranataler (Umwelt-) Reize
wahrend  kritischer  Entwicklungs-
phasen langfristig die Physiologie von
Organsystemen festlegen. ,Fehl-
programmierung® (£  Diskrepanz
zwischen antizipierter und
tatsachlicher Umwelt) dieser
Regelsysteme fuhrt zu einer erhdhten
Krankheitssuszeptibilitat.

— angelehnt an Reichetzeder (2018)
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identifiziert werden, die in Folge des abnormen Intrauterinmilieus Physiologie, Struktur und
Funktion des jeweiligen Organs nachteilig beeinflusst haben . Diese Beobachtung bekraftigt
die von Barker postulierte These der ,fetal origins hypothesis“ %8. Seine Arbeiten erschlossen
einen Zusammenhang zwischen erhohter Krankheitssuszeptibilitdt in der Adoleszenz nach
Exposition einer inadaquaten Fetalversorgung °%'° und erganzten das Konzept einer
umweltabhangigen Konditionierung wahrend der Kindesentwicklung 1°%.

Den Grundstein hierflr legte der Endokrinologe Gunter Ddrner, der in den 1970ern das
Postulat der ,Funktionellen Teratologie“ aufstellte und den Begriff der ,perinatalen
Programmierung” einfiihrte 102193 Damit kennzeichnete er die Fehlorganisation kybernetischer
Regelsysteme, die als Folge alterierter Hormonkonzentrationen wahrend kritischer
Entwicklungsphasen auftreten und langfristige Gesundheitsfolgen haben kann. Anhand dieser
Beobachtung hat Dorner nicht nur ein neues entwicklungsmedizinisches Forschungsfeld

eroffnet, sondern leitete bereits seinerzeit praventive Malnahmen ab 102,

2.4.1 Metabolische Programmierung

Mit der steigenden Adipositaspravalenz nimmt folglich auch die Anzahl Gbergewichtiger Mtter
zu. In Industrienationen weisen bereits etwa ein Drittel der Frauen im reproduktionsfahigen
Alter erhohte BMI-Werte auf 103,104, Mit Ubergewicht assoziierte
Schwangerschaftskomplikationen sind u. a. Gestationsdiabetes, Praeklampsie oder operative
Geburtsmodi (z. B. Kaiserschnitt) %, Jedoch wirkt sich ein abnormer mitterlicher
Metabolismus auch unmittelbar auf den Feten aus, was sich perinatal bspw. anhand einer
fetalen Makrosomie manifestiert 1°°,

Basierend auf dem Konzept der umweltabhangigen Konditionierung kédnnen metabolische
Einflisse wie z. B. die intrauterine Mangelversorgung des Feten, ein Nahrungstberschuss
oder eine abnorme miitterliche Stoffwechsellage (z. B. Gestationsdiabetes, Adipositas) vor,
wahrend und nach der Schwangerschaft jedoch auch langfristig den Gesundheitsstatus der
Nachkommen pragen. Man spricht hierbei von einer metabolischen Programmierung 16107,
Studien identifizierten mudtterliche Fettleibigkeit als Risikofaktor flr das Auftreten von
Adipositas, Hypertonie und Insulinresistenz in der Adoleszenz der Kinder: Eine mdgliche Basis
fur die Entstehung des metabolischen Syndroms 1%. Auch in tierexperimentellen Studien
konnten mittels hochkalorischer Diat wahrend Paarung und Tragezeit metabolische Stérungen
bei murinen Nachkommen induziert werden 1%°. Im Gegensatz hierzu erwiesen sich diatetische
Maflnahmen wahrend der Schwangerschaft als protektiv auf den Glukosestoffwechsel und

metabolische Funktionen beim Nachwuchs adipdser Muttertiere 110111,
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Dabei zeigt die zeitliche Exposition metabolischer Einflisse variable Effekte der perinatalen
Programmierung. Grundlage hierfur ist die insbesondere in der frihen Schwangerschaft
ausgepragte Plastizitat des Organismus, die zu einer unterschiedlichen phéanotypischen

Auspragung fuhren kann (siehe Abb.10, %).

Konzeption Geburt Adoleszenz

‘ ‘ | N

| | [

Umwelteinflisse

Prinataler _ Epigenetische _ Phanotypische _ Krankheits-
Umweltreiz Anpassung Verdnderungen suszeptibilitdt
7 » Wachstum

» Metabolismus
» Appetitregulation
» Korperkomposition

Abb.10 Gen-Umwelt-Interaktion:

Phanotypische Plastizitat gewahrleistet Modifikation Uber Umwelteinflisse wahrend der
Fetalentwicklung.  Epigenetische  Adaptation  fuhrt  zur  Phanotypspragung inklusive
Krankheitsanfalligkeit.

— modifiziert nach Reichetzeder (2018)

Adapted by permission from Springer Nature, Journal fiir Gynékologische Endokrinologie/ Osterreich,
Fetale Programmierung — von der Epidemiologie zur Epigenetik, Reichetzeder, C., Copyright © 2018.

Darauf basierend konnten Forschungsarbeiten verschiedene vulnerable Phasen in der
Embryonalentwicklung herausarbeiten, die zu einer persistierenden ,Programmierung“ des
Feten fuhrt. 108

A) Perikonzeptionelle Phase
B) Spate Schwangerschaftsphase
C) Postnatale Phase/Stillzeit

Eine aberrante mutterliche Stoffwechsellage in der perikonzeptionellen Phase (A) wirkt sich
auf den Insulin-Signalweg aus **? und ruft viszerale Fettsucht im Erwachsenenalter weiblicher
Nachkommen hervor 3, Metabolische Stérungen der spaten Schwangerschaftsphase (B)
erhéhen das Risiko, postnatal eine Leptinresistenz zu entwickeln und subkutane Fettmasse
anzureichern 4, Zur Beurteilung der postnatalen Phase bzw. Stillzeit (C) eignen sich ,small
litter®- (dt. ,kleine WurfgréRe*) Mausmodelle, bei denen bspw. nur ein ¥ der Nachkommen

durch das Muttertier gestillt wird. Die dadurch verursachte Uberfitterung induziert einen
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adip6sen Phéanotyp und fuhrt u. a. zu Hyperleptindmie, Hypertriglyzeridamie und arteriellem
Hypertonus 115, Zusatzlich lasst sich mittels klinischer Studien belegen, dass Stillen gegentiber

Formula das Risiko reduziert, im spateren Leben Gbergewichtig zu sein 1°,

Zusammenfassend kann die Konditionierung des fetalen Organismus wéahrend vulnerabler
Phasen in einer erhéhten Adipositas-Pradisposition resultieren und legt damit den Grundstein

fur das generationsubergreifende Adipositas-Modell 1°%,

2.4.2 Intergenerationszyklus

Das generationsubergreifende Adipositas-Modell stellt als Untersuchungsgegenstand der
vorliegenden Arbeit eine komplexe Anforderung dar und wird in Abbildung 11 201116117
vereinfacht illustriert.

Generationsiibergreifendes Adipositas-Modell

Epigenomisch erworbene

Fehlprogrammierung der Nutritive Fehlalimentation
Stoffwechselregulation mit wdahrend vulnerabler
erhohter Adipositas- und Entwicklungsphasen

Diabtespradisposition

Epigenetische
Modifikation mit der Folge Unphysiologische
permanent veranderter Genaktivierung
Genexpressivitat

Abb.11: (Fehl-)Konditionierung des fetalen Organismus durch dessen Mikroumwelt (im Beispiel
perinatale Uberernahrung): Uber (Umwelt-)Einfliisse ,eingepragte“ Anpassung der Mikrostruktur
und des Epigenoms (= Vegetative Pragung) mit resultierender erhdhter Krankheitsdisposition.
Erlernte ,Fehlfunktionen“ werden wiederum an Folgegenerationen ubertragen.

— modifiziert nach Plagemann (2014)
Plagemann, A.; ,Perinatale Programmierung, neuro-endokrine Epigenomik und préaventive Medizin
— Das Konzept der Vegetativen Pragung.“; Nova Acta Leopoldina NF 120, Nr. 405, 197-225, 2014;
mit freundlicher Genehmigung der Deutschen Akademie der Naturforscher Leopoldina — Nationale
Akademie der Wissenschaften.

Mutterliche Adipositas, in dieser Studie mittels Hochfettdiat (HFD) induziert, fihrt zu einer
perinatalen Uberernahrung und kann durch Fehlprogrammierung von Stoffwechselprozessen
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in einer erhohten Adipositas- und Diabetespradisposition der Nachkommen resultieren 102,
Diese Veranlagung kann an Folgegenerationen weitergegeben werden: Es entsteht ein
circulus vitiosus, der das generationstibergreifende Adipositas-Modell unterhalt 103198118 Fin
tieferes Verstandnis der Fetalprogrammierung ist somit noétig, um Zielstrukturen zu
identifizieren, die den Teufelskreis unterbrechen und dadurch zur Pravention von Ubergewicht
genutzt werden kénnen 1°

Als ursachlicher Mechanismus des Intergenerationszyklus wird in vielen gegenwartigen

Studien die Epigenetik aufgefuhrt 101193,

2.4.3 Epigenetik

Conrad Waddington, einer der Pioniere in diesem Feld, definierte sie 1942 als ,the branch of
biology that studies the causal interactions between genes and their products, which bring the
phenotype into being®, zu Deutsch als ,Teilgebiet der Biologie, welches die zugrunde
liegenden Interaktionen zwischen Genen und Genprodukten erforscht, die zu einer
bestimmten Merkmalsauspragung fiihren“ *2°, Auch wenn bis heute kein Konsens (ber eine
einheitliche Definition von Epigenetik besteht, ware eine mdgliche Begriffserlauterung die
folgende: ,Alle meiotisch und mitotisch vererbbaren Verdnderungen der Genexpression,
welche nicht in der DNA-Sequenz selbst codiert sind“ %1292l Das bedeutet, dass unsere
Erbanlage zunachst in der DNA-Sequenz festgeschrieben ist und von der befruchteten Eizelle
an jede Tochterzelle weitergegeben wird. Die informationstragenden DNA-Abschnitte einer
Zelle sind meist Protein-kodierende Strukturgene und werden in ihrer Gesamtheit als Genom
bezeichnet 26, Das Genexpressionsmuster der Zellen ist jedoch variabel und wird durch
Umweltreize wahrend Differenzierungsvorgéangen modifiziert. Diese molekularen und
epigenetischen Anpassungsvorgange erzeugen in jedem Zelltyp ein individuelles Epigenom
122 das sich anhand unterschiedlicher phanotypischer Auspragung, wie z. B. Wachstum,
Metabolismus, Korperkomposition etc. (siehe Abb.10), bemerkbar macht und mittels

Zwillingsforschung belegen lasst 122,

Zu den wesentlichen epigenetischen Mechanismen gehdren u. a.:

» nicht-codierende RNAs
» post-translationale Histonmodifikation
» DNA-Methylierung

Gemeinsamkeit der epigenetischen Regelsysteme besteht in der Modifikation der

Genexpressivitat, die als vererbbares Molekulargedéchtnis aufgefasst werden kénnte und
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dariiber hinaus einen Zusammenhang zwischen vergangener (Umwelt-)Exposition und

zukinftigem Gesundheitsstatus schafft 122,

Ein erganzender und in diesem Zusammenhang relevanter Aspekt der Studie ist, dass jene
Vorgange wahrend der Fetalentwicklung gewebs- und zellspezifisch auftreten 24125, Eine
perinatale Fehlalimentation infolge miutterlichen Ubergewichts kann daher auch die
metabolische Funktion des Fettgewebes langfristig verandern und so zur gestorten

Stoffwechselsituation beitragen 02,

2.5 Fettgewebsdysfunktion

Wenn man erneut die Definition von Adipositas bedenkt, kurz als ,ibermafige Fettmasse®
zusammengefasst, so kann man aus den vorangehenden Kapiteln schlieen, dass dies mit
einer gréReren Energiespeicherkapazitat einhergeht. Dieser Kapazitatszuschuss wird erreicht
durch verschiedene Anpassungsreaktionen des Organismus 26;

Kdrperkomposition mit adipdsem Phanotyp
Hypertrophie reifer Adipozyten
Hyperplasie und Differenzierung von Praadipozyten

Angiogenese und dynamische Umwandlung der Extrazellularmatrix

YV V. V V V

Veranderung des Sekretionsprofils und Zellkomposition

Bei erheblichem UbermaR sind diese zunachst physiologisch  angelegten
Adaptationsmechanismen jedoch dysfunktional und kénnen Stérungen in der
Fettgewebsphysiologie verursachen 3. Folge ist die Fettgewebsdysfunktion, die sich auf den

genannten Ebenen manifestiert und im Folgenden konkretisiert wird.

2.5.1 Korperkomposition mit adipésem Phénotyp

Der Organismus reagiert auf einen Energietiberschuss mit einer Volumenzunahme des
Fettgewebes. Uber den BMI kann die adipdse Kérperkomposition, wie zuvor erlautert, einfach
ermittelt werden 8. Forschungsergebnisse der letzten Jahrzehnte enthdllten allerdings die
Tatsache, dass nicht nur die absolute Fettmasse, sondern insbesondere die
Fettgewebslokalisation Auswirkungen auf den Gesundheitsstatus hat 4. Folgende Faktoren
kénnen u. a. die Fettgewebsverteilung beeinflussen: Alter, Genetik, Hormone, Erkrankungen,
bestimmte Medikamente und das Geschlecht #. Letzteres ist fur die Einteilung in den bereits

zuvor eingefuhrten gynoiden (,Birnenform®) bzw. androiden (,Apfelform®) Typ namensgebend.
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Wahrend Frauen eher subkutane Fettmasse anreichern, ist bei Mannern ein
Fettverteilungsmuster zugunsten der viszeralen Fettmasse zu beobachten 2. Diese
Klassifikation dient primar zur Risikoabschatzung mdglicher Gesundheitsfolgen, da ,zentrale
bzw. viszerale Adipositas mit erhdhtem Risiko fir Diabetes, Bluthochdruck, Atherosklerose,
Krebsleiden und erhéhter Sterblichkeit im Vergleich zu peripherer Adipositas vergesellschaftet
ist“ 14, Viszerale Adipositas ist charakterisiert durch einen erhéhten Anteil freier Fettsauren und
TAGs '?’, Einer der Grinde dafur ist, dass viszerales Fett eine hohe lipolytische Aktivitat
aufweist und somit die Freisetzung freier Fettsauren steigert ®¢. Eine im Rahmen von
Adipositas auftretende Hyperlipidamie fhrt bei mangelnder Speicherkapazitat von Fettsauren
in den Adipozyten zur ektopen Lipidakkumulation, bspw. im Pankreas, der Leber oder im
Muskelgewebe. Folge ist eine Lipotoxizitat, die sich durch Zelldysfunktion bzw. -untergang
manifestiert 12 und in Form metabolischer Stérungen klinisch bemerkbar macht 27, Ein
ahnlicher Strukturwandel kann im fortgeschrittenen Alter beobachtet werden. Der
Alterungsprozess geht zwar mit einer kontinuierlichen Abnahme der Gesamtfettmasse einher,
der prozentuale Fettgewebsanteil scheint jedoch konstant zu sein und bildet sich in einer
Fettgewebsumverteilung mit ektoper Lipidablagerung ab ?°. Zu Beginn wird die Abnahme von
subkutaner Fettmasse beschrieben, wahrend das viszerale Fettkompartiment nahezu erhalten
bleibt. Dies in Kombination mit der riicklaufigen Fahigkeit, freie Fettsauren zu eliminieren, mag
Mitursache altersbedingter metabolischer Erkrankungen sein. Als zugrundeliegender
Pathomechanismus wird die zuvor erwahnte Praadipozytendysfunktion, die sich u. a. anhand
abnehmender Differenzierungsfahigkeit auRert, diskutiert ?°.  Aufgrund &hnlicher
Mechanismen, die zu metabolischen Stérungen fuhren, wurde Adipositas als beschleunigte
Variante der Fettzellalterung betitelt 3.

Neben makroskopischen Veranderungen in Form der adipdsen Korperstruktur scheinen

deshalb auch mikroskopische Veranderungen wegweisend zu sein.

2.5.2 Histologie — Adipozyten und Zellkomposition

(1) Adipozyten
Im Zuge der Fettgewebsexpansion kommen die unter Kapitel 2.1.2.2 (Seite 15) beschriebenen

zellularen Adaptationsformen, Hypertrophie und Hyperplasie, zum Tragen 28, Bei der
,gesunden“ Fettgewebsexpansion werden adipogene Vorlauferzellen rekrutiert und in den
Reifungsprozess eingeschleust. Die Gré3enzunahme bereits existierender Adipozyten ist
limitiert 1%,

Im adipdsen Phanotyp hingegen ist die tibermé&Rige Adipozytenhypertrophie ein haufiges und
vorrangiges Phanomen %0131 Parallel dazu lassen sich weitere histologische

Anpassungsreaktionen feststellen. Um eine Volumenzunahme der Adipozyten zu
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gewabhrleisten, ist ein struktureller Umbau der Extrazellularmatrix (EZM) nétig, in welche die
Adipozyten eingebettet sind. Die EZM stellt dabei nicht nur eine mechanische Komponente
dar, sondern beeinflusst reziprok den Strukturumbau der Adipozyten Uber diverse Signalwege.
Dieses physiologisch angelegte Regelwerk kann bei massiver Fettgewebszunahme zu einem
fiorosen Gewebeumbau fiihren und somit zur Fettgewebsdysfunktion beitragen 32133 Als
Ausléser wird in diesem Zusammenhang das Hypoxie-Modell diskutiert 133: Die hypertrophe
Zellformation geht mit einer verminderten Sauerstoffversorgung der Adipozyten einher. Auch
in Klinischen Studien konnte ein verminderter Oxygenierungsgrad bei adipésen Probanden
bereits nachgewiesen werden 4. Als Ursache wird eine unzureichende Vaskularisation in
Betracht gezogen. Im Gegensatz Zu braunem Fettgewebe scheinen
Kompensationsmechanismen des weil3en Fettgewebes weniger effizient zu sein, um eine
adaquate Gefalibildung zu gewahrleisten. Folge ist eine Hypoxie der Adipozyten. Reaktiv wird
eine Entziindungsreaktion initiiert mit dem Ziel, die Perfusion und damit Sauerstoffversorgung
zu steigern . MaRgeblich daran beteiligt ist der hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1), ein
Transkriptionsfaktor, der als Antwort auf Ischamiezustande vermehrt exprimiert wird. Uber
Induktion seiner Zielgene, vornehmlich der GefaRwachstumsfaktor (engl., vascular endothelial
growth factor, VEGF), wird u. a. die Angiogenese angeregt, wodurch ihm bspw. auch eine
besondere Rolle in der Tumorbiologie zugesprochen wird %,

Anders als im Tumorgewebe, scheint das angiogene Signhal im Fettgewebe unzureichend
wirksam zu sein. Vielmehr fuhrt die HIF-1-Aktivierung zur verstarkten Produktion von EZM-
Bestandteilen, was mit einem progressiven fibrotischen Umbau und Inflammation assoziiert
ist. Folge ist nicht nur eine Reduktion der Fettgewebsplastizitat, sondern auch ein
Zellfunktionsverlust mit konsekutivem Zelltod 2,

Diese Zellvorgdnge erweisen sich im Rahmen der ausgeldsten Entziindungsreaktion als
potenter Stimulus fir die Einwanderung von Immunzellen, unter denen Makrophagen eine

Schlisselrolle einnehmen 1.

(2) Makrophagen
Bei normalgewichtigen Menschen machen Makrophagen ca. 10 % der SVF im Fettgewebe

aus ¥, Mit steigendem BMI nimmt auch die relative Anzahl der Makrophagen zu und lasst
sich auRerdem bei GroRRenzunahme der Adipozyten feststellen 03¢, Die Einwanderung ins
Fettgewebe wird unter anderem Uber die in den vorherigen Abschnitten beschriebenen Folgen
der Fettzelladaptation angeregt. Dies bewirkt jedoch nicht nur eine Verédnderung der
Makrophagenquantitat, sondern beeinflusst ebenso ihre Differenzierung und somit qualitative
Merkmale. Der Zelluntergang, gekoppelt mit der Sekretion bestimmter Botenstoffe, stimuliert
eine Aktivierung der Makrophagen, die dann als potente ,Fresszellen® zur Phagozytose

avitaler Adipozyten fahig sind 3°. Dies wird Uber Aggregations- und Fusionsvorgange
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bewerkstelligt und endet in einer mehrkernigen Synzytienbildung um den verbliebenen
Lipidkern. Diese morphologische Adaptation gilt in der Literatur als charakteristisch fur
Entziindungszustande **’. Die Makrophagenaktivierung bewirkt auBerdem die Eigensynthese
diverser Entztindungsmediatoren 1°°, die im Wechselspiel mit den entziindeten Adipozyten
Uber autokrine, parakine und systemische Effekte den Entziindungsstatus verscharfen. Diese
Interaktion ist letztlich Motor eines Teufelskreises, der mittels positiver Rickkopplung die

chronische Inflammation aufrechterhalt 37.

(3) Préaadipozyten
Praadipozyten reagieren auf diesen Entzindungszustand mit einer reduzierten

Differenzierungsfahigkeit. Mitursachlich ist die verminderte Expression von C/EBPB-LIP und
CHORP, die nicht nur bei Entziindungszustanden, sondern auch infolge von zellularem Stress
und metabolischer Dysfunktion zu beobachten ist %, Eine andere Reaktionsform des
Praadipozyten auf ,Stress” ist die Induktion von Seneszenz.

Unter Seneszenz versteht man den irreversiblen Zellzyklusarrest, der z. B. haufig bei
hyperproliferativen Zustanden wie Krebsleiden beobachtet werden kann und in erster Linie als
SchutzmaRnahme dient **°, Die Zellen sind hoch-inflammatorisch und kénnen den sog. SASP
(senescence-associated secretory phenotype) hervorrufen. Dieser stellt sich anhand folgender
Eigenschaften dar 1%;

A) Erhohte Zytokinausschittung
B) Inflammation und Immunzellinfiltration

C) Verminderte Zelldifferenzierungskapazitat

Aus den Punkten A) und B) lasst sich ein verandertes Sekretionsprofil zugunsten
proinflammatorischer Zytokine ableiten, welches sich infolge der Adipositas-induzierten

Fettgewebsdysfunktion einstellt 3.

2.5.3 Sekretionsprofil

Die aulRerordentliche Menge an Mediatoren, die vom Fettgewebe sezerniert werden und in
Kapitel 2.1.4.1. (Seite 19) beschrieben wurden, ist fir die hohe Anpassungsfahigkeit der
metabolischen, inflammatorischen und endokrinen Funktion verantwortlich . Vor diesem
Hintergrund bietet die Freisetzung entziindungsfordernder Zytokine einen potentiellen
Erklarungsansatz fir die Fettgewebsdysfunktion 3. Wie zuvor erwahnt, stehen Fettleibigkeit
und Insulinresistenz in direktem Zusammenhang mit hohen IL-6 und TNF-a Serumspiegeln
140 Die erhohte Expression von Entziindungsmediatoren induziert eine ,chronisch sterile
geringgradige Inflammation* 2814 die viele Studien als mogliche Quelle der
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Fettgewebsdysfunktion nennen und Adipositas-assoziierte Folgeerkrankungen hervorrufen
kann. Folgende Faktoren werden in diesem Zusammenhang diskutiert 3:

Inflammatorische Zytokine haben nicht nur systemische Auswirkungen, sondern kénnen tber
parakrine und autokrine Interaktionen den lokalen Entziindungszustand aufrechterhalten.
Inflammation, zellularer Stress und metabolische Stérungen filhren zu einer Einschrankung
der Differenzierungskapazitéat und damit zu einer Dysfunktion der Adipozyten-Vorlauferzellen,
die wiederum den Entzindungsstatus verscharfen kann. Diese Prozesse stehen folglich
miteinander in Wechselwirkung und kénnen gleichzeitig durch weitere Faktoren, wie z. B.
oxidativer Stress sowie gestorte DNA-Reparatur, negativ beeinflusst werden 38,

Es besteht ein allgemeiner Konsens dartiber, dass die Adipositas getriggerte chronisch sterile
Entzindung ihren Ursprung am ehesten im Fettgewebe hat 28, In diesem
Inflammationskonzept ist allerdings nicht vollstandig geklart, ob die soeben genannten
Faktoren Ursache oder Folge der Fettgewebsdysfunktion sind. Insgesamt scheinen sich diese
gegenseitig zu verstdarken und minden in der Aufrechterhaltung des chronischen
Entziindungsstatus, der sich klinisch anhand Adipositas-assoziierter Folgeerkrankungen

bemerkbar macht 40138,

2.6 Klinische Relevanz

Chronisch sterile Inflammation gilt als Risikofaktor fur die Entwicklung verschiedener
Systemerkrankungen 42144 |n seiner Rolle als endokrines, sekretorisches Organ kann eine
Adipositas-induzierte Fettgewebsdysfunktion diesen Proinflammationsstatus beginstigen und
systemische Auswirkungen hervorrufen. Endpunkte stellen die Adipositas-assoziierten
Folgeerkrankungen dar, die beispielhaft in Kapitel 2.3 (Seite 22) skizziert wurden.

Die zugrundeliegenden Mechanismen, welche Stoffwechsel, Zelleigenschaften,
Inflammation und das Immunsystem in diesem Kontext vereinigen, konnten jedoch bislang
nicht ausreichend geklart werden. Das generationsibergreifende Adipositas-Modell mit
frihkindlichem Beginn und entsprechenden Langzeitfolgen deutet dariiber hinaus auf eine
Beeinflussung dieser Zusammenhange bereits wahrend der Kindesentwicklung hin.

Externe und interne Stimuli wie beispielsweise Genetik und Umwelteinflisse haben zweifellos
modifizierenden Charakter. Welche Bedeutung insbesondere der fetalen metabolischen
Programmierung als Antwort auf eine abnorme miutterliche Stoffwechsellage zukommt, ist bei
weitem nicht ausreichend verstanden und bietet Grundlage fur die Arbeitshypothese der

vorliegenden Studie.
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2.7 Fragestellungen und Ziel der Arbeit

2.7.1 Zentrale Hypothese

Die klinische Bedeutsamkeit von Adipositas gekoppelt mit der vorangestellten
Literaturrecherche zeigen, dass metabolische Einflisse in der Schwangerschaft und Stillzeit
nachteilige Effekte auf den Fetus und letztlich auf die Gesundheit des Kindes haben 4.

Miitterliche Adipositas stellt einen Risikofaktor fiir kindliches Ubergewicht und damit
Adipositas-assoziierter Folgeerkrankungen dar 14147 Ob und wie die metabolische
Programmierung des Fettgewebes zu dieser Entwicklung beitragt, ist bislang nicht vollstandig

geklart. Daher untersuche ich in meiner Promotionsarbeit folgende Hypothese:

Mitterliche Adipositas induziert eine Zunahme und einen inflammatorischen
Phanotyp des Fettgewebes und beeinflusst die Adipogenese

in weiblichen Nachkommen langfristig.

An dieser Stelle soll betont werden, dass die vorliegende Promotionsarbeit ausschlief3lich eine
Analyse der weiblichen Nachkommen auffiihrt. Da die Literatur geschlechtsspezifische
Merkmale als Folge der metabolischen Programmierung beschreibt 10714 wurden
entsprechende Untersuchungen und Experimente durch meinen Arbeitskollegen Herrn Dr.
med. Thorsten Litzenburger ebenfalls an mannlichen Nachkommen durchgefiihrt und in seiner
Promotionsarbeit verdffentlicht. Die Ergebnisse beider Arbeiten wurden mit dem Titel
,Maternal high-fat diet induces long-term obesity with sex-dependent metabolic programming
of adipocyte differentiation, hypertrophy and dysfunction in the offspring“ 24° im Journal Clinical
Science unter meiner geteilten Erstautorenschafft publiziert.

Zielsetzung der Zusammenfiihrung beider Arbeiten war es intergeschlechtliche Unterschiede

der metabolischen Programmierung im Fettgewebe herauszuarbeiten.

2.7.2 Spezifische Ziele

Zur Untersuchung der zentralen Hypothese wurden drei spezifische Ziele (I-1ll) formuliert,
davon weitere Hypothesen abgeleitet (1-6) und anhand eines tierexperimentellen Diat-Models

(s.u.) zur metabolischen Programmierung gepruift.
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Untersuchung der Kdrperkomposition weiblicher Nachkommen adipdser
Muttertiere
1. Mitterliche Hochfettdiat (HFD) fuhrt zu einem adip6sen Phénotyp des weiblichen
Nachwuchses mit einer Zunahme des weiRen Fettgewebsanteils gemessen
anhand der Fettdepotmasse und magnetresonanztomographischer

Kdrperanalyse.

Quantitative histomorphometrische Charakterisierung der Adipozyten
2. Mdutterliche HFD induziert eine Adipozytenhypertrophie in den weiblichen

Nachkommen.

Analyse des Zellzyklus, der Differenzierung und des sekretorischen Phanotyps
3. Mitterliche HFD  wirkt sich auf die  Fettgewebssekretion von
Entziindungsmediatoren [Interleukin 6 (116); Interleukin 13 (//16); Metalloproteinase
12 (Mmp12)] zugunsten eines pro-inflammatorischen Milieus aus und aktiviert
entziindungsfordernde Signalwege [p38 mitogen-activated protein kinases
(MAPKS)] im weiblichen Nachwuchs.

4. Weibliche Nachkommen HFD-gefitterter Muttertiere zeigen Veranderungen im
Zellzyklus Uber Programmierung von Genen der Zellzyklusmaschinerie [Cyclin-
dependent kinase inhibitor 1a (Cdknla; p21); Cyclin-dependent kinase inhibitor 1b
(Cdknlb; p27); Cyclin-dependent kinase inhibitor 2a (Cdkn2a; p16); Cyclin D1
(Cendl); NAD-dependent deacetylase sirtuin-1 (Sirt1)].

5. Midtterliche HFD hemmt die Praadipozyten-Differenzierung Uber veranderte
Genexpression von Differenzierungsmarkern [Perilipinl (Plin1); Perilipin2 (Plin2);
Krippel-like factor 4 (KIf4); Catenin beta 1 (Ctnnb1); DLK (Preadipocyte factor 1);
peroxisomal proliferator-activated receptor gamma (Ppary)].

6. Metabolische Stérungen in weiblichen Nachkommen HFD-gefltterter Muttertiere
werden Uber Dysregulation der Stoffwechselprozesse im AKT- und AMPKa-
Signalweg und (ber Anderungen im Lipidmetabolismus hervorgerufen
[Monoglyceride lipase (Mgll); Fatty acid binding protein 4 (Fabp4); Sterol regulatory
element binding transcription Factor 1 (Srebpl); Leptin (Lep); Adiponectin
(AdipoQ)].
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2.7.3 Tierexperimentelles Modell der metabolischen Programmierung

Um Auswirkungen der metabolischen Programmierung auf die weiblichen Nachkommen zu
untersuchen, wurde ein bereits etabliertes murines Modell der HFD-induzierten mutterlichen
Adipositas unserer Arbeitsgruppe genutzt 16159, Das Tierversuchsvorhaben wurde durch die
zustandige Genehmigungsbehorde autorisiert und gemal des Tierschutzgesetzes
durchgefiihrt (LANUV; 2012.A424).

Das Tiermodell umfasst zwei Gruppen von Wildtyp Mausen mit gleichem genetischen
Hintergrund (C57BL/6N), die sich nur durch diatetische Aspekte unterscheiden lassen. Mutter
der Untersuchungsgruppe erhalten bereits 6-8 Wochen vor der Konzeption bis hin zum
Abstillen eine Hochfettdiat (HFD — high-fat-diet, HFD-Gruppe). Weibliche Nachkommen dieser
Kohorte werden am postnatalen Tag P21 (P21) auf Standarddiat (SD — standard-diet) gesetzt.
Die Muttertiere der Kontrollgruppe erhalten bereits vor der Konzeption, wahrend der Gestation
sowie Laktationsphase SD. Die Nachkommen der Kontrollgruppe (Co-Gruppe) setzen die SD
Uber die gesamte Lebensspanne fort. Untersuchungen werden zur Beurteilung von

(Langzeit-) Effekten am postnatalen Tag 21, 70 und 120 durchgefihrt.
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Maternal obesity determines obesity and metabolic diseases in the offspring. The white
adipose tissue (WAT) orchestrates metabolic pathways, and its dysfunction contributes to
metabolic disorders in a sex-dependent manner. Here, we tested if sex differences influence
the molecular mechanisms of metabolic programming of WAT in offspring of obese dams.
To this end, maternal obesity was induced with high-fat diet (HFD) and the offspring were
studied at an early phase [postnatal day 21 (P21)], a late phase (P70) and finally P120. In
the early phase we found a sex-independent increase in WAT in offspring of obese dams
using magnetic resonance imaging (MRI), which was more pronounced in females than
males. While the adipocyte size increased in both sexes, the distribution of WAT differed
in males and females. As mechanistic hints, we identified an inflammatory response in fe-
males and a senescence-associated reduction in the preadipocyte factor DLK in males. In
the late phase, the obese body composition persisted in both sexes, with a partial reversal
in females. Moreover, female offspring recovered completely from both the adipocyte hy-
pertrophy and the inflammatory response. These findings were linked to a dysregulation of
lipolytic, adipogenic and stemness-related markers as well as AMPKa and Akt signaling.
Finally, the sex-dependent metabolic programming persisted with sex-specific differences
in adipocyte size until P120. In conclusion, we do not only provide new insights into the
molecular mechanisms of sex-dependent metabolic programming of WAT dysfunction, but
also highlight the sex-dependent development of low- and high-grade pathogenic obesity.

Introduction

‘These authors contributed Childhood overweight and obesity are global epidemic threats with a steadily rising incidence and
equally to this work. the risk for chronic health problems later on [1-3]. The increasing prevalence of obesity results
Received: 28 November 2019 ina higher incid_ence of obese pregnant ar_ld lact_ating women. Accumulating evidence demon;trates
Revised: 19 March 2020 an intergenerational cycle of obesity, with children of obese women being more susceptible to

Accepted: 01 April 2020 early-_onset obesity. This concept has been coined as metc_zbolic programming [4-6]. Clinical and
experimental studies confirm that maternal obesity during a critical window of development

Version of Record published: determines metabolic programming of organ structure and physiology in the offspring, and

00 xx 00 induces metabolic disorders beyond infancy [7-10].
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For example, offspring of obese dams exhibit marked accumulation of white adipose tissue (WAT), elevated
levels of leptin and inflammatory cytokines, insulin resistance and aggravated metabolic response when
exposed to obesogenic diet later in life [10-13]. Understanding the molecular mechanisms of adipose
dysfunction after maternal obesity may provide novel avenues to prevent long-term sequelae of metabolic
programming.

Obesity is characterized by an accumulation and a dysfunction of WAT that results in an elevated
secretion of adipocytokines and hormones. This chronic subacute inflammatory state predisposes to higher
risk for metabolic pathologies, including diabetes mellitus and cardiovascular diseases [14,15]. The WAT
orchestrates various metabolic pathways and contributes to the metabolic syndrome in a sex-dependent
manner [16-19]. The progression of obesity-related disease is often inevitable, and intimately linked to
adipocyte dysfunction [20]. In general, WAT dysfunction includes inflammation, senescence, insulin
resistance, preadipocyte dysfunction and adipocyte hypertrophy [21]. Interestingly, these changes in
adipogenic function do not only trigger obesity-related diseases, but are also hallmarks of ageing [22-24].
However, the molecular mechanisms as well as sex differences in adipogenesis during metabolic
programming and WAT function remain elusive.

The timing of adipose tissue development determines the window of vulnerability to metabolic
programming. The number of adipocytes is primarily determined early in life and is mostly stable through
adulthood [25]. Moreover, adipogenesis and adipocyte function are tightly regulated by the concerted
interaction of various growth factors and by the microenviroment, including inflammatory cells, matrix,
cytokines, hormones and mechanical stress [26,27]. Disruption of these processes by maternal obesity
during development can result in WAT dysfunction with adverse auto- and paracrine as well as systemic
effects, ultimately promoting metabolic disorders and diseases [25]. Thus, identification of early-onset
molecular mechanisms disrupting adipogenesis and determining adipocyte function in a sex-dependent
manner in health and disease may define new targets to prevent or reverse WAT dysfunction and attenuate
obesity-related pathologies. Here, we present a comprehensive study, in which we investigated adipogenesis,
the senescence-associated secretory phenotype (SASP), inflammatory response and the deposition of WAT
up to postnatal day 120 (P120). Our data provide evidence of sex-dependent mechanisms in metabolic
programming of WAT and most interestingly, a protection of females from long-term adipocyte
hypertrophy.

Materials and methods

Animal procedures

All animal procedures for this manuscript were performed in accordance with the German regulations and
legal requirements and were authorized by the local government authorities (LANUV; 2012.A424). All mice
(C57BL/6N) were placed in a room with 22 £ 2°C, were exposed to a light/dark cycle of 12 h each and had ad
libitum access to water and their respective chow. The animal model of metabolic programming was
performed as previously described [10]. Virgin female mice (C57BL/6N) from our own colony received a
high-fat diet (HFD; modified catalog no. C1057;

Altromin, Lage, Germany) or a standard diet (Co; ssniff catalog no. R/M-H, V1534-0) for 8 weeks after
weaning (P21). HFD and Co dams were time-mated with standard diet-fed male mice and continued on their
respective diets throughout gestation and lactation. At birth, the litter size of all dams was normalized to six
for each litter. Water and chow were available ad libitum, and food was withdrawn only for experimental
reasons. After weaning at P21, the offspring of HFD and Co dams were fed standard diet until P120. Both
male and female offspring were studied: Co™?'¢, Cofemale, HFD™2l¢ and HFD™2¢, The exact number of animals
are listed in the figure legends; the animals of each group and time point were obtained from three to four
different litters. After killing the mice at P21 and P70, WAT was excised as previously described [28]. In
addition, some mice underwent a magnetic resonance imaging (MRI) analysis at P21, P70 or P120. The
animal experiments took place in the Laboratory of the the Department of Pediatric and Adolescent
Medicine and the Department of Diagnostic and Interventional Radiology, University Hospital Cologne,
Cologne, Germany.

MRI-analysis of body composition

A whole body MRI scan was performed to assess total body volume, total fat volume and fat fraction. MRI
scans were acquired on a Philips Ingenia 3.0 T system (Philips Healthcare) combined with a commercially
available smallanimal coil (Philips Research Hamburg, Germany) with heating function to preserve body
temperature during the examination. All mice underwent inhalational anesthesia with isoflurane (2.0-2.5%)
in air during image acquisition. The MR protocol consisted of a 3D mFFE T1-weighted sequence with
following parameters: echo time (TE) 3.41 ms, repetition time (TR) 8.13 ms, flip angle 45°, field of view
(FOV) = 80 x 32 mm, matrix 256 x 256, slice thickness 0.35 mm, gap 0 mm, acquired voxel size 0.35 x.0.35
mm and reconstructed voxel size 0.17 x 0.17 mm, number of signal averages (NSA) 2 and standard scan
time for 183 slices was 2 min.
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First, the total body volume was quantified by circling the offspring’s body, starting at the cerebellum and
ending when both legs were separated from the ilium. Second, the total fat volume was measured by defining
signal-intensity thresholds in order to detect the adipose tissue; adipose tissue has a high signal intensity in
T1 when compared with other organs. The intestinal area was excluded to avoid false-positive
measurements. Finally, the total fat volume was related to the total body volume to determine the fat
fraction.

Physiological data of the offspring

The body weight (in grams) was obtained at each time point (P21, P70 and P120). Subsequently, mice were
killed and perigonadal (pg), retroperitoneal and subcutaneous WAT were excised and weighed (grams).

Tissue preparation

Perigonadal WAT (pgWAT) was excised for molecular studies at P21 and P70. A fraction of the pgWAT was
immediately frozen and stored at -80°C for protein analysis and assessment of gene expression. Another
fraction was fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) in phosphate-buffered saline, followed by paraffin
embedding for quantitative histomorphological studies. Finally, a third fraction was used to assess f -
galactosidase-positive cells as an indicator of senescence.

Hematoxylin and Eosin staining

Five-micrometer cross-sections of the PFA-fixed and paraffin-embedded pgWAT were stained with Hematoxylin
and Eosin as previously described [29]. The tissue sections were imaged in a magnification of 20x using the
slide scanner (Leica SCN400, Germany). The mean linear intercept (MLI) of adipocytes was measured by
using the program ‘cellAD’ and a grid pattern of 50 pm x 50 um (version 5.1, Olympus Europe SE & Co. KG,
Hamburg, Germany). Blood vessels and connective tissue were avoided. The MLI was assessed in six to
eight random fields of view per pgWAT section; three sections per animal.

Senescence-associated S -galactosidase staining

Senescence-associated 3 -galactosidase (SA-B -gal) solution was prepared using 1 mg/ml § X-Gal (5-
Bromo-4-Chloro-3-indolyl B d-galactopyranoside; #B4252, Sigma-Aldrich, Germany), 5 mmol/l potassium
ferrocyanide [potassium hexacyanoferrate(Il) trihydrate; #P3289, Sigma-Aldrich, Germany], 5 mmol/l
potassium ferricyanide [potassium hexacyanoferrate(Ill) trihydrate; #244023, Sigma-Aldrich, Germany],
150 mmol/l NaCl, 2 mmol/l MgClz, 0.01% SDS and 0.02% Nonidet-40 (NP40 Alternative, #492016,
Calbiochem, Germany). After that, pgWAT was incubated in 8 -galactosidase for 2 h at 38°C. Subsequently,
the tissue was fixed with Tissue-Tec(Sakura Finetek™; #4583 Sakura; Thermo Fisher Scientific, Germany)
and frozen at -80°C. The frozen WAT was sectioned (20 pm) using Research Cryostat Leica CM3050S and
counterstained with Nuclear Fast Red (Hoelzel Biotech; #B0S-AR0008, Germany). The number of SA-f3 -gal
positive cells was assessed in two fields of view per pgWAT section; one section per animal.

RNA extraction and reverse transcription polymerase chain reaction

Total RNA was isolated from pgWAT using TRIzol (Thermo Fisher Scientific, Germany), and real time
reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed at P21 and P70 using the 7500
real-time PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA) as described previously [30]. Gene expression
was normalized to Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT) and 3 -Actin at P21 and P70,
respectively. Primers andTaq-Man probes were designed using Primer Express and are listed in Table 1.

Protein isolation and immunoblotting

Protein isolation of pgWAT, measurement of protein concentration and immunoblots were performed as
described previously [29]. The blots were incubated with the following antibodies: monoclonal rabbit anti-
phospho Akt (pAkt; Cell Signaling Technology, #4058; 1:1000); monoclonal rabbit anti-Akt (Cell Signaling
Technology, #9272; 1:2000); monoclonal rabbit anti-phospho 5° adenosine monophosphate-activated
protein kinase a (pAMPKa ; Thr'7?; Cell Signaling Technology, #2535; 1:1000); monoclonal rabbit anti-
AMPKa (Cell Signaling Technology, #2603; 1:1000); polyclonal rabbit anti-A like non-canonical notch
ligand [DLK; Preadipocyte factor 1 (Prefl); abcam, #ab21682; 1:2000]; monoclonal rabbit anti-phospho
p38 mitogen-activated protein kinase (pp38; Thr'8%/Tyr!82; Cell Signaling Technology, #4511; 1:1000) and
polyclonal rabbit anti-p38 (Cell Signaling Technology, #9212; 1:1000). Monoclonal mouse anti-f -Actin
(Cell Signaling Technology, #3700; 1:4000) served as t loading control. Anti-mouse IgG,
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Table 1 List of primers used for real-time RT-PCR; TagMan and SYBR-Green primers

Gene Method Primer Sequence
Leptin (Lep) Taq for 5 TCACCAGGATCAATGACATTTCAC 3
rev 3’AGCCCAGGAATGAAGTCCAAS’
probe 5ACGCAGTCGGTATCCGCCAAGC'3
Interleukin 1-8 (118 ) Taq for 5" TGACAGTGATGAGAATGACCTGTTC'3
rev 3'GGACAGCCCAGGTCAAAGG'5
taq ACCCCAAAAGATGAAGGGCTGCTTCC
Metalloproteinasel2 (Mmp12) Taq for 5"GCAGCAGTTCTTTGGGCTAGA3
rev 3'GTACATCGGGCACTCCACATC'5
taq 5"CTGGGCAACTGGACAACTCAACTCTGG'3
Cyclin-dependent kinase Taq for 5’ GGAGCAGTGTCCAGGGATGA'3
inhibitor 1b (Cdkn1b)
rev 3'GGGCGTCTGCTCCACAGT'5
taq 5"CTTCTTCGCAAAACAAAAGGGCCAACA'3
Cyclin D1 (Ccnd1) Taq for 5"CGCCCTCCGTATCTTACTTCAA"3
rev 3'CTCACAGACCTCCAGCATCCA’'S
taq 5"CCATGCGGAAAATCGTGGCCAC 3
Sirtuin 1 (Sirt1) Taq for 5 GGCTTGAGGGTAATCAATACCTGTT 3
rev 3'GCATGTGCCACTGTCACTGTT'5
taq 5"ATGACGTCTTGTCCTCTAGTTCCTGTGGCA"3
Catenin 8 1 (Ctnnb1) Taq for 5"GGACGTTCACAACCGGATTG'3
rev 3’'GGACCCCTGCAGCTACTCTTT'5
taq 5'CCATTGTTTGTGCAGTTGCTTTATTCTCCC'3
Kruppel-like factor 4 (KIf4) Taq for 5"CAGACCAGATGCAGTCACAAGTC'3
rev 3’ACGACCTTCTTCCCCTCTTTG'5
taq 5'CTCTCTCCATTATCAAGAGCTCATGCCACC'3
Sterol regulatory element Taq for 5 CATCGACTACATCCGCTTCTTG3
binding transcription factor 1
(Srebpla )
rev 3'GTGATTTGCTTTTGTGTGCACTTC’5
taq 5"CACAGCAACCAGAAGCTCAAGCAGGA'3
Adiponectin (Adipoq) SYBR for 5'GACAAGGCCGTTCTCTTCAC'3
rev 3’"CCATACACCTGGAGCCAGAC'5
Cyclin-dependent kinase SYBR for 5 GAACATCTCAGGGCCGAAAA'3
inhibitor 1a (Cdknla)
rev 3'CGTGGGCACTTCAGGGTTT'5
Cyclin-dependent kinase SYBR for 5 GGAGCAGTGTCCAGGGATGA"3
inhibitor 1b (Cdkn1b)
rev 3'GGGCGTCTGCTCCACAGT'5
Cyclin-dependent kinase SYBR for 5’AACTTCGCGGCCAATCC'3
inhibitor 2a (Cdkn2a)
rev 3'CCGTGATTGCAAAAAAAGCATTA'S
Perilipin 1 (Plin1) SYBR for 5"AGGGTGTTACGGATAACGTGGTA3
rev 3'GGGTTATCGATGTCTCGGAATTC'5
Perilipin 2 (Plin2) SYBR for 5'GTCTCGTGGGTGGAGTGGAA"3
rev 3'CGTGACTCGATGTGCTCAACA’'S
Monoacylglycerol lipase SYBR for 5 TCAATGCAGACGGACAGTACCT 3
(Mglt)
rev 3'CAGCTCCATGGGACACAAAGA’'S
Fatty acid-binding protein 4 SYBR for 5’ AAGTGGGAGTGGGCTTTGC'3
(Fabbp4)
rev 3'GACCGGATGGTGACCAAATCS

HRP-linked (Cell Signaling Technology, #7076, 1:5000) and anti-rabbit IgG, HRP-linked (Cell Signaling Technology,
#7074, 1:2000 or 1:1000) were used as secondary antibodies.
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Figure 1. Measurement of body weight and relative WAT in the offspring of obese HFD-fed and control (standard diet-fed,
Co) dams at P21 and P70

(A) Body weight and total WAT (g) relative to body weight in male and female offspring at P21. (B) Body weight and total WAT (g)
relative to body weight in male and female offspring at P70. Total WAT includes pg, retroperitoneal and subcutaneous WAT. Co,
black bar; HFD, white bar; n=4-10 animals per group; mean + SEM; *Student’s t test and Mann-Whitney test: *P<0.05; **P <0.01.

Analysis of data

The results of real-time RT-PCR were calculated based on the —AAC: method and expressed as fold
induction of mRNA expression compared with the housekeeping gene (1.0-fold induction). Values are shown as
means * standard error of the mean (SEM). Mann-Whitney test or Student’s t test were used to test
significance at the given time

points. A P-value less than 0.05 was considered significant. Densitometric analysis of protein bands was
performed using Bio-Rad ImageLab software (Bio-Rad, Munich, Germany). Band intensities from samples
were normalized for loading using the $ -Actin band from the same sample.

Results
Maternal obesity induces obese body composition with sex-dependent

distribution in the offspring

Maternal obesity was induced in virgin female mice by feeding HFD for 8 weeks prior mating; the future control
dams (Co) received standard diet. Both groups continued on their respective diets during pregnancy and
lactation. The offspring were investigated and divided in four groups: Co™?¢, Cofemale, HFD™ale and HFDfemale,
First, we queried if there are sex-dependent differences regarding the impact of maternal obesity on body
weight. At P21, both body weight and relative WAT were slightly higher in HFD™'¢ when compared with
Co™le, respectively; in contrast, females did not exhibit differences in body weight, but a mild increase in fat
mass after maternal obesity (Figure 1A). At P70, we found the opposing effect: the body weight was rather
reduced, whereas the relative WAT was significantly higher in HFD™2'¢ when compared with Co™€, On the
contrary, HFDma¢ exhibited a similar body weight like Co™2¢ and the relative WAT was not significantly
higher (Figure 1B). We next performed MRI studies to measure body volume (ml) and fat fraction (%) in
the offspring. Representative MRI images illustrate fat mass and distribution in HFD™¢ and HFDfemale jp
comparison with their respective controls Co™¢and Cofe™2¢ at P21 (Figure 2A) and P70 (Figure 2C). At P21,
the body volume was slightly augmented in males after HFD and significantly higher in females. Likewise, the
fat fraction was markedly greater in HFD™2'® than Co™®; this effect was even more pronounced in HFDfemale
(Figure 2B). At P70, we found no effect of maternal obesity on body volume, but the fat fraction remained
significantly higher in males and slightly in females after maternal obesity. However, the fat fraction in
females after maternal obesity compared with Co™2¢ was less augmented at P70 than at P21, indicating a
partial reversal coupled with a physiological increase in WAT in females (Figure 2D). Finally, we studied if
the time- and sex-dependent effects of maternal obesity on inflammatory response, differentiation and
metabolism of adipose tissue have long-term effects on body composition and adipocyte size in the
offspring. Representative MRI images at P120 are shown in Figure 2E. There were no differences in body
volume between Co and HFD in males or females. The fat fraction, however, was higher by almost two-fold
in HFD™2!¢ and HFD™m2¢ when compared with the sex-matched control (Figure 2F).

We next analyzed WAT distribution by measuring the mass of the different compartments after dissection. At
P21, we determined a marked increase in retroperitoneal and pgWAT in HFD™2!¢ when compared with Co™?'¢,
whereas in females only pgWAT was higher after maternal obesity (Figure 2G). At P70, we observed a shift in
WAT distribution in males with a marked increase in subcutaneous WAT in both HFD™2¢s and HFDf¢™ales ywhen
compared with Co™ale
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Figure 2. Assessment of body composition and fat distribution

(A,B) Representative MRI images showing male and female offspring of obese HFD-fed and control (standard diet-fed, Co) dams
at P21 (A) Co™@e, HFD™€, Cof*mae and HFD*™e: red arrows are depicting fat tissue. Measurement of body volume (ml) and
fat fraction (%) are shown next to the MRI images (B). (C,D) Representative MRI images showing Co™¢, HFD™€, Co™a and
HFD"™a at P70 (C); red arrows are depicting fat tissue. The respective body volume (ml) and fat fraction (%) are shown next
to the MRI images (D). (E,F) Assessment of long-term body composition. Representative MRI images showing male and female
offspring of obese HFD-fed and control (standard diet-fed, Co) dams at P120: Co™€, HFD™¢, Co"*™¥ and HFD™™a; red arrows
are depicting fat tissue (E). Measurements of body volume (ml) and fat fraction (%) are shown next to the MRI images (F). (G,H)
Measurement of dissected WAT in different compartments in gram relative to body weight in grams from Co™¢, HFD™ae Cgfemate
and HFD®™ gt P21 (G) and P70 (H) retroperitoneal, pg and subcutaneous. Co, black bar; HFD, white bar; n=4-12 animals per
group; mean + SEM; *Mann-Whitney test: *P <0.05; **P<0.01; **P <0.001.

or Cofemale respectively (Figure 2H). In conclusion, maternal obesity has a modest impact on body weight in
both sexes, but induces a persistent obese body composition with a sex-dependent fat distribution.

Maternal obesity programs adipocyte size in a sex-dependent manner

Having shown that maternal obesity induces an obese body composition and a sex-dependent fat
distribution let us study the adipocyte size. Since our previous studies investigated pgWAT and the distribution
of pgWAT was markedly different in male and female offspring after maternal obesity in the present study,

we performed quantitative histomorphometric analysis using this WAT. Representative H&E-stained images
are displayed in Figure 3A (P21), B (P70) and C (P120).
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Figure 3. Quantitative histomorphometric analysis of adipocyte size in pgWAT
(A—C) Representative images of H&E-stained WAT sections from male and female offspring of obese HFD-fed and control (standard
diet-fed, Co) dams at P21 (A), P70 (B), and P120 (C) Co™¢, HFD™¢, Cofmae and HFD™™a€, (D-F) Assessment of adipocyte size
at P21 (D), P70 (E), and P120 (F) using MLI (um) as an indicator. Co, black bar; HFD, white bar; n=4-9 animals per group; mean +
SEM; *Mann-Whitney test: *P <0.05.
Assessment of MLI as an indicator of adipocyte size showed a significant increase in both HFD™¢ and
HFDfmale when compared with the respective Co group at P21 (Figure 3D). At P70, however, the MLI
remained slightly higher in HFD™?! (P 0.07), but not in HFD'™3 (Figure 3E). Finally, we analyzed the size of
adipocytes at P120 and determined a sex-dependent increase in adipocyte size in the offspring after maternal
obesity. HFD™¢ exhibited a significant greater MLI when compared with Co™¢, Adipocyte size of females,
however, was not altered by HFD (Figure 3F).
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These data demonstrate a persistent effect of maternal obesity on adipocyte size in males, whereas females
recover. In summary, the data show a sex-dependent long-term programming effect of maternal obesity with
a persistent obese body composition in both female and male offspring, whereas adipocyte hypertrophy only
persisted in males.

Sex-dependent metabolic programming of the inflammatory response in
pgWAT

Inflammation is a hallmark of adipose tissue dysfunction and metabolic diseases. Hence, we next analyzed
the gene expression of inflammatory mediators in pgWAT in the early (P21) and Ilate phase (P70). Early
phase (P21): we found a moderate increase in leptin (Lep) mRNA in HFD™2'¢, but not HFDf™mae compared
with Co™¢ and Cofe™ale respectively (Figure 4A). In contrast, adiponectin (AdipoQ) mRNA expression was
higher in females after maternal obesity, whereas males were not affected (Figure 4B). Interestingly, key
inflammatory macrophage markers, such as interleukin 13 (Il1 8 ) and metalloproteinase 12 (Mmp12), were
up-regulated in females after maternal obesity when compared with HFD™¢ (Figure 4C,D). We next assessed
the activation of the inflammatory p38 signaling and found a two-fold greater phosphorylation of p38 (pp38)
relative to total p38 that was rather reduced in females after maternal obesity than in males (Figure 4E).
When p38 was compared with the loading control ( -Actin) we only found a significantly greater
activation in SDf™ale than SD™?l¢, possible due to interindividual variability.

Late phase (P70): we found a marked sex-dependent reversal of the early inflammatory and metabolic
response of pgWAT. The Lep expression was not only lower in HFD™2'¢ when compared with Co™¢, but also
in general lower in females than males. AdipoQ mRNA was neither significantly regulated by sex nor by
maternal obesity (Figure 4F,G). Regarding inflammatory markers, HFD did not affect the expression of [l18 and
Mmp12 in either sex; however, both genes were significantly lower by up to 80% in females when compared
with males (Figure 4H,I). While phosphorylated p38 relative to total p38 was not regulated by maternal
obesity, it was lower in Co™€ than in Co™¢ (Figure 4]), suggesting a time- and sex-dependent
inflammatory expression pattern in adipose tissue.

Maternal obesity has long-term sex-dependent effects on the cell cycle

machinery of adipocytes

The preceding results demonstrate changes in adipocyte size and the inflammatory expression pattern. We
next tested, if these changes are related to altered expression of cell cycle-regulating genes in pgWAT. At
the early phase(P21; Figure 5A-E) we determined no sex- or HFD-dependent effect on gene expression of
cyclin-dependent kinase inhibitor 1a (Cdknla, P21), cyclin-dependent kinase inhibitor 1b (Cdkn1b, P27),
cyclin D1 (Ccnd1) and NAD-dependent deacetylase sirtuin-1 (Sirt1); however, gene expression of cyclin-
dependent kinase inhibitor 2a (Cdkn2a, P16) was regulated by sex with a significant increase in Cofemale
when compared with Co™2'e,

On the contrary, we determined marked regulation of the aforementioned cell cycle regulating genes at
the late phase (P70, Figure 5F-]): Cell cycle inhibitory markers (Cdknlb and CdknZa, Sirtl) were
significantly reduced in a sex-dependent manner in HFD™2¢ compared with Cof™¢, Gene expression of
Cdknla was neither regulated by sex or maternal obesity. However, the proliferative marker Ccnd1 was
significantly up-regulated in HFD™2!¢ when compared with Co™¢ and not affected in females. In summary,
these findings demonstrate a time- and sex-dependent expression of genes encoding for cell cycle-regulating
markers, favoring proliferation in females, butless in males after maternal obesity.

Differentiation of adipocytes is time- and sex-dependent after maternal
obesity

Preadipocytes are central in adipogenesis and adipose tissue function. They not only serve as progenitors of
adipocytes, but they also contribute to adipose tissue dysfunction by adopting inflammatory macrophage-
like or senescence-associated phenotype. Therefore, we assessed differentiation markers, such as Perilipin1
and 2 (Plin1 and Plin2) in pgWAT at P21 and P70. At the early phase (P21, Figure 6A), we found that both
HFDfemale and Cof™a'e express more Plinl and Plin2 than HFD™2¢ and Co™2'¢, respectively. Interestingly,
maternal obesity reduced Plin2 mRNA significantly in females, but not males when compared with the sex-
matched controls. Similarly, gene expres- sion of Krippel-like factor 4 (KIf4; regulator of cell survival and
differentiation) was significantly lower in HFD™a€ than in HFD™?'¢, Gene expression of Catenin 1 (Ctnnb1;
regulator of stemness) was not regulated by sex or ma-ternal obesity. At the late phase (P70, Figure 6C), we
found a lower Plin1 and Plin2 mRNA after maternal obesity independent of sex. Interestingly, the gene
expression of KIf4 and Ctnnb1 was significantly lower in HFDf™2l¢ when compared with either Cofe™al¢ or
HFD™, To further investigate if the differentiation of preadipocytes is regulated
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Figure 4.

Assessment of adipokine expression and p38 signaling in pgWAT after maternal obesity at P21(A-E) and P70 (F-J). (A-D,F-I)
Measurement of gene expression in WAT in male and female offspring of obese HFD-fed and control (standard diet-fed, Co) dams
at P21 (A-E) and P70 (F-J) using qRT-PCR: Co™ HFD™¢ Co®mae and HFD"™™€, Adipokines: leptin (Lep; A,F); adiponectin
(AdipoQ; B,G); interleukin 18 (I11B ; C,H) and metalloproteinase 12 (Mmp12; D,l). (E,J) Immunoblot showing phosphorylated p38
(pp38) and total p38 in WAT of Co™¢, HFD™ Co'mae and HFD*™® at P21 (E) and P70 (J); B -Actin served as loading control.
The quantitative densitometric summary is shown next to respective immunoblot; pp38 was related to total p38 or § -Actin; total
p38 was related to B -Actin. Co, black bar; HFD, white bar; n=4-8 animals per group; mean + SEM; *Mann—Whitney test: *P <0.05;

*pP<0.01.
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Figure 5.

Assessment of the expression of genes encoding cell cycle regulators in pgWAT from male and female offspring of obese HFD-fed
and control (standard diet-fed, Co) dams at P21 (A-E) and P70 (F-J) using qRT-PCR: Co™¢, HFD™a Cg'm and HFDmae,
Genes: Cdknla (p21; A,F); Cdknlb (p27; B,G); Cdkn2a (p16; C,H); Ccndl (D,l); NAD-dependent deacetylase Sirtl (E,J). Co, black
bar; HFD, white bar; n=4-6 animals per group; mean + SEM; *Mann-Whitney test: *P<0.05; **P <0.01.

in a sex-specific manner after maternal obesity, we assessed protein abundance of DLK, which inhibits
preadipocyte differentiation as well adipogenesis. At P21, but not P70 we found a markedly lower DLK in
males, but not females after maternal obesity (Figure 6B,D). In summary, maternal obesity regulates
differentiation markers of adipocytesin a time- and sex-specific manner.

Maternal obesity regulates AMPK a and Akt signaling in a sex-dependent

manner

Energy metabolism and differentiation of adipocytes are important in the maintenance of adipose tissue
function. Since both AMPKa and Akt signaling are central in these processes and regulated by cytokines
and hormones, we studied their activation in pgWAT using immunoblots. Early phase (P21; Figure 7A,C):
first, we assessed phosphorylated AMPKa (pAMPKa ) relative to total AMPKa and found lower activation
in Cof*ma¢ when compared with Co™a¢s, Maternal obesity, however, increased pAMPK @ in males significantly
and in females slightly (P 0.06). Second, we measured phosphorylated Akt (pAkt) and found sex-dependent
differences with a greater activation in HFD™2l¢ than in HFD™2, At the Ilate phase (P70; Figure 7B,D) we
determined opposing effects: pAMPKa was significantly lower in Co™2¢ than in Co™2!¢, Maternal obesity
only reduced AMPKa signaling in males, but did not have any effect in females. On the other hand, pAkt
was greater in HFD™¢ when compared with HFD™2!¢, [n summary, maternal obesity regulates AMPKa and
Akt signaling in a time- and sex-dependent manner. At the early phase, AMPKa and Akt are markedly
activated in males and females, respectively; whereas this shifts at the late phase, possibly reflecting a sex-
dependent imbalance in adipokines and insulin sensitivity.

Maternal obesity regulates adipocyte metabolism in a sex-dependent

manner

To determine if adipocyte metabolism is differently regulated in the long-term in males and females after
maternalobesity we assessed gene expression of monoacylglycerol lipase (Mgll), sterol regulatory element-
binding protein (Srebp1) and fatty acid-binding protein 4 (Fabp4) in pgWAT at P70.
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Figure 6.

(A,C) Measurement of the expression of genes encoding regulators of adipocyte differentiation and stemness in pgWAT from male
and female offspring of obese HFD-fed and control (standard diet-fed, Co) dams at P21 (A) and P70 (C) using gRT-PCR: Co™e,
HFD™Mae Co*mae and HFD"™™e, Genes: Plinl; Plin2; KIf4; Ctnnb1. (B,D) Immunoblot for DLK (Prefl) as an adipocyte differentiation
marker in WAT at P21 (B) and P70 (D); B -Actin served as loading control. The quantitative densitometric summary is shown below
to respective immunoblot; DLK was related to 8 -Actin. Co, black bar; HFD, white bar; n=4—-6 animals per group; mean + SEM,;
*Mann-Whitney test: *P<0.05; **P<0.01.
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Figure 7.

(A,B) Immunoblot for pAMPKa and total AMPKa as an indicator of adipokine signaling and regulator of adipocyte homeostasis in
pgWAT from male and female offspring of obese HFD-fed and control (standard diet-fed, Co) dams at P21 (A) and P70 (B); B -Actin
served as loading control. The quantitative densitometric summary is shown below to respective immunoblot; pAMPKa was related
to total AMPKa or 3 -Actin; total AMPKa was related to g -Actin. (C,D) Immunoblot for pAkt and total Akt as an indicator of insulin
signaling in WAT at P21 (C) and P70 (D); B -Actin served as loading control. The quantitative densitometric summary is shown below
to respective immunoblot; pAkt was related to total Akt or § -Actin; total Akt was related to B -Actin. Co, black bar; HFD, white bar;
n=4-6 animals per group; mean + SEM; *Mann-Whitney test: *P<0.05; *P<0.01; **P <0.001.
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Figure 8. Assessment of expression of genes encoding regulators of adipocyte metabolism in pgWAT from male and female
offspring of obese HFD-fed and control (standard diet-fed, Co) dams at P70 using gRT-PCR: Co™¢, HFD™@¢, Co'*m@¢ and
HFDfemaIe

Genes: Mgll (A); Fabp4 (B); Srebpl (C). Co, black bar; HFD, white bar; n=5-8 animals per group; mean + SEM; *Mann-Whitney
test: *P<0.05.
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Figure 9.

SA-B -gal staining to assess senescent cells in pgWAT from male offspring of obese HFD-fed (HFD™*; black bar) and control
(standard diet-fed, Co; white bar) dams at P21 (A) and P120 (B). The graphs display SA-f -gal positive cells per field of view or
the number of SA-B -gal positive cells related to all cells; n=5-8 animals per group; mean + SEM; *Mann-Whitney test: *P<0.05;

**P<0.01.

We found that Mgll (Figure 8A) and Fabp4 (Figure 8B) were significantly lower in HFDf™ale when
compared with Cof™2¢ This effect was not detected in male offspring after maternal obesity. Moreover, we
found that HFDfmae expressed less Srebpl mRNA than HFD™2¢ (Figure 8C), confirming a sex-specific
programming effect of maternal obesity on adipocyte metabolism.

Maternal obesity induces a transient early senescence in adipocytes of

male offspring
Since we found a markedly lower differentiation markers in male offspring after maternal obesity, we next
assessedsenescence using SA-f3 -gal staining. We found a higher number of SA- -gal positive adipocytes
per field of view and relative to all cells in pgWAT of male mice at the early phase (P21) (Figure 9A). At
P120, however, we did not determine any differences in SA-f3 -gal staining between Co and HFD (similar for
females) (Figure 9B).

Discussion

The present study demonstrates two phases of sex-dependent metabolic programming of adipose tissue in
offspring of obese dams. First, we identified an early phase (P21) after maternal obesity with (i) an obese
body composition, which was more pronounced in females than males; (ii) a sex-dependent distribution of the
WAT; (iii) a hypertrophy of adipocytes in both sexes; (iv) a greater inflammatory response and leptin
expression in females and males, respectively; (v) a sex-dependent activation of AMPKa and Akt pathway;
(v) anincrease in senescent adipocytes in male offspring.

Second, a late phase after maternal obesity was defined by (i) a persistent obese phenotype in both sexes,
with a reversal of the hypertrophy of adipocytes and the inflammatory response in females and senescence
in males; (iii) sex-dependent pro-proliferative and stemness inhibiting gene expression in females, but not
males; (iv) a dysregulation of AMPKa and Akt signaling in WAT from male offspring; (v) a sex-dependent
dysregulation of lipid metabolism in pgWAT. Finally, the obese body composition persisted in both females
and males, whereas the histological assessment of pgWAT revealed sex-specific differences in adipocyte size.

Sex determines metabolic programming of an obese body composition

and fat distribution

Clinical and experimental studies identified maternal obesity as a rising risk factor for the offspring’s
health and the origin of chronic diseases beyond infancy [5,6,10,31]. A hormonal imbalance coupled with the
chronic subacute inflammatory state in obese individuals triggers metabolic disorder, such as insulin
resistance and diabetes mellitus [32]. Prior studies confirmed that impaired metabolism and obesity in the
offspring after maternal HFD are intimately linked to an inflammatory response. Moreover, we demonstrated
higher levels of adipocytokines and hormones of the pgWAT in offspring of obese dams, which then
contributed to renal and pulmonary metabolic programming [10,33]. There is accumulating evidence that
susceptibility to metabolic disorders is sex-dependent. A significant heterogeneity exists between men and
women developing the metabolic syndrome, in large partrelated to hormonal regulation of
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Figure 10. Working model, in which we propose a sex-dependent metabolic programming of adipocyte tissue with an early
phase (P21) and a late phase (P70) in offspring of obese dams

This two-step metabolic programming results in a persistent obese phenotype with sex-specific persistent hypertrophy of
adipocytes in males, but not females. Based on these findings we speculate that metabolic programming after maternal obesity
favors low-grade pathogenic obesity in females and high-grade pathogenic obesity in males.

body fat distribution and metabolic abnormalities [34-38]. Here, we provide strong evidence that metabolic
programming of the WAT is sex-dependent. First, while offspring of both sexes exhibit an obese body
composition, obesity was more pronounced in females than males at the early phase. Interestingly, this
phenotype partially reversed in females at the later phase, indicating sex-dependent mechanisms of the
adipose tissue. The recovery in females mayalso be mediated by the reduced expression of antiproliferative
cyclin-dependent kinases. Second, the distribution of WAT is not only influenced by gender and age, but also
related to aging-related diseases and metabolic syndrome [23,39]. We found marked differences in fat depots
at the early stage with predominant retroperitoneal and pgWAT in males. Interestingly, the distribution in
males shifted to subcutaneous in the later phase. These findings suggesta plasticity of the adipose tissue
after metabolic programming during the early phase.

Sex-dependent metabolic programming of adipocyte size and adipogenic
capacity

Whether WAT is a friend or foe is not necessarily defined by its amount, but rather by the localization, the
size and the function of adipocytes. For example, hypertrophic adipocytes correlate with systemic insulin
resistance, and differ from biochemical functions when compared with smaller adipocytes. These
differences involve the expression of anti-inflammatory cytokines, such as adiponectin [40-42]. Prior
studies showed that maternal obesity increases adipocyte size and expression of adipokines, including
leptin and 116, in male offspring [43]. Our present study linked a sex-specific inflammatory response in
pgWAT of female offspring after maternal obesity to hypertrophy of adipocytes at the early stage; however,
this greater adipocyte size was reversed in the later phase. In contrast, in males the hypertrophy of
adipocytes persisted throughout life. Dysfunction of the adipose tissue has been identified as a hallmark of
age-related diseases, including cardiovascular and metabolic disorders as well as cancer. In particular, an
inflammatory microenvironment is characteristic of adipose tissue dysfunction in this context. Preadipocytes
are not only central in adipogenesis, but also involved in inflammation through a senescent phenotype,
characterized by reduced differentiation and an inflammatory secretome [25].

54
© 2020 The Author(s). Published by Portland Press Limited on behalf of the Biochemical Society 14



Clinical Science (2020) 00 1-18
https://doi.org/10.1042/CS20191229

This has also been coined as a SASP, which is intimately linked to ageing and metabolic disorders [44,45].
Previous studies showed that maternal obesity increased the expression of adipocytokines, e.g. 116, in male
offspring, providing initial evidence of an inflammatory phenotype [33,43]. Our present study demonstrates
further characteristics of SASP in male mice. For example at the early stage, senescence was more
pronounced in the adipose tissue of male offspring, which was related to reduced expression of DLK (also
known as Pref1), marker of preadipocyte differentiation [46]. Prefl was originally identified as an inhibitor of
adipogenesis and adipocyte differentiation [47]. Prefl null mice exhibit obesity and elevated adipocyte
markers. On the contrary, overexpression of Prefl decreased adipose mass [48-50]. We speculate that the
loss of DLK (Prefl)in male offspring after maternal obesity may trigger the obese phenotype. The reduction
in regulators of adipocyte differentiation or stemness, such as Perilipinl and Perilipin2, in male offspring
after maternal obesity was also found during the late phase at P70. Both Perilipinl and Perilipin2 are not
only regulators of adipocyte metabolism and lipolysis, but they also regulate differentiation. Loss of these
factors affects adipogenesis and triggers inflammation [51-54]. Interestingly, this marked inhibitory effect
of maternal obesity on preadipocyte markers was only observed in males, and not in female offspring,
suggesting that disruption of adipogenesis by maternal obesity is more effective in males and could account
for the long-term sex-dependent changes in size of adipocytes. Since adipocyte size relates to an obese
phenotype, our data indicate that metabolic programming may induce low- and high-grade pathogenic
obesity in female and male, respectively.

Sex regulates metabolic programming of adipocyte metabolism
Adipocytokines and insulin are crucial in the maintenance of adipocyte homeostasis through AMPK @ and Akt
signaling pathways, respectively [55,56]. Insulin/Akt promotes the differentiation of preadipocytes to
increase the adipose tissue storage capacity [57], and is thereby important in adipogenesis. In contrast,
insulin resistance as seen in obese conditions is characteristic for adipose tissue dysfunction [56]. Similarly,
AMPK is a key regulator of glucose and energy metabolism as well as stem cell function [55,58]. There is
evidence that a lack of AMPKa induces obesity in response to nutrient-overload, identifying thereby
AMPKa as a central regulator of adipocytes [55]. In the present study, AMPKa is activated in WAT of male
and female offspring during the early phase, and contributes to maintenance of differentiation capacity of
adipocytes. On the other hand, during the late phase AMPKa signaling was blocked in males, but not
females, and thereby may affect adipocyte function and hypertrophy. Moreover, the hypertrophy of
adipocytes in male offspring of obese dams compared with females may also be related to a marked
activation of Akt signaling in males. Dysregulation of lipolysis and lipogenesis resulting in altered storage of
lipids represents another possible explanation for sex-specific hypertrophy of adipocytes. Indeed, key
enzymes involved in these processes were regulated in a sex-dependent manner. The expression of
monoacylglycerol lipase (Mgll), Srepb1 and Fabp4 was down-regulated in female mice after maternal obesity
when compared with either male offspring of obese dams or control females. Interestingly, Mgll null mice
feda HFD gained less body weight than wild-type mice and were protected from insulin resistance and
hepatic steatosis [59]. Similarly, SREBP1 promotes hypertrophy of adipocytes and FABP4 is associated with
metabolic health [60,61]. Reduced expression of these enzymes may in part explain improved adipocyte
function and reversal of early metabolic programming in female offspring.

There are few limitations of the work that need to be discussed and addressed in future studies. Since
previous studies from our group investigated pgWAT, we have focused on this compartment of adipose
tissue in the presentstudy as well. However, the subcutaneous WAT seems to be markedly affected by perinatal
HFD and should be studied in-depth in future studies. Moreover, the question arises wether susceptibility to
diet-induced obesity differs between male and female after birth. To this end, a second exposure of adult
offspring of obese and lean dams should be performed in the future.

In conclusion, the present study provides a comprehensive analysis of sex-dependent metabolic
programming of adipose tissue dysfunction and persistent obese body composition. We do not only
demonstrate the long-term impact of maternal obesity on fat fraction and distribution, but we also show two
phases of metabolic programming and how sex determines function of the pgWAT. Most intriguingly, female
offspring show the capacity to reverse adipocyte hypertrophy and functional changes after the initial
metabolic insult by maternal obesity. As depicted in Figure 10, the present study highlights the importance
of sex- and gender-dependent differences in the pathogenesis of metabolic diseases, and provides new
insights into the molecular mechanisms of sex-dependent metabolic programming of adipose tissue
dysfunction, suggesting a low-grade and high grade pathogenic obesity in female and male after maternal
obesity, respectively.
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Clinical perspectives

¢ Adipogenesis and adipocyte function are tightly regulated by the microenviroment. Disruption of
these processes by maternal obesity can result in metabolic programming of WAT, ultimately pro-
moting obesity-related diseases. Our study aimed to identify molecular mechanisms determining
adipocyte function in a sex-dependent manner.

e Maternal obesity induces sex-independent obese body composition and adipose tissue dysfunction
in the offspring. While inflammatory signaling is activated in females early in life, the male offspring
show early features of SASP and persistent adipocyte hypertrophy. Obesity persists in both sexes up
to 3 months. Interestingly, WAT dysfunction and adipocyte hypertrophy reversed in female offspring,
but not in male.

e Our data provide new insights into the molecular mechanisms of sex-dependent metabolic program-
ming of WAT dysfunction and possible low- and high-grade pathogenic obesity. This sex-dependent
metabolic programming could account for higher clinical susceptibility of males to obesity-related
diseases.
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4. Ergebnisse

Die Promotionsarbeit wurde mit der Zielsetzung durchgefihrt, den Einfluss HFD-induzierter
mutterlicher Adipositas auf den Fettgewebsphanotypen der weiblichen Nachkommen sowie
die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen zu erforschen. Da sich Adipositas
hinsichtlich Auspragung, Physiologie und dem damit assoziierten Risikoprofil far
Folgeerkrankungen, wie in der Einleitung dargelegt, wesentlich unterscheidet, wurden analog
zu meiner Arbeit die Effekte mutterlicher Adipositas auf mannliche Nachkommen durch Herrn
Thorsten Litzenburger in seiner Promotionsarbeit analysiert. Wéhrend Herr Litzenburger
mannliche Nachkommen untersucht hat, lag der Fokus meiner Studie ausschlie3lich auf
weiblichen Nachkommen. Das ermdglichte eine klare Trennung beider Promotionsthemen.

Die wichtigsten Ergebnisse meiner Promotionsarbeit lassen sich in einer Phasen-abhéngigen
Veranderung der zuvor erlauterten Fettgewebsphysiologie darlegen.

Die friihe Phase (A-E), in dieser Studie auf den postnatalen Tag 21 (P21) festgelegt, geht mit
(A) einer adiptsen Koérperkomposition der weiblichen Nachkommen infolge mitterlicher HFD
einher; Es zeigte sich weiterhin, dass die metabolische Programmierung zu (B) einer
Umverteilung der angelegten Koérperfettdepots flihrt, insbesondere mit einer Zunahme des
perigonadalen Fettgewebes; Die Adipozyten reagierten mit (C) einer Hypertrophie und (D)
einem assoziierten hdheren Inflammationspotenzial; Zusatzlich wurden (E) auf zellmolekularer
Ebene Auswirkungen auf Stoffwechselprozesse im AMPKa -Signalweg nachgewiesen.

In der spaten Phase an P70 (F-1) konnte als Effekt mutterlicher HFD (F) eine Persistenz des
adiposen Phanotyps der weiblichen Nachkommen identifiziert werden. Interessanterweise
zeigte sich weder eine Adipozytenhypertrophie noch eine gesteigerte Entziindungsantwort;
Des Weiteren wurde (G) eine mdgliche Proliferations-fordernde und Stammzell-inhibitorische
Wirkung Uber entsprechende Genexpression beschrieben; (H) Eine Dysregulation im AMPKa-
und AKT-Signalweg konnte in der spaten Phase nicht festgestellt werden; Jedoch wurden (1)
Veranderungen im Lipidmetabolismus bei der Untersuchung des perigonadalen Fettgewebes
aufgezeigt.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass miitterliche HFD eine persistierende adipdse
Kdrperkomposition  weiblicher Nachkommen induziert. Wahrend sich die frihe
Adipozytenhypertrophie mit inflammatorischem Muster wieder zuriickbildet, wurden in der
Spéatphase Proliferations-férdernde und Stammzell-inhibitorische Marker gemeinsam mit

Veranderungen im Lipidmetabolismus identifiziert.
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5. Diskussion

5.1 Auswirkungen der metabolischen Programmierung und deren Einordnung

5.1.1 Perinataler Energietberschuss infolge mitterlicher HFD begtnstigt eine
Vermehrung des Korperfettanteils und moduliert Fettkompartimente im
weiblichen murinen Nachwuchs

Unsere Forschungsgruppe lehnt sich in einigen Arbeiten methodisch an das Konzept der HFD-
induzierten mutterlichen Adipositas an (s.0.). Bspw. bekraftigt die Studie von Dinger et al.
einige Forschungshypothesen hinsichtlich der Auswirkung metabolischer Programmierung **°.
Dort konnte u. a. bereits nachgewiesen werden, dass miutterliche HFD allein in der Stillzeit
frihkindliches Ubergewicht mannlicher Nachkommen begiinstigt. Im Vergleich dazu zeigten
die Korpergewichtsmessungen der vorliegenden Arbeit keinen Effekt der diatetischen
Mafinahme auf die weibliche HFD-Gruppe an P21. Diese heterogene Beobachtung deutet auf
eine zeit- und geschlechtsabhangige  Programmierung wahrend  vulnerabler
Entwicklungsphasen hin und lasst sich anhand teilweise divergenter Forschungsergebnisse
belegen 51,

Wahrend in der Studie von Dinger et al. Effekte einer Hyperalimentation in der Stillzeit
untersucht wurden, gelang es bspw. der Arbeitsgruppe von Ensenauer etal. die
perikonzeptionelle Phase als kritisches Zeitfenster zu spezifizieren 2. Weder mannliche noch
weibliche Nachkommen wiesen ein verandertes Koérpergewicht an P21 nach adipogener
Exposition im perikonzeptionellen Entwicklungszeitraum auf. Als Langzeitfolge der
metabolischen Programmierung konnten allerdings folgende geschlechtsspezifische
Reaktionen nachgewiesen werden: Die mannliche Untersuchungsgruppe zeigte neben
metabolischen Stérungen ein erhdhtes Korpergewicht im Vergleich zur Kontrollgruppe,
wohingegen die weibliche Kohorte mit einer reduzierten Kérperfettmasse bei unverandertem
Korpergewicht imponierte %2, In dem Tiermodell von Rattanatray et al., bei dem sich die
diatetische Intervention ebenfalls auf die perikonzeptionelle Entwicklungsphase beschrankte,
waren weder zum Geburtszeitpunkt noch im Alter von 4 Monaten Gewichtsunterschiede in den
mannlichen und weiblichen Untersuchungspopulationen detektierbar 3. Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass weitere Faktoren, wie bspw. Diatkomposition, Gesundheitsstatus des
Muttertiers etc. (s.u.), die Auspragung der perinatalen Programmierung beeinflussen 148

In einer Studie von Hartil et al. wurde &hnlich unserem Modell die mutterliche HFD-Intervention
2 Wochen vor der Verpaarung begonnen und nach der Stillzeit beendet, wonach sich ein
reduziertes Geburtsgewicht der mannlichen Nachkommen zeigte. Die Weibchen wiesen wie

in der vorliegenden Arbeit hingegen keine Gewichtsunterschiede auf %3,
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Um bei unverandertem Koérpergewicht der weiblichen HFD-Gruppe die Fettverteilung zu
untersuchen, wurde dariiber hinaus der Quotient aus totaler weil3er Fettgewebsmasse, die
post mortem durch Praparation des perigonadalen, subkutanen und retroperitonealen
Fettdepots gewonnen wurde, und dem Gesamtkorpergewicht bestimmt. Dabei zeigte sich in
der friihen Phase nur ein leicht erhdhter Anstieg der prozentualen Gesamtkorperfettmasse in
der weiblichen HFD-Gruppe. Bei differenzierter Betrachtung der einzelnen Fettdepots konnte
allerdings eine signifikante Gewichtszunahme des perigonadalen Fettkompartiments
gemessen werden. Die unterstitzende Bildgebung konnte den Verdacht auf eine adipdse
Kdrperkomposition bekraftigen. In der Untersuchungsgruppe wurde in der MRT-Analyse an
P21 nicht nur eine signifikante VergrolRerung des Korpervolumens festgestellt, sondern auch
eine deutliche Zunahme der Fettfraktion gemessen.

In der spaten Phase zeigte sich weiterhin kein Unterschied zwischen der HFD- und Co-Gruppe
hinsichtlich der Korpergewichtsmessung. Zudem war weder eine Abweichung in der relativen
totalen Fettgewebsmasse noch im MRT-ermittelten Kérpervolumen nachweisbar, was auf eine
maogliche transiente Erholung infolge der Didtumstellung von HFD auf SD zurlckzufiihren ist.
Allerdings ist eine leicht erhdhte Fettfraktion der HFD-Gruppe (p = 0,07) beschrieben worden,
die sich am ehesten auf den subkutanen Fettgewebsanteil projiziert. In der Fettdepotmessung
konnte namlich eine signifikante Zunahme der subkutanen Fettgewebsmasse detektiert
werden. Mit der Frage, ob es sich bei diesen strukturellen Umbauvorgangen um langwirksame
»Erholungsmechanismen® handelt, ist eine Verlaufsuntersuchung als sinnvoll erachtet worden.
Zu diesem Zweck wurden Gewichtsmessung und MRT-Analysen an P120 durchgefiihrt. Dabei
zeigte sich kein Unterschied im Korpervolumen, Korpergewicht oder in der Verteilung der
Fettdepots (siehe Anhang 1). Die adipdse Korperkomposition mit fast 2-fachem Anstieg der
magnetresonanztomographisch gemessenen Fettfraktion in der HFD-Gruppe scheint jedoch
eine langfristige Auswirkung der durch mitterliche HFD ausgelésten metabolischen
Programmierung zu sein.

Zusammenfassend hat das vorliegende miitterliche HFD-Modell kaum Einfluss auf das
Kdrpergewicht der Nachkommen, aber zeigt eine persistierende Zunahme des Fettanteils mit

passagerer Modulation der Korperfettverteilung.

5.1.2 Mitterliche HFD induziert eine transiente, reversible Adipozytenhypertrophie

Eine Zunahme des (viszeralen) Fettgewebsanteils lasst sich in den Symptomkomplex des
metabolischen Syndroms einreihen 8. Gemeinsamkeit der fetalen Programmierung infolge

mutterlicher HFD ist eine Manifestation verschiedener Merkmalsauspragungen, die im
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Rahmen des metabolischen Syndroms auftreten. Zu diesen Veranderungen gehdort unter
anderem auch die Zunahme der durchschnittlichen AdipozytengroRe 51154,

Folglich fuhrten wir eine histologische Analyse der Fettgewebszellen durch. Da sich, wie zuvor
beschrieben, eine Gewichtszunahme des perigonadalen Fettgewebes in der HFD-Gruppe an
P21 verzeichnen lieR und dem viszeralen Fettdepot hinsichtlich der Fettgewebsdysfunktion
eine besondere Bedeutung zukommt, wurde entsprechendes Fettdepot weiblicher
Nachkommen untersucht 1°51%¢,

In der vorliegenden Studie wurde in der friihen Phase eine signifikante Erh6hung des mean
linear intercepts (MLI; Parameter fur die Adipozytengrof3e) in weiblichen Nachkommen von
HFD-Muttertieren festgestellt. Dies lasst sich als Adipozytenhypertrophie interpretieren und
kann eine Massenzunahme des perigonadalen Fettkompartiments bedingen. In der Praxis
lasst sich ein Zusammenhang zwischen hypertrophen Adipozyten und Insulinresistenz
herstellen 7, sodass diesem Aspekt eine klinische Bedeutung zukommt. Weitere
Untersuchungen zur Uberprifung der metabolischen Funktion, bspw. durch den oralen
Glukosetoleranztest &, sollten demnach in Folgestudien Anwendung finden.

Im Gegensatz zur frithen Phase war eine zellulare Hypertrophie an P70 nicht mehr
nachweisbar. Kongruent zu dieser Beobachtung verhélt sich die Analyse des perigonadalen
Fettgewebskompartiments an P70, bei dem sich kein Unterschied in der Masse zwischen Co-
und HFD-Gruppe zeigte. Diese Dynamik lasst sich mdglicherweise mit der Plastizitat des
Fettgewebes begrinden, welche strukturelle Umbauprozesse Uber die gesamte
Lebensspanne hinweg ermoglichen 010, Insbesondere das viszerale Fettdepot weist dartiber
hinaus ein starkes angiogenes Potential auf, sodass infolge ausreichender Vaskularisation
eine gesunde Fettgewebsstruktur aufgebaut und hypoxische Schaden im Sinne einer
inflammatorischen Reaktion neutralisiert werden konnten %8, Diese Theorie wird durch die von
Rudnicki et al. prasentierten Ergebnisse ergénzt. In einem murinen HFD-Modell zeigte die
weibliche Untersuchungskohorte eine starkere Kapillarisierung des perigonadalen Fettdepots
mit erhdhter Expression pro-angiogener Mediatoren nach 16-wéchiger HFD. Zuséatzlich wurde
bei den mannlichen Untersuchungstieren eine signifikante Gewichtszunahme nach HFD-
Exposition im Gegensatz zur weiblichen HFD-Kohorte beschrieben, die mit einer gestdrten
Glukosetoleranz assoziiert war. Diese Studie unterstreicht eine geschlechtsspezifische
Reaktion auf die veranderte Stoffwechsellage infolge der HFD *°. An dieser Stelle sei erwahnt,
dass eine Studie von Stubbins etal. Ostrogen einen modulierenden Effekt auf die
AdipozytengroRe zuschrieb; Ostrogen schiitze vor einer HFD-induzierten Hypertrophie der
Adipozyten. Folge ist ein reduziertes Inflammationspotential mit Erhalt der Insulinsensitivitat
160_

Die in der vorliegenden Studie an P70 beobachtete Angleichung der Adipozytengrof3e von

Nachkommen HFD-gefltterter Muttertiere an die Kontrollgruppe besteht auch an P120. Dies
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lasst sich neben der Diadtumstellung gegebenenfalls auf postpubertdr konstant hohe
Ostrogenspiegel  zuriickfihren ' und vermag Ausdruck einer kompensierten
Stoffwechsellage sein.

Die Reversibilitat der Adipozytenhypertrophie in den weiblichen Nachkommen nach
Umstellung von HFD auf SD wird in der Publikation von Larson-Meyer et al. untermauert.
Diese Studie konnte eine Korrelation zwischen Lebensstilanderung und Reduktion der
AdipozytengroRe herausarbeiten %2, die mit einer verbesserten Stoffwechsellage einhergehen
163 Diatinterventionen und korperliche Aktivitat sind unerlasslich in der Priméarpravention von
Adipositas und konnten in klinischen Studien bereits Gesundheitserfolge fur Mutter und Kind
erzielen 154,

In Zusammenschau der prasentierten Ergebnisse lasst sich ableiten, dass die mutterliche HFD
in der frlthen Phase Anzeichen der Fettgewebsdysfunktion in Form von
Adipozytenhypertrophie, erhghter Fettfraktion und viszeraler Adipositas bei den weiblichen
Nachkommen erkennen lasst. Es bleibt allerdings offen, ob diese Beobachtungen auf der
mutterlichen HFD per se oder einer gestorten Stoffwechselsituation des Muttertiers beruhen,
da keine Erfassung des miutterlichen Gesundheitsstatus erfolgt ist. Nichtsdestotrotz scheinen
im Verlauf Kompensationsmechanismen wirksam zu werden, die zu einer Erholung auf Ebene
der Adipozyten und Fettkompartimente fiihren.

An dieser Stelle galt es zu prifen, ob sich &hnliche Kompensationsmechanismen hinsichtlich
des Inflammationsstatus beobachten lieRen. Folglich wurde das Sekretionsprofil von

Entziindungsmarkern untersucht.

5.1.3 Nach matterlicher HFD zeigt sich in der frihen Phase eine Aktivierung
inflammatorischer Signalwege

Wie anfanglich beschrieben, bietet die Veranderung des Fettgewebssekretionsprofils einen
Erklarungsansatz fir die Fettgewebsdysfunktion “°. Die induzierte chronisch sterile
Inflammation lasst sich anhand entsprechender Zytokinausschittung und Aktivitét
inflammatorischer Signalwege einschatzen. Insbesondere dem viszeralen Fettkompartiment
wird hierbei eine besondere Bedeutung beigemessen, da es ein starkes pro-inflammatorisches
Potenzial aufweist *° und bei lbermaRiger Masse Teilkriterium des metabolischen Syndroms
(s.0.) darstellt 8%, Aufgrund dieser Tatsache wurden Entziindungsmarker im perigonadalen
Fettgewebe mittels Genexpression und Proteinanalysen gemessen.

Zu den gut beschriebenen Adipozytokinen gehért u.a. IL-6, das als Mediator
inflammatorischer Prozesse dient und als Sepsis-Marker herangezogen werden kann 7. In
der Therapie chronischer Entziindungserkrankungen, wie z. B. rheumatoider Arthritis, hat sich

der IL-6 Signalweg bereits als potenter Angriffspunkt bewahrt %8 und wird derzeit in der Covid-
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19-Behandlung erprobt %, |L-6 greift in Stoffwechselprozesse ein, indem es bspw. die
Fettoxidation und Glukoseverwertung beeinflusst 1’°. Vor diesem Hintergrund ist es plausibel,
dass IL-6 eine wichtige Rolle in der Adipositas-induzierten chronischen Inflammation einnimmt
171 Erhohte IL-6 Serumspiegel konnten bereits anhand von in vitro und in vivo Studien als
Reaktion auf eine erhohte Fettmasse festgestellt werden 172173,

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in der frihen Phase ein tendenzieller, wenn auch nicht
signifikanter (p=0,0635) Anstieg der IL-6-mRNA-Expression (siehe Anhang 2) im Fettgewebe
weiblicher Nachkommen, deren Muttertiere eine HFD erhielten. Dieser Effekt stellte sich in der
spaten Phase invers dar. An P70 wurde signifikant weniger IL-6 in der HFD-Gruppe gemessen
und deutet somit auf ein passager erhéhtes Inflammationspotential nach matterlicher HFD hin.
Die dynamische IL-6-Aktivitat lie? sich durch ein entsprechendes Expressionsmuster der
stressinduzierten p38-Signalkaskade bestatigen 174, die ebenfalls ein erhohtes
Inflammationspotenzial der HFD-Gruppe in der frihen Phase suggeriert.

Offen bleibt, wer Triebkraft der Entziindungsreaktion ist, da sich neben den Adipozyten bspw.
auch Makrophagen an der Synthese von Entziindungsmediatoren beteiligen *.

In diesem Zusammenhang wurde der Makrophagen-Marker MMP12 (Metalloproteinase 12)
untersucht, der sowohl Entziindungsprozesse als auch die Fettgewebsmodulation beeinflusst
[180]. An P21 lie3 sich eine erhdhte MMP12-Expression feststellen, sodass von einer
gesteigerten Makrophagenaktivitéat in der frihen Phase auszugehen ist. Damit liegt nicht nur
eine Mitwirkung der Makrophagen am Inflammationsprozess nahe, sondern kénnte auch die
im Verlauf beschriebene Fettgewebsmodulation erklaren 175,

Leptin, ein weiteres Adipozytokin, hat neben seiner Schliisselfunktion als Appetitziigler
ebenfalls immunmodulatorischen Einfluss 1. Trotz des an P21 erfassten adipdsen Phanotyps
war eine erhdhte Leptin mMRNA-Konzentration der weiblichen HFD-Gruppe nicht nachweisbar.
Gemal diverser Studienansatze besteht jedoch eine ausgepréagte Korrelation zwischen
Fettmasse und der Leptinsekretion 1. In der Tat entfaltet Leptin seine endokrine Funktion
durch Ausschittung in die Blutbahn und Bindung an spezifische Rezeptoren 1’6, Eine Vielzahl
der Studien konzentriert sich bei der Leptinanalyse deshalb primar auf die
Leptinserumkonzentration 17”1’°. Da in der vorliegenden Studie die Untersuchung der
Genexpression des Fettgewebes vorgenommen wurde, besteht darin eine mogliche Erklarung
fur die Diskrepanz der Ergebnisse. Zudem wurde die Leptinmenge nur im perigonadalen
Fettkompartiment untersucht und limitiert eine Ubertragung auf die Gesamtfettmasse. Fur
diese Fragestellung wére die Messung der Leptinserumkonzentration bzw. -genexpression in
den anderen Kompartimenten aufschlussreich gewesen.

Ahnliche Differenzen in Literatur und unserer Datenauswertung préasentieren sich bezuglich
Adiponektin. Eine Reihe an Forschungsarbeiten demonstrieren ein inverses Verhaltnis

zwischen der Adiponektin-mRNA-Expression und zunehmender Fettmasse #18l |n der
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vorliegenden Studie zeigte sich an P21 eine erhdhte Genexpression des Adipozytokins in der
HFD-Gruppe trotz adiposer Koérperkomposition. In Zusammenschau der vorangestellten
Ergebnisse sollte hier nochmals die Mdglichkeit einer in der frihen Phase einsetzenden
Kompensation der durch die Fettgewebsdysfunktion gestérten Regelkreise in Betracht
gezogen werden. Adiponektin kdnnte mit seinen antiinflammatorischen Eigenschaften 1* dem
erhdhten Inflammationspotential in der friihen Phase entgegenwirken und nachteilige Effekte
teilweise langfristig aufheben. In einer Studie von Sparrenberger etal. wurde der
Zusammenhang zwischen dem Metabolischen Syndrom und der Adiponektinkonzentration
untersucht. Hohe Adiponektinspiegel waren dabei mit einem niedrigeren Risiko versehen,
metabolische Stérungen zu entwickeln, unabhangig vom Korpergewicht 4. Dartiber hinaus
wurden in der Arbeit von Aguilar-Salinas et al. hohe Adiponektinkonzentrationen mit dem
sogenannten ,Metabolically Healthy Obese (MHO) Phenotype® (dt. ,metabolisch gesunder
adiposer Phanotyp“) in Verbindung gebracht 2. Das Modell einer metabolisch-gesunden
Fettleibigkeit wird zunehmend in unterschiedlichen Forschungsarbeiten vertreten 8. Der
»,MHO"-Phé&notyp unterliegt derzeit keiner einheitlichen Definition, beschreibt jedoch
grundsatzlich eine adipése Korperkomposition ohne das Vorliegen metabolischer
Erkrankungen wie bspw. Dyslipidamie, Diabetes, Bluthochdruck etc. Interessanterweise war
dieser Adipositas-Subtyp haufiger in weiblichen Studienteilnehmern zu finden 8.

Die vorliegende Arbeit zeigt an P70 eine Reversibilitat der an P21 beobachteten
Adipozytenhypertrophie und Inflammation trotz adipdser Koérperzusammensetzung. Diese
Ergebnisse gemeinsam mit einer unauffalligen Leptin- und Adiponektin-mRNA-Konzentration
in der spaten Phase (P70) lassen zunachst auf eine ,low-grade pathogenic obesity“ (,gering
pathogene Adipositas-Form®) schlieRen. Um zu beurteilen, ob bei der weiblichen Kohorte
tatsachlich ein ,MHO“Phéanotyp vorliegt, bedarf es weiterer Untersuchungen, um das

Vorhandensein metabolischer Erkrankungen zu prifen.

5.1.4 Die adipozytare Zellzyklusregulation lasst sich durch mditterliche HFD in
weiblichen Nachkommen langfristig beeinflussen

Um die Effekte der metabolischen Programmierung auf Adipozyten naher zu erfassen, wurde
die Expression von Zellzyklus-regulierenden Genen im perigonadalen Fettgewebe untersucht.
Der Zellzyklus ist ein komplexer Vorgang, der mittels verschiedener Kontrollsysteme gesteuert
wird. Neben Wachstumsfaktoren Ubernehmen Kinasen eine wichtige Funktion in der
Regulation der Zellzyklusmaschinerie. Kinasen sind Enzyme, deren Aktivitat von Cyclinen
abhangig ist und deshalb auch als ,Cyclin-abhangige Kinasen - CDK* betitelt sind. D-Cycline

vermitteln den Ubergang von der Gap-1-Phase in die Synthese-Phase, in welcher die DNA-
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Replikation stattfindet 2°. Damit liefern sie die Voraussetzung fur die Zellteilung und kénnen so
als Proliferationsmarker interpretiert werden 4, Uber Inhibitoren der CDKs (CDK-Inhibitoren)
wird der Vorgang gehemmt 2.

An P21 wurden keine Unterschiede zwischen HFD- und Co-Gruppen im
Genexpressionsmuster des Cyclin-abhangigen Kinase-Inhibitor 1a (Cyclin dependent kinase
inhibitor 1a; Cdknla; P21), Cdknlb (P27), Cdkn2a (P16), Cyclin D1 (Ccndl) und Sirtuin 1
(NAD-dependent deacetylase sirtuin-1; Sirtl) detektiert. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass
mutterliche HFD moglicherweise in der friihen Phase zunachst keine Auswirkungen auf den
Zellzyklus der Adipozyten hat.

In der spaten Phase hingegen zeigte sich eine verminderte Expression inhibitorischer
Zellzyklus-regulierender Gene. Die mRNA-Konzentration von Cdkn2a war an P70 in der
Untersuchungsgruppe signifikant reduziert. Dieser Effekt war bei der Messung von Cdknlb
noch deutlicher ausgepréagt und ist moéglicherweise indikativ fiir eine gesteigerte Proliferation.
Die mutterliche HFD bewirkte zusatzlich eine verminderte Genexpression von Sirtl in den
weiblichen Nachkommen. Sirtl wird, ebenso wie den zuvor genannten CDKs, eine
regulatorische Funktion im Zellzyklusarrest zugesprochen €2,

Insgesamt deuten die vorliegenden Daten auf eine mdgliche Proliferations-fordernde
Genexpression in der spaten Phase hin, die eine Hyperplasie der Adipozyten induzieren
konnte. Aus diesem Grund untersuchten wir als na&chstes Differenzierungsmarker im

Fettgewebe.

5.1.5 Mutterliche HFD pragt die Adipozytendifferenzierung phasenabhangig

Die Rolle der Praadipozyten wurde insbesondere im Kontext der Adipogenese zuvor erlautert.
Als adipozytare Vorlauferzellen sind sie fur den Erhalt des Fettzellbestands verantwortlich, was
durch ihre Differenzierung in reife Adipozyten erfolgt. Aufgrund ihres inflammatorischen
Charakters tragen sie zudem zur Ursache und zum Selbsterhalt einer Fettgewebsdysfunktion
bei 13,18.

Zur Uberprufung der Differenzierungskapazitat in unserem Tiermodell wurden entsprechende
Adipogenese-Marker im perigonadalen Fettgewebe untersucht.

Ein zentraler Vermittler der Adipogenese stellt, wie in Kapitel 2.1.2.1 (Seite 13) beschrieben,
der Transkriptionsfaktor PPARYy dar 8. In der friihen Phase wurde signifikant weniger PPARYy-
MRNA im perigonadalen Fettgewebe der HFD-Gruppe gemessen. Dieses Ergebnis zeigt
Parallelen zu einer anderen Forschungsarbeit, die Auswirkungen mdtterlicher HFD auf
Adipogenese-Marker untersuchte ', Ein weiterer interessanter Aspekt wird in einer Studie

von Liang et al. durch die ,adipose tissue expandability-“ (dt. ,Fettgewebsexpansions-*)
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Hypothese aufgegriffen. Diese besagt, dass bei Mangel an suffizienten Adipozyten-
Vorlauferzellen, hervorgerufen durch mitterliche Adipositas, nicht adaquat auf einen
Energietiberschuss, bspw. im Sinne einer HFD, reagiert werden kann °¢. Dies kann sich
dadurch zeigen, dass Progenitorzellen nicht ausreichend in der Lage sind, zu reifen
Adipozyten zu differenzieren. Folge ist die Fettakkumulation in bereits existierenden
Adipozyten mit konsekutiver Hypertrophie sowie ektoper Lipidablagerung. Dies weist, wie
zuvor geschildert, ein inflammatorisches Potential auf ** und kann mit den unter Kapitel 5.1.3
(Seite 63) genannten Schlussfolgerungen in Einklang gebracht werden. Der
.Fettgewebsexpansionshypothese steht allerdings entgegen, dass die PPARy-
Genexpression der Untersuchungsgruppe in der Studie von Liang et al. erhéht und in der
vorliegenden Datenauswertung weder in der frihen noch in der spaten Phase
Gruppenunterschiede des Praadipozyten-Differenzierungsmarkers DLK nachweisbar waren
188 F{r eine Dysfunktion der Adipozyten-Vorlauferzellen in weiblichen Nachkommen bietet
unsere Arbeit somit keinen Anhaltspunkt. Dennoch wird in der Ubersichtsarbeit von Tchkonia
et al. eine Reduktion adipogener Transkriptionsfaktoren als Ausdruck und wichtiger
Mechanismus in der Adipositas-induzierten Fettgewebsdysfunktion genannt 3. Es ist demnach
plausibel, dass sich PPARy-Agonisten, wie z. B. Rosiglitazone, mitunter tiber Beeinflussung
der Adipogenese als wirksame Antidiabetika etabliert haben 8. Da sich die verminderte
PPARy-mRNA-Expression in der HFD-Gruppe nur auf die frihe Phase beschréankte,
prasentieren sich somit auch in diesem Kontext Anzeichen einer passageren
Fettgewebsdysfunktion.

In der frihen Phase zeigte sich aul3erdem signifikant weniger Perilipin 2 mRNA bei weiblichen
Nachkommen, deren Muttertiere eine HFD erhielten. Perilipin 2 gehort zur Perilipinfamilie, die
als Hullproteine intrazellulare Lipidtropfen umgeben und am Lipidstoffwechsel beteiligt sind 1.
Perilipin 2 wird auch als ,adipose differentiation-related protein“ bezeichnet, da es erstmals im
Rahmen der Adipozytendifferenzierung beschrieben wurde *°1. Neuere Studien identifizierten
Perilipin 2 als ubiquitar vorkommendes Protein, dessen physiologische Funktion jedoch nach
wie vor weitestgehend unbekannt ist 1°2. In einem murinen Knock-out-Modell von McManaman
et al. wurde die metabolische Rolle von Perilipin 2 néher beleuchtet. In Abwesenheit von
Perilipin 2 seien sowohl mannliche als auch weibliche Méause vor einer HFD-induzierten
Fettleibigkeit geschiitzt. Zusatzlich verhindere der Knock-out die Entwicklung einer Fettleber
und weise ein reduziertes Inflammationspotential auf %3, Auch dieser Zusammenhang lasst
sich gut in die Annahme einer geringgradig pathogenen Adipositasform der weiblichen
Nachkommen einreihen.

Das Genexpressionsprofil von Perilipin 1 wies hingegen weder an P21 noch an P70

signifikante Unterschiede nach mdtterlicher HFD auf.
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Die Analyse der Genaktivitat von Ctnnbl (Catenin beta 1) und Klf4 (Krippel-like factor 4) zeigte
interessanterweise erst in der spaten Phase signifikante Unterschiede in der mRNA-
Expression zwischen HFD- und Co-Gruppe. Sowohl Ctnnbl als auch Klif4 beeinflussen
Transkriptionsprozesse %41%, Fir beide Gene wurde eine deutlich verminderte mRNA-
Expression im perigonadalen Fettgewebe von weiblichen Nachkommen HFD-gefltterter
Muttertiere detektiert. Diese Ergebnisse scheinen zundchst im Widerspruch zu stehen, da der
Whnt/B-Catenin-Signalweg als Inhibitor und KIf4 als Induktor der Adipogenese identifiziert
wurden 1°41%_ Bei verminderter B-Catenin-mRNA-Synthese wéare aulRerdem von einer
erhdhten PPARYy-Expression auszugehen, die in einer negativen gegenseitigen Regulation
wahrend der Adipogenese begriindet ist 1°’. Die Organgewichtsmessungen des perigonadalen
Fettdepots, welche sich in der frihen Phase in der HFD-Gruppe erh6ht und an P70 gleich
schwer zeigten, lassen sich eher mit einer geringeren Adipogeneserate erklaren. Zuséatzlich
gilt es zu beachten, dass das Genexpressionsprofil, bspw. durch posttranslationale
Modifikation, von der tatsachlichen Proteinaktivitat abweichen kann %8, Dariiber hinaus ist die
Adipogenese ein dynamischer Prozess, wahrend die mRNA-Detektion lediglich eine
Momentaufnahme darstellt. In einer Studie von Park et al. konnte nachgewiesen werden, dass
Whnt insbesondere in der friihen Phase der Adipogenese seine inhibitorische Wirkung tber -
Catenin entfaltet. AuRerdem wurde gezeigt, dass Wnt einen antagonistischen Effekt auf Klf4
hat, indem es dessen Bindungskapazitat an den PPARy-Rezeptor vermindert 1%.

Daraus kbnnte man ableiten, dass die verminderte 8-Catenin-mRNA-Synthese Folge einer
transienten Aktivitatssteigerung mit erhdhtem Verbrauch darstellt bei geringer basaler
Adipogeneserate, was sich anhand der reduzierten Klf4-mRNA bestatigen liel3e.

Neuere Studien enthilliten auf3erdem, dass der Whnt/B-Catenin-Signalweg sowohl die
Fettverteilung als auch den Lipidmetabolismus beeinflusst 2°°2%1 In einem murinen B-Catenin-
Knock-out-Modell konnten protektive Einflisse auf den Metabolismus festgestellt und eine
diatetisch-induzierte Fettleibigkeit der Mause verhindert werden 2%, Dies unterstreicht die
Annahme einer geringgradig pathogenen Fettleibigkeit in den weiblichen Nachkommen dieser
Studie.

5.1.6 Mitterliche HFD dysreguliert in der frihen Phase den AMPKa-Signalweg

Da die AMPKa- und Akt-Signalwege zentrale Regulatoren des Energiehaushaltes von
Adipozyten sind, wurde ihre Expression und Aktivitat im perigonadalen Fettgewebe durch den
Nachweis des relativen phosphorylierten Anteils sowie der Gesamtproteinmenge analysiert.

Wahrend die Proteinbestimmung des phosphorylierten und totalen AKT weder in der friihen

noch in der spaten Phase Gruppenunterschiede aufwies, konnte an P21 eine leichte Erhéhung
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(p=0,06) der phosphorylierten und damit aktiven AMPKa Proteinmenge in der HFD-Gruppe
nachgewiesen werden.

Dieses Ergebnis steht zunachst im Widerspruch sowohl zur adipdsen Koérperkomposition an
P21, welche eine positive Energiebilanz und somit eine verminderte Phosphorylierung von
AMPKa suggeriert °, als auch zu mehreren Studien, die eine verminderte AMPKa-Aktivitat
infolge mutterlicher Adipositas beschreiben 292204, Zy beachten ist an dieser Stelle jedoch,
dass letztere Studien die Proteinaktivitat in der Leber bzw. der Skelettmuskulatur untersuchten
und somit eine organ- und zellspezifische Regulation von AMPKa zugrunde liegen kénnte.
Einen weiteren interessanten Aspekt liefert die Adiponektin-Interaktion. Wie in Kapitel 2.1.4.1
(Seite 19) aufgefuihrt, bewirkt Adiponektin eine Aktivierung der AMP-Kinase und begunstigt so
die Glukoseverwertung und den Fettsaureabbau mittels B-Oxidation 2%. In einer Studie von
Gauthier et al. wurde eine erniedrigte AMPKa-Aktivitat in Probanden detektiert, die eine
Insulinresistenz aufwiesen, verglichen mit BMI-entsprechenden Insulin-sensitiven Kontrollen
205 In Zusammenschau der generierten Daten konnte eine Erhéhung von AMPKa somit auf
die gesteigerte Adiponektin-Synthese zurlickzufiihren sein, die im Rahmen des ,metabolisch
gesunden adipdsen Phanotyps” bereits diskutiert wurde. Diese Annahme setzt eine erhaltene
Insulinsensitivitat der weiblichen Nachkommen voraus, die sich anhand fehlender
Gruppenunterschiede im AKT-Signalweg sowie bezlglich des Insulinrezeptors B (siehe
Anhang 3) in der friihen und spéaten Phase ableiten lasst, und damit den MHO-Phanotypen

kennzeichnen wiirde 2%,

5.1.7 Anderungen im Lipidmetabolismus der weiblichen Nachkommen sind
Langzeitfolgen mutterlicher HFD

Um langfristige Auswirkungen metabolischer Programmierung auf den Lipidstoffwechsel zu
ermitteln, wurde das Genexpressionsprofil wichtiger Marker des Lipidmetabolismus an P21
(siehe Anhang 4) und P70 untersucht.

Wie zuvor erlautert, katalysiert die Monoacylglycerin-Lipase (Monoacylglycerol lipase — Mgll)
den letzten Schritt der Lipolyse, indem sie Monoacylglycerin zu Fettsauren und Glycerin
hydrolysiert 2526, Wahrend an P21 kein signifikanter Unterschied zwischen Co- und HFD-
Gruppe detektierbar war, zeigte sich an P70 eine signifikante Reduktion der Mgll-mRNA-
Expression in der HFD-Gruppe. Interessanterweise zeigen Yoshida et al., dass Mgll-defiziente
Mé&use nicht nur eine geringere Korpergewichtszunahme nach einer HFD aufweisen, sondern
auch bezuglich Insulinresistenz und der Entwicklung einer Lebersteatose geschitzt sind.
Begriindet wurde dieser Zusammenhang durch eine erhaltene Fettspeicherkapazitat, die eine
hepatische Fettakkumulation und begleitende Inflammation verhindere 2°7. Auch in der

vorliegenden Studie konnte sich die verringerte lipolytische Aktivitat positiv auf den
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Metabolismus der Adipozyten auswirken 2%, Lipasehemmer, wie bspw. Orlistat, finden bereits
in der medikamentésen Behandlung von Adipositas Anwendung 2%°. Uber die zusétzliche
Interaktion mit dem endogenen Cannabinoid-System, welches unter anderem die neuronale
Regulation der Nahrungszufuhr beeinflusst 207210211 st die Mgll ein interessanter
Forschungsgegenstand zur Untersuchung therapeutischer Interventionsmdglichkeiten 212,

Als weiterer Marker des Fettstoffwechsels wurde das Fatty Acid-Binding Protein 4 (Fabp4)
bestimmt. Die Proteinfamilie steuert den Fettsauretransport in die Zellorganellen und
beeinflusst die weitere Fettverwertung 3. An P21 war ein leichter Anstieg der gemessenen
MRNA in der HFD-Gruppe zu verzeichnen (p=0,0635), wohingegen in der spaten Phase
signifikant weniger mRNA im perigonadalen Fett der weiblichen Nachkommen detektiert
wurde. Die Arbeitsgruppe von Uysal etal. generierte ein Fabp4-Knockout-Modell in
genotypisch adipdsen Mausen, um Auswirkungen auf den Glukose- und Fettstoffwechsel zu
untersuchen. Trotz eines ausgepragteren adipésen Phanotyps wurde bei Fabp4-defizienten
Mausen eine héhere Insulinsensitivitét nachgewiesen. Gleichzeitig zeigte sich eine reduzierte
Lipolyse-Antwort nach entsprechender Stimulation 4. Die in der vorliegenden Studie
verminderte Fabp4-Synthese deckt sich mit der verminderten Lipolyse-Aktivitat, gemessen
anhand der reduzierten Mgll-Expression, und suggeriert eine verbesserte Stoffwechsellage in
der spaten Phase. Interessanterweise wird die Inhibition des von Makrophagen und
Adipozyten produzierten Proteins in der Therapie metabolischer Erkrankungen erprobt 213,

Des Weiteren wurde das Genexpressionsprofil vom Sterol regulatory element-binding protein-
1 (Srebpl) untersucht. Als Transkriptionsfaktor ist es fir die Aktivierung lipogener
Zielstrukturen zustandig, die sowohl die Lipidsynthese als auch die Aufnahme von Fettsauren
und Triacylglyceriden vermitteln 25, In der Tat zeigen Borengasser et al., dass bei erhohtem
Korperfettanteil eine gesteigerte Expression lipogener Substanzen vorzufinden ist 18,
Umgekehrt beschreibt jedoch die Studie von Vithayathil et al. eine reduzierte Srebpl-mRNA-
Expression in weiblichen und mannlichen Nachkommen adiptser Muttertiere 3 Wochen post
partum. Interpretiert wurde das Ergebnis als Schutz bzw. Kompensationsmechanismus gegen
eine weitere Fettakkumulation im Rahmen einer schon bestehenden Ubermafigen
Fettablagerung 2. Diese Theorie konnte bereits in humanen und tierexperimentellen
Forschungsarbeiten bekraftigt werden 217?18, Passend dazu fand sich in der vorliegenden
Studie ebenfalls eine reduzierte Srebpl-mRNA-Expression in der frihen Phase. Auch hier
konnte ein ebensolcher Kompensationsmechanismus zum Tragen kommen. Dies wirde eine
Erklarung dafir bieten, dass sich die initial an P21 vorhandenen signifikanten Unterschiede im
relativen Anteil des perigonadalen Fettgewebes an P70 nicht aufzeigen lieRBen. Gleichzeitig
reiht sich die vorangestellte Annahme ins Postulat der geringgradigen Adipositasform ein und

bekréftigt unsere Schlussfolgerung.
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5.2 Limitationen der Studie

5.2.1 Technische Limitationen der bildgebenden Verfahren

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse zur Korperkomposition kann man davon ausgehen,
dass bei unveréndertem Korpergewicht und -volumen andere Organstrukturen zugunsten der
erhohten Fettfraktion weichen mussten. Es ist beschrieben worden, dass chronische
Inflammation zu skelettaler Muskelatrophie fiihrt 21°. Mithilfe der verwendeten MRT-Methodik
war es jedoch nicht méglich, Muskelgewebe zu detektieren und diese These zu bestatigen.
Ebenso wenig konnte eine differenzierte Analyse der einzelnen Fettkompartimente per
Bildgebung vorgenommen werden. Dennoch spielt die Fettdepot-Modulation eine wichtige
Rolle in der Fettgewebsdysfunktion. Eine Studie von Shankar et. al. gelang ebendiese
Differenzierung unter Zuhilfenahme der Computertomographie 2?°. Die Magnetresonanz-
tomographie wird zwar bevorzugt zur Detektion von Weichteilgewebe eingesetzt 221, in diesem

Kontext scheint die computertomographische Bildgebung jedoch von Vorteil zu sein.

5.2.2 Vergleich der Fettkompartimente

Ebenso unbericksichtigt bleiben die Untersuchung und Analyse molekularbiologischer und
zellularer Veranderungen der dbrigen Fettgewebskompartimente, wie subkutanes und
retroperitoneales Fett. Die heterogene Fettgewebsverteilung bei vergleichbarer totaler
Fettmasse fihrt bekanntermafen zu Unterschieden im Metabolismus und der
Krankheitssuszeptibilitat, bspw. hinsichtlich der Insulinresistenz 222,

Somit wére insbesondere angesichts der an P70 gemessenen Zunahme subkutaner

Fettmasse eine Datenerhebung dieses Fettdepots zukiinftig winschenswert.

5.2.3 Einflussfaktoren der metabolischen Programmierung

Die metabolische Programmierung, die in dieser Studie anhand des Modells mutterlicher HFD
konzipiert wurde, kann durch verschiedene Faktoren modifiziert werden und je nach
Untersuchungsgegenstand variieren.

Faktoren, welche die fetale Programmierung beeinflussen, sind u. a. 107:148.151.220;

Zeitfenster der Diatintervention
Diatzusammensetzung (Mikro- und Makronahrstoffe)

Mutterlicher Gesundheitszustand und ,Mikroumwelt*

YV V V V

Zu untersuchende Spezies (z.B. Maus, Ratte, andere S&ugetiere), deren
genetische Abstammung und Untersuchungsobjekt (z. B. Gewebetyp)

» Geschlecht und Sexualhormone
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5.2.3.1 Zeitfenster der Diatintervention

Das vorliegende Tiermodell ist in unserer Arbeitsgruppe bereits etabliert und lasst sich
entsprechend der wissenschaftlichen Fragestellung modifizieren %6150 So konnten in der
Studie ,ldentification of Critical Windows of Metabolic Programming of Metabolism and Lung
Function in Male Offspring of Obese Dams* von Dinger et al. bereits kritische Zeitfenster der
Fetalentwicklung identifiziert werden, die, abhangig vom Expositionszeitraum, Auspragung
von Metabolismus und Organfunktion in den Nachkommen beeinflussten 223,

Hinweisen zufolge weisen unterschiedliche Organsysteme eine heterogene Anfalligkeit
bezuglich der fetalen Programmierung auf. Dies ist unter anderem davon abhéangig, in welchen
der kritischen Entwicklungsfenstern eine Exposition metabolischer Stérungen stattfindet. Das
Fettgewebe reagiert auferst sensibel auf eine abnorme miutterliche Stoffwechsellage in der
spaten Schwangerschaftsphase 224, Ein interessanter Aspekt wéare deshalb auch andere
Gewebsphanotypen infolge fetaler Programmierung genauer zu untersuchen und kritischen
Entwicklungsfenstern zuzuordnen. Eine solche Anforderung wirde jedoch den Umfang der

Arbeit Ubersteigen und sollte deshalb in zuktinftigen Forschungsprojekten Anwendung finden.

5.2.3.2 Diadtzusammensetzung (Mikro- und Makronahrstoffe)

Variabilitat der metabolischen Programmierung wird aul3erdem durch Veranderung der Diét-
komponenten wie Protein-, Fett-, Kohlenhydratgehalt und Mikrondhrstoffe erzeugt. Dabei kann
auch bei gleicher Kalorienangabe eine unterschiedliche Nahrstoffzusammensetzung gegeben

sein, die zu einer andersartigen Auspragung der metabolischen Programmierung flihren kann
151

5.2.3.3 Mutterlicher Gesundheitszustand und ,Mikroumwelt’

Entwickeln sich durch die HFD neben muitterlicher Adipositas weitere Begleiterscheinungen
wie bspw. Glukosetoleranzstérungen oder Insulinresistenz, kann sich dies auf den kindlichen
Organismus zusatzlich auswirken [151]. Es ist daher zu hinterfragen, ob die HFD in ihrer
Komposition per se, die daraus resultierende Adipositas oder die dadurch induzierten
Stoffwechselveréanderungen des Muttertiers entscheidenden Einfluss nehmen. Da in der
vorliegenden Studie keine Beurteilung des miitterlichen Gesundheitszustands erfolgte, wird
durch diese Storgré3e eine weitere Limitation hinsichtlich Ursache der Veranderungen in den

Nachkommen generiert.
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5.2.3.4 Spezies, genetische Abstammung und Untersuchungsobjekt

Studien an nichtmenschlichen Primaten (NHP — non human primate), die eine stérkere
Assoziation zum menschlichen Organismus aufweisen, zeigten im Vergleich zu Nagetieren
ahnliche metabolische Verdnderungen nach mitterlicher HFD auf, sodass auch murine
Modelle einen gewissen Ruckschluss auf den menschlichen Organismus zulassen.
Interessanterweise waren bei den NHPs negative Effekte der miutterlichen HFD nach
peripartaler Diatumstellung eher reversibel !, weshalb in unserer Schwangerschafts-
vorsorge der diatetischen Beratung eine besonders nachhaltige Bedeutung zukommen sollte.
Die Arbeitsgruppe von Ensenauer et al. konnte zudem beweisen, dass auch vaterliche
Adipositas die Genaktivitat in den Nachkommen geschlechtsabhangig beeinflusst 225, In der
Studie wurden anders als in der vorliegenden Arbeit Naval Medical Research Institute (NMRI)-
Mause untersucht %2, deren genetische Abstammung weitestgehend vor HFD induzierten
metabolischen Stérungen schiitze 225,

Wahrend in dieser Arbeit besonderer Fokus auf dem weil3en Fettgewebe lag, konnte unsere
Arbeitsgruppe zusatzlich Auswirkungen metabolischer Programmierung auf andere Organe,
wie bspw. die Lungen- 222 und Nierenfunktion 1% identifizieren, die unterschiedlichen kritischen

Zeitfenstern der metabolischen Programmierung zugeordnet werden kénnen 227,

5.2.3.5 Geschlecht und Sexualhormone

Da es sich bei der zugrundeliegenden Publikation um eine geschlechtsspezifische Studie
handelt und der Fokus hier auf den weiblichen Nachkommen liegt, hatte zuletzt die
Berticksichtigung der weiblichen Homoostase interessante Aspekte liefern kdnnen. Die
Untersuchung weiblicher Versuchstiere stellt aufgrund von Hormonschwankungen infolge des
Menstruationszyklus eine Herausforderung dar 6!, weshalb méannliche Studienobjekte nach
wie vor Forschungsarbeiten dominieren %228, Neben seiner zentralen Rolle in der Auspragung
von Geschlechtsmerkmalen, werden uber den Ostrogenrezeptor zahlreiche weitere
Signalkaskaden initiilert. Darunter fallt auch der Fettstoffwechsel und bietet somit einen
interessanten Forschungsgegenstand fir zukiinftige Studien 2%.

Die Daten der vorliegenden Arbeit wurden gemeinsam mit den Ergebnissen der ménnlichen
Nachkommen (Promotionsarbeit von Herrn Thorsten Litzenburger) unter dem Aspekt
geschlechtsspezifischer Unterschiede der metabolischen Programmierung des Fettgewebes
in der Publikation ,Maternal high-fat diet induces long-term obesity with sex-dependent
metabolic programming of adipocyte differentiation, hypertrophy and dysfunction in the
offspring” in der Fachzeitschrift Clinical Science *° veréffentlicht. Die Studie zeigt, dass die

mannlichen im Vergleich zu den weiblichen Nachkommen eine eher pathogene Form der
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Adipositas ausbilden. Diese Diskrepanz spiegelt sich bspw. auch hinsichtlich
geschlechtsabhangiger Pravalenzen diverser kardiovaskularer Erkrankungen wider 239231,

Welche Ursachen dieser geschlechtsspezifischen Beobachtung zugrunde liegen, kann nur
spekuliert werden. Ob und inwieweit die praventiven Mechanismen des weiblichen
Organismus auch beim mannlichen Geschlecht aktiviert werden kénnen, erdffnet ein grofRes

Forschungsfeld.

5.3 Ausblick

Praventionsstrategien setzen sich auf unterschiedlichen politischen Ebenen fest: Zunéachst gilt
es als ,forschungspolitische Aufgabe“ (Molekular-)Mechanismen in der Krankheitsentstehung
zu identifizieren, die als Angriffspunkt praventiver MalRnahmen genutzt werden kdnnen.
,Bildungspolitisch® stehen Aufklarung und Schulung der PraventionsmaflRnahmen im
Vordergrund. AufRerdem versteht sich das ,sozialpolitische® Engagement in einem
systematischen Zugangsmanagement zur Gesundheitsforderung °1. Adipositas hat in unserer
Gesellschaft einen relevanten medizinischen Stellenwert erreicht und epidemieartiges
Ausmall angenommen. Nichtsdestotrotz sind die zugrundeliegenden Mechanismen nicht
ausreichend verstanden und Gegenstand aktueller Forschung. In diesem Kontext soll die
vorliegende Studie ein tieferes Verstandnis der pathophysiologischen Zusammenhange
schaffen, die mit Adipositas einhergehen. Es konnte gezeigt werden, dass miitterliche
Adipositas infolge einer HFD zur fetalen Pragung des Fettgewebsphanotypen fihrt und
langfristige Auswirkungen auf den Metabolismus der Nachkommen hat.

Dabei lie? sich in der zugrundeliegenden Publikation eine gering- und hochgradige
Adipositasform bei weiblichen und mannlichen Nachkommen respektive unterscheiden.
Merkmale der geringgradigen metabolischen Auspréagung kénnten zukiinftig Angriffspunkte
therapeutischer Interventionen darstellen. Grundsatzlich sollten Adipositas betreffende
Praventionsmaflinahmen in  jeder Entwicklungsphase eingreifen, um eine
generationsubergreifende Ausbreitung einzudammen. Es bedarf weiterer Studien, die dafir
verantwortlichen Zielstrukturen zu ermitteln und entsprechende Praventionsstrategien zu

entwickeln.
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7.2 Zusatzliche Ergebnisse

Anhang 1
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Anhang 1: Auswertung der Kérper- und Organgewichte an P120. (A) Kérpergewicht in g und (B) Weil3es
Fettgewebe (white adipose tissue, WAT, g) gemessen relativ zum Kérpergewicht (g). Totales WAT enthalt
retroperitoneales, perigonadales, und subkutanes WAT (C). Schwarzer Balken = Kontrollgruppe weiblich
(COw) und weil3er Balken = Versuchsgruppe (Hochfettdiat weiblich, HFDw); n pro Gruppe: 6-7; Mittelwert
+ Standardfehler; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; durchgefiihrter statistischer Test: Mann-

Whitney-test.
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Anhang 2
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Anhang 2: Auswertung der Genexpressionen durch RT-PCR an P21 und P70 fur I-6 und
PPAR-y. Jeweils linker Graph: II-6, jeweils rechter Graph: PPAR-y. Schwarzer Balken =
Kontrollgruppe weiblich (COw) und weil3er Balken = Versuchsgruppe (Hochfettdiat weiblich,
HFDw); n pro Gruppe: 4-5; Mittelwert + Standardfehler; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; ** = p <
0,001; housekeeping gene an P21: HPRT, housekeeping gene an P70: B-Actin;
Referenzgruppe: SDm; durchgefihrter statistischer Test: Mann-Whitney-test.
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Anhang 3
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Anhang 3: Immunoblotting des Insulinrezeptor 8 im perigonadalen weiRen Fettgewebe an P21
(A) und P 70 (B); Die Ladungskontrolle ist B-Actin. Schwarzer Balken = Kontrollgruppe weiblich
(COw) und weil3er Balken = Versuchsgruppe (Hochfettdiat weiblich, HFDw); n pro Gruppe: 4-5;
Mittelwert + Standardfehler; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; durchgefuhrter
statistischer Test: Mann-Whitney-test.
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Anhang 4: Auswertung der Genexpressionen im perigonadalen wei3en Fettgewebe durch RT-
PCR an P21 fir Mgll, Fabp4 und Srebpl. Schwarzer Balken = Kontrollgruppe weiblich (COw)
und weilRer Balken = Versuchsgruppe (Hochfettdiat weiblich, HFDw); n pro Gruppe: 4-5;
Mittelwert + Standardfehler; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; housekeeping gene:
HPRT; Referenzgruppe: SDm; durchgefuhrter statistischer Test: Mann-Whitney-test.
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